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Titre

Analyse protéomique des complexes associés aux membres de la famille CBX (HP1 et Polycomb)

dans des cellules humaines

Résumé

Dans le noyau des cellules eucaryotes, I'ADN est associé aux histones pour former la chromatine. Les
extrémités terminales des histones peuvent subir un grand nombre de modifications post-
traductionnelles réversibles (méthylation, acétylation, phosphorylation, ubiquitinylation...). Certaines
de ces marques épigénétiques définissent des domaines chromatiniens particuliers du noyau. Les tri-
méthylations des lysines 9 et 27 de l'histone H3 (H3K9me3 et H3K27me3) correspondent
respectivement a des domaines d’hétérochromatine constitutive et d’hétérochromatine facultative. Les
proteines qui possédent un chromo-domaine sont capables de se lier a des lysines méthylées, et
permettent de recruter des complexes qui ont une activité enzymatique ou mécanique sur la
chromatine. Les protéines de la famille CBX (ChromoBoX) possédent toutes un chromodomaine, elles
sont subdivisées en 2 groupes: les protéines du groupe HP1 (CBX1, CBX3 et CBX5) et celles du
groupe Polycomb (CBX2, CBX4, CBX6, CBX7 et CBX8) qui se fixent respectivement sur H3K9me3 et
H3K27me3, respectivement. Afin de mieux comprendre comment s’organise la chromatine au niveau
des régions hétérochromatiques, nous avons purifié, en condition native, les complexes associés a
ces 8 protéines dans des cellules humaines en culture. Pour ce faire, nous avons opté pour la
purification d’affinité en tandem (TAP). Les protéines co-éluées ont été identifiées par spectrométrie
de masse. Nos résultats confirment que, d'une part les protéines du groupe Polycomb sont associées
au complexe PRC1 (Polycomb Repressive Complex 1). Toutefois, ces protéines sont mutuellement
exclusives au sein du complexe PRC1, indiqguant qu'il existe plusieurs complexes PRC1 de
composition distincte dans la cellule. D’autre part, de nouveaux partenaires associés aux protéines du
groupe HP1 ont été identifiés. La mise au point et le développement de la technologie TAP sur des
cellules humaines en culture nous ont permis de purifier des complexes associés a la chromatine.

Cette technique demeure un outil biochimique efficace pour la purification de complexes protéiques.

Mots clefs : purification TAP, HP1, Polycomb, PRC1, complexes protéiques

These préparée a : Institut de Recherches Interdisciplinaires — CNRS USR 3078
Chromatinomics group
Parc Scientifique de la Haute Borne
50 Avenue Halley BP 70478
F-59658 Villeneuve d'Ascq Cedex
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Title

Proteomic analysis of CBX-containing complexes (HP1 and Polycomb) from human cells

Abstract

In the nucleus of eukaryotic cells, DNA is wrapped around histones to form chromatin. The terminal
ends of histones may undergo many reversible post-translational modifications (methylation,
acetylation, phosphorylation, ubiquitinylation...). Some of these epigenetic marks define specific
chromatic regions in the nucleus. The tri-methylation of lysines 9 and 27 of histone H3 (H3K9me3 and
H3K27me3) correspond respectively to constitutive and facultative heterochromatin. Chromo-domain
containing proteins can bind to methylated lysines, and can recruit complexes having enzymatic or
mechanical activity on chromatin. All the members of the CBX (ChromoBoX) family contain a
chromodomain, they are divided into 2 groups: the HP1 group (CBX1, CBX3 and CBX5) and the
Polycomb group (CBX2, CBX4, CBX6, CBX7 and CBX8) able to bind to H3K9me3 and H3K27me3,
respectively. To better understand how the chromatin is organized in heterochromatic regions we
purified, in native condition, the complexes associated with these 8 proteins from human cells in
culture. To this end, we opted for the tandem affinity purification (TAP). The co-eluted proteins were
identified by mass spectrometry. Our results confirm that firstly, Polycomb group proteins are involved
in PRC1 complex (Polycomb Repressive Complex 1). However, these proteins are mutually exclusive
in the PRC1 complex, indicating that several PRC1 of distinct compositions co-exist in the cell. On the
other hand, new partners associated with HP1 group were identified. The development of the TAP
technology to cultured human cells allowed us to purify complexes associated with chromatin. This

technique remains an effective tool for the biochemical purification of protein complexes.

Keywords: TAP purification, HP1, Polycomb, PRC1, multiprotein complexes
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Liste des abbréviations

4-OHT: 4-hydroxytamoxifen

ADN: acide désoxyribo-nucléique

ADP: adénosine di-phosphate

ARN: acide ribo-nucléique

ARNi: interference par ARN

ATM: ataxia-telangiectasia mutated

ATR: ATM and Rad3-related

BAC: chromosome bactérien artificiel
CacCl2: chlorure de calcium

CAF: chromatin assembly factor

CBX: chromobox protein

CENP: centromeric protein

CDYL: chromodomain Y-like

CHD: chromo helicase DNA-binding domain
Chromo: chromatin organization modifier domain
CK: caséine kinase

CMV: Cytomegalovirus

Co-IP: co-immunoprécipitation

CpG: dinucléotide cytosine-guanine

CtBP: c-terminal binding protein

DA: domaine d’activation

DBD: DNA binding domain

DH: double-hybride

DLO: domaine de liaison aux cestrogénes
DLP: domaine de liaison a la progestérone
DMEM: dulbecco’s modified eagle medium
Dnmt: methyl-transférase d’ADN

DTT: dithiothréitol

EMBL: european molecular biology laboratory
EDTA: ethylenediamine tetra-acetic acid
EGTA: ethylene glycol-bis(2-aminomethyl)-N,N,N',N'-tetraacetic acid
Esc: extra sex comb

E(z): enhancer of zeste

FDA: food and drug administration

FPLP: fast protein liquid chromatography
GFP: green fluorescent protein

GNAT: Gcenb-related N-acetyl-transferase
GST: glutathione-S-transférase

HA: hémagglutinine

HCI: chlorure d’hydrogéne

HDAC: histone deacetylsase

HEK: human embryonic kidney

HOAP: origin recognition complex-associated protein
Hox: homéotique

HP1: heterochromatin protein 1

HTH: helix turn helix

Ig: immunoglobuline

IRES: internal ribosome entry site

JmjC: domaine Jumoniji C

KAP: KRAB associated protein

KAT: lysine acetyl-transférase

KDM: lysine déméthylase

KMT: lysine méthyl-transférase

KRAB: kriippel-associated box

L3MBTL: Lethal 3 malignant brain tumor
LAP: localization and affinity purification
LTR: Long Terminal Repeat

MART: mono-ADP-ribosyl-transférase

MBD: methyl-CpG-binding domain

MDC: mediator of DNA damage checkpoint protein
MgCI2: chlorure de magnesium

MPP: M-phase phosphoprotein

Msk: mitogen- and stress-activated kinase
MYST: Monocytic leukemia zinc finger protein
m/z: masse divisée par la charge
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NaCl: chlorure de sodium

NAD+: nicotinamide adenine dinucléotide
NaF: fluorure de sodium

Na3VO4: orthovanadate de sodium

NPC: nuclear pore complex

ORC: origin recognition complex

ORF: open reading frame

PADI: peptidyl arginine dé-iminase

PARG: poly-ADP-ribose glycohydrolase
PARP: poly-ADP-ribose polymerases

PAZ: polyubiquitin-associated zinc binding
PBS: phosphate buffer saline

PcG: polycomb

PCGF: protéines Posterior sex comb

Pcl: polycomb like

PCR: polymerase chain reaction

PEI: polymere d’'éthylenimine

Ph: polyhomeotic

PHC: proteines Polyhoméotic

PIKK: phosphatidylinositol-3-OH-kinase like family
PKA: protéine kinase A

PP: phosphatase

PRC: polycomb repressive complex

PRE: polycomb response element

PRMT: protéine arginine méthyl-transférase
Psc: posterior sex comb

PTGS: post-transcriptional gene silencing
RBBP: retinoblastoma-binding protein
RING: protéines RING

RMN: résonance magnétique nucléaire
ROW: relative-of-WOC

RU486: mifépristone

RZPD: deutsches ressourcenzentrum fiir genomforschung
SAHF: senescence associated heterochromatic foci
SAM: sterile alpha motif

Scm: sex comb on midleg

SCML: sex comb on midleg-like

SDS: sodium dodécyl sulfate

SENP: sentrin specific protease

SIR: silent information regulatory

SUUR: suppressor of under-replication
SUV: suppressor of variegation

Su(z): suppressor of zeste

SVF: sérum de veau fetal

TAP: tandem affinity purification

TBP: TATA-box binding protein

TDG: thymidine DNA glycosylase

TEV: tobacco etch virus

TGS: transcriptional gene silencing

TIF: transcriptional intermediary factor
TiO2: hydroxide de titanium

TK: thymidine kinase

Trx: trithorax

UAS: Upstream Activation Sequence

ULP: ubiquitin-like protein specific protease
USP: ubiquitin specific protease

UTX: ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat, X chromosome
VEGF: vascular endothelial growth factor
WOC: without children

YY: yin-yang
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INTRODUCTION

GENERALITES SUR LA CHROMATINE ET L'EPIGENETIQUE

1 La chromatine

1.1 Empaquetage de 'ADN dans le noyau et domaines  chromatiniens

Il est admis que l'information génétique de tous les organismes vivants est portée par leur séquence
d’ADN. L’ADN siege principalement dans le noyau de tous les eucaryotes, il est constitué de 2 brins
de bases nucléiques complémentaires formant la célebre double hélice (Watson JD, 1953, Nature)
(Figure 1A). Chez 'Homme, si on mettait bout a bout les hélices d’ADN d'une seule cellule, on
obtiendrait un « fil » d’'une longueur proche de 2 métres. Le noyau de la cellule, mesurant environ 6um
de diameétre, a donc mis au point une stratégie de compaction afin de réduire d’'un facteur estimé a
10 000 la taille de 'ADN (Ball P, Nature, 2003). En effet, ce dernier est d’abord enroulé autour d'une
structure globulaire composée de 8 protéines basiques : les histones. Environ 146 paires de bases
nucléiques entourent I'octameére constitué de 2 de chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4 (Arents
G, 1991, PNAS). L'association « 146pb d’ADN + 8 histones » est appelée nucléosome, et constitue
'unité fondamentale de la chromatine. La chromatine correspond a un assemblage nucléoprotéique
dynamique, réparti de maniére hétérogéne dans le noyau des cellules. Les nucléosomes permettent
un premier état de compaction de I'’ADN qui, associé aux histones, ressemble a un « collier de
perles » (Figure 1B). Un second niveau de compaction, avec I'incorporation de I'histone de liaison H1
(Allan J, 1986, J Mol Biol), révele une fibre ayant un diameétre de 30nm appelée nucléofilament (Figure
1C), et permettant de réduire la taille de 'ADN d'un facteur 40. A partir de cette fibre, plusieurs
architectures différentes peuvent étre observées :

- 'euchromatine : elle est répartie de maniere homogéne au sein du nucléoplasme, elle correspond
aux genes qui sont fortement actifs, c'est-a-dire que I'’ADN est facilement accessible par la machinerie
de transcription. Il s’agit de chromatine décondensée (Figure 1E) méme si le facteur de condensation
de I'ADN est de I'ordre de 1000. Les génes localisés dans ces régions sont répliqués en début de
phase S.

- I'hétérochromatine est une région fortement condensée (Figure 1F) et transcriptionnellement
silencieuse qui se réplique tardivement lors de la phase S. Elle est localisée principalement en
périphérie du noyau et du nucléole. Elle est beaucoup plus dense que I'euchromatine (facteur de
compaction = 10000) et est subdivisée en 2 grandes catégories :

- 'hétérochromatine constitutive  est majoritairement présente au niveau des centromeres et des
télomeres des chromosomes. Ces régions sont riches en ADN non codants comme : les séquences
satellites, répétées et parasites. Elles sont identiques dans toutes les cellules de I'organisme.

- I'nétérochromatine facultative  correspond aux régions chromosomiques qui peuvent-étre a la fois

transcrites (euchromatine) ou réprimées (hétérochromatine), en fonction de I'état de différenciation au
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sein d'une cellule unique ou alors en fonction d'un type cellulaire a l'autre au sein d’'un méme
organisme.

C'est lors de la mitose, plus particulierement au cours de la métaphase, que 'ADN est le plus
compacté. Dans cette configuration, 'ADN est inaccessible aux machineries de transcription et de
réplication (Figure 1F).

A 2nm \ﬂ/\ﬁﬂﬂ Double hélice d’ADN (1)

B 11nm ADN + histones = collier de perles (6-7)
[ O |
C 30nm Nucléofilament (40)
D 300nm Chromatine relaxée/ relachée (700)
700nm Chromatine condensée (12000
E
F 1400nm Chromosome métaphasique

Figure 1 — Représentation schématique des différents états de compaction de I’ADN dans les cellules
eucaryotes (facteur de compaction)
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1.2 Organisation du nucléosome

Les différentes protéines histones ont été trés conservées au cours de I'évolution des eucaryotes,
reflétant leur importance dans I'organisation des génomes et soulignant leur role primordial dans la
formation de la chromatine. Ce sont les 2 histones H3 et H4 constituant le coeur de I'octamére qui sont
les plus conservées. Les histones sont de petites molécules ayant de faibles poids moléculaires,
comprenant entre 102 et 135 acides aminés. Il existe 5 sous-types d’histones : H1, H2A, H2B, H3 et
H4. Les familles de génes qui codent pour les histones sont également trés conservées et retrouvées
dans de nombreuses espéces. La plupart des organismes pluricellulaires contiennent plusieurs copies
de ces 5 génes car la quantité (en poids) d’histones nécessaires pour assurer la synthése d'une
nouvelle chromatine lors de la réplication est approximativement la méme que celle de 'ADN. Ainsi,
les histones sont synthétisées au début de la phase S du cycle cellulaire, correspondant a des taux de
transcription élevés.

Les histones sont constituées de trois hélices a reliées entre elles par deux courtes boucles L1 et L2.
Cette structure, appelée « histone fold », permet la dimérisation des histones. D'une maniére
générale, les histones portent toutes un domaine globulaire central hydrophobe et un domaine
amino-terminal chargé positivement, hydrophile, peu structuré et flexible (Luger K, 1997, Nature) :

- Les domaines globulaires hydrophobes interagissent entre eux pour former le coeur du nucléosome.
Compte tenu du caractére extrémement basique des histones, riches en acides aminés chargés
positivement (lysine et arginines), le nucléosome n’est stable qu’en présence d’ADN (acide) ou dans
des solutions a forte concentration en sels (>1M NacCl).

- Les extrémités N-terminales des histones, constituées de 15 a 30 résidus, ont été baptisées
« queues » d’histones et jouent un réle primordial dans la structure du nucléosome, le remodelage de

la chromatine et les événements cellulaires.

(a) H3 (b) H3

H3

H2B

Figure 2 — Structure tridimensionnelle d’'un nucléosome (d’aprées Luger K, 2003, Current Opin Genet
Dev). Les histones H2A, H2B, H3 et H4 sont respectivement colorés en jaune, rouge, bleu et vert. Les
gueues d’histones sont représentées en blanc et 'ADN en bleu clair (a) vue de face (b) vue de coté
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La structure en haute résolution du caeur d'un nucléosome (Figure 2) montre les détails de I'interaction
histones-ADN, qui est confinée au squelette phospho-diester du filament d’ADN au niveau de la
surface interne de la super-hélice. Un ensemble de contacts se fait toutes les 10 paires de bases ou le
petit sillon de la double hélice est dirigé vers lintérieur. Des interactions électrostatiques et des
liaisons hydrogénes avec les phosphates de I’ADN, aussi bien que les contacts non polaires avec les
groupes désoxyriboses, sont observés. Le manque de contacts avec les bases de 'ADN est en
accord avec le manque de spécificité de séquence de l'interaction ADN-histone, évidence pour la
capacité de I'octamére d’histones a empaqueter n'importe quel ADN virtuel. Notons que les queues
des histones sont exposées a I'extérieur du nucléosome, une particularité qui va s’avérer cruciale pour

I'organisation de la chromatine.

2 L'épigénétique

Historiguement, le mot épigénétique a été utilisé pour décrire les événements qui ne pouvaient pas
étre expliqués par les principes de la génétique (Waddington CH, 1942, Endeavour). D’une maniére
générale, il correspond a la relation existante entre le génotype et le phénotype, capable de changer
le résultat final de I'expression d’un géne sans modifier la séquence de son ADN. C’est ainsi que I'on
peut expliquer comment toutes les cellules d’un organisme pluricellulaires, qui contiennent strictement
le méme génome, possedent des morphologies et des fonctions cellulaires distinctes. L'épigénétique
couvre de nombreux processus impliqguant des modifications covalentes et non-covalentes de 'ADN et
des histones ainsi que des petits ARN non codants. Les caractéristiques épigénétiques sont héritables
au cours de la division cellulaire.

Nous utiliserons la nomenclature « Brno» pour signifier les différentes modifications post-
traductionnelles des histones dans la suite du manuscrit (Turner BM, 2005, Nat Struct Mol Biol). Le
Tableau 1 regroupe I'ensemble des protéines impliquées dans les modifications d’histones qui ont été

décrites dans des cellules de mammiféres.

2.1 « Décoration » du matériel génétique

2.1.1  Méthylation de 'ADN

Chez les mammiféres, la méthylation de I'ADN est confinée majoritairement a I'addition d’'un

eme

groupement méthyle sur le 57 carbone d’'une cytosine précédant une guanosine (dinucléotide CpG).
Cette modification covalente est connue pour avoir une fonction essentielle dans le génome, par son
implication dans des processus tels que la régulation transcriptionnelle, la stabilité chromosomique (X
inactif) ou I'empreinte parentale (Bird A, 2002, Genes Dev). Les régions riches en « GC », plus
connues sous le nom d'flots CpG, sont en général résistantes a la méthylation et sont associ€es a la
plupart des génes humains actifs. La méthylation de I'ADN intervient dans la répression

transcriptionnelle de régions spécifiques au sein du génome, mais son mécanisme d'action reste
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méconnu. Chez les mammiféres, il existe 3 classes de methyltransférases de 'ADN : Dnmtl, Dnmt2
et Dnmt3.

Dnmtl est considérée comme une méthyltransférase de maintien car elle méthyle préférentiellement
ADN hémi-méthylé, permettant d’assurer la modification de 'ADN néo-synthétisé au cours de la
réplication. Dnmt2 est une méthyltransférase des petits ARN de transfert (Goll MG, 2006, Science). La
classe Dnmt3 contient 3 membres, Dnmt3a, 3b et 3L. Les 2 premiéres possédent une activité
enzymatique et sont capables de méthyler de novo I’ADN nu ou hémi-méthylé (Okano M, Cell, 1999).
Elles sont tres fortement exprimées dans les cellules souches embryonnaires tandis qu’elles sont tres
faiblement exprimées dans des cellules somatiques différenciées (Pradhan S, 2003, Clin Immunol).
Ces enzymes posseédent des cibles communes et des cibles qui leur sont spécifiques, en particulier
certains génes soumis a l'empreinte parentale (Kato Y, 2007, Hum Mol Genet). Dnmt3L qui ne
possede pas d'activitt méthyltransférase est considérée davantage comme un régulateur de
I'établissement de la méthylation (activateur des 2 autres — Suetake |, 2004, JBC) plutdt que son
catalyseur (Bourc’his D, 2001, Science). Cependant elle posséde un rble primordial dans

I'établissement de la méthylation de novo de toutes les régions différentiellement méthylées.

2.1.1.1.1 Déméthylation de 'ADN

Au cours de la réplication semi-conservative de la matrice, seules des cytosines non-méthylées sont
incorporées au brin néo-synthétisé, entrainant une déméthylation passive de 50% de I'ADN.
Cependant, une déméthylation active faisant intervenir des m°C désaminases, a également été
décrite. Des cycles de méthylation/déméthylation sont observables au niveau des promoteurs de
multiples loci actifs dans des cellules de mammiféres (Kangaspeska S, 2008, Nature / Métivier R,
2008, Nature). Les déméthylations sont assurées par les mémes enzymes qui effectuent les
méthylations, a savoir Dnmt3a et Dnmt3b. Ces 2 enzymes sont capables d'assurer la conversion
d’'une cytosine méthylée en thymine. Ensuite, les glycosylases TDG (thymidine DNA glycosylase) et
MBD4 (methyl-binding domain) retirent spécifiquement la thymine pour la remplacer par une cytosine

afin de réparer le mésappariement (T:G) au sein de la séquence ADN.

2.2 Les modifications post-traductionnelles des his tones

Les histones ne sont pas que de simples protéines d’empaquetage de I'ADN, elles sont également
des structures moléculaires qui participent a la régulation de I'expression des génes. En effet, les
modifications post-traductionnelles des histones ont été découvertes au milieu des années 1960, leur
influence sur la transcription a immédiatement été suggérée (Allfrey VG, 1964, PNAS). Depuis, une
soixantaine d’'acides aminés différents ont pu étre décrits comme pouvant subir une modification
post-traductionnelle. L'observation des ces modifications, principalement au niveau des extrémités
amino-terminales des histones, a mis en exergue le rdle de ces modifications :

- elles affectent les interactions ADN-histones ou les histones entre elles et peuvent modifier la
structure chromatinienne, par exemple : I'acétylation de la lysine 16 de I'histone H4 a un effet négatif
sur la formation de la fibre de 30nm (Shogren-Knaak M, 2006, Science)

- elles créent des sites d’ancrage pour les protéines qui se fixent sur la chromatine
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Certaines maodifications ont été associées a l'extinction des génes, d'autres a leur activation. La

gamme des moadifications qui ont été rapportées dans divers organismes est trés variée : méthylation,

acétylation et phosphorylation sont les plus étudiées, d’autres modifications comme ['ubiquitinylation,

la sumoylation, la déamidation, 'ADP-ribosylation semblent également influencer les nucléosomes.

Toutes ces maodifications sont dynamiques et peuvent changer rapidement, elles sont réalisées par

des enzymes possédant des domaines catalytiques dédiés a Il'ajout ou a la suppression d'une

modification bien spécifique sur un résidu donné. Par conséquent, les histones ne sont probablement

pas les substrats exclusifs de ces enzymes.

(Hr:;;i?ﬂs modif dépose la modification efface la modification lecture de la modif
KAT4/TAF1, KAT7/MYST2, KAT9/ELP3,
H3 ac KAT13A-D/SRC1-ACTR-P160-CLOCK Bromo ?
ub CUL4A + CUL4B + DDB1 + DDB2 + ROC1
R2 0 WD40
me PRMT4 JMJID6 (me2) Tudor ?
T3 ph Haspin 14-3-37?
0 PHD, MBT
KDM1/LSD1/BHC110,
mel KMT7/SET7-9 KDM5B/JARIDLB/PLUL dble chromo
KMT2A/MLL1, KMT2B/MLL2, KDM1/LSD1/BHC110,
KMT2C/MLL3, KMT2D/MLLA4, KDM5A/JARID1A/RBP2, dble chromo
me2 KMT2E/MLL5, KMT2F/hSET1A, KDM5B/JARID1B/PLUL, WD40 '
K4 KMT2G/hSET1B, KMT2H/ASH1, KDM5C/JARID1C/SMCX,
KMT8/RIZ1 ? KDM5D/JARID1D/SMCY
KMT2A/MLL1, KMT2B/MLL2, KDMS5A/JARID1A/RBP2,
KMT2C/MLL3, KMT2D/MLL4,
KDM5B/JARID1B/PLUL, dble/tandem tudor,
me3 KMT2E/MLL5, KMT2F/hSET1A,
KDM5C/JARID1C/SMCX, PHD
KMT2G/hSET1B, KMT2H/ASH1, KDMS5D/JARID1D/SMGY
KMT8/RIZ1 ?
R8 me PRMT7 Tudor ?
ac KAT2A/hGCN5, KAT2B/PCAF, Bromo ?
KAT12/TFIIIC90 )
KDM3B/JHDM2b,
me KDM4A/IMJID2A/JHDM3A,
KDM4B/JMJD2B,
K9 KDM4C/JMJID2C/GASC1
mel KMT1D/EuHMTase/GLP, KDM1/LSD1/BHC110, MBT
KMT1E/ESET/SETDB1 KDM3A/JHDM2a
KDM1/LSD1/BHC110,
me2 KMT1A/SUV39H1, KMT1B/SUV39H2 KDM3A/JHDM2a, Chromo, MBT
KDM4D/IMJID2D
KMT1A/SUV39H1, KMT1B/SUV39H2,
me3 KMT1C/G9a KDM4D/IMJD2D Chromo, PHD
S10 ph IKK-a, PKA, Msk1/2, Rsk2, Aurora B MKP-1 14-3-3
T11 ph Chk1, DLK/zIP 14-3-3?
KAT2A/hGCNS5, KAT2B/PCAF,
K14 ac KAT6A/MOZ/MYSTS3, Bromo ?
KAT6B/MORF/MYST4, KAT12/TFIIIC90
KAT2A/hGCN5, KAT2B/PCAF,
K18 | ac KAT12/TFIIIC90 Bromo ?
R17 me PRMT4 Tudor ?
R26 me PRMT4 Tudor ?
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mel
KDMG6A/UTX,
K27 | Me2 KMT6/EZH? KDM6B/JMJD3 Chromo
me3 KDMga/IMaD3 Chromo
S28 ph Aurora B, MSK1, MSK2 14-3-3
mel KDM2A/JHDM1a/FBXL11,
KDM2B/JHDM1b/FBXL10
KDM2A/JHDM1a/FBXL11,
KDM2B/JHDM1b/FBXL10,
K36 | me2 KDM4A/JMID2A/JHDM3A, | chromo barrel
KDM4B/JMJD2B,
KDM4C/IJMJID2C/GASC1
chromo barrel,
me3 KDM4A-4B-4C PHD
K79 me2/3 | KMT4/DOTI1L Tudor
R128 | me PRMT4 Tudor ?
R129 | me PRMT4 Tudor ?
R131 | me PRMT4 Tudor ?
R134 | me PRMT4 Tudor ?
me PRMTS8, PRMT9iso4
ac KAT4/TAF1, KAT13A-D/SRC1-ACTR-P160-
CLOCK
ub CUL4A + CUL4B + DDB1 + DDB2 + ROC1
s1 ph CKII 14-3-3 2
R3 me PRMT4, PRMT5 JMJID6 (me2) Tudor ?
K5 ac Eﬁ$%\Hﬂ¢'g]_.r,2KAT5/TIP60/PLIP, Bromo ?
Ha | K8 ac KAT5/TIP60/PLIP, KAT7/MYST2 Bromo ?
k12 | ac KAT1/HAT1, KAT5/TIP60/PLIP, Bromo 2
KAT7/MYST2
K16 ac KAT5/TIP60/PLIP, KAT8/MYST1/HMOF SirT2 Bromo ?
0
mel | KMTSA/P-SET7-8 dbieftandem tudor,
K20
me2 dble/tandem tudor,
MBT
me3 KMT5B/SUV420H1, KMT5C/SUV420H2 KDM4A/IMID2A/JHDM3A dble/tandem tudor
ac KAT5/TIP60/PLIP Bromo ?
H2A me PRMT09iso4
K5 ac KAT3A/CBP, KAT3B/P300 Bromo ?
K119 | ub Ring1A, Ring1B, 2A-UB USP3-22-16-21, 2A-DUB
ac KAT2A/hGCNS5, KAT2B/PCAF Bromo ?
ar PARP1, PARP2 PARG ?
H2B K12 ac KAT3A/CBP, KAT3B/P300 Bromo ?
S14 ph Mstl 14-3-3 ?
K15 ac KAT3A/CBP, KAT3B/P300 Bromo ?
K120 | ub RNF120/RNF40 USP3, USP22
H2AX | S139 | ph PIKK BRCT

Tableau 1 - Modifications post-traductionnelles des histones et enzymes impliquées chez 'Homme
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La méthylation des histones

Les histones peuvent étre méthylées sur 2 résidus distincts, d’'un coté les arginines, d'un autre les

lysines. Ces différentes méthylations sont déposées ou retirées par tout un panel d’enzymes

possédant des activités spécifiques pour un résidu et/ou un état de méthylation particuliers.
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2.2.1.1 Méthylation des arginines

22111 LesPRMT

Les PRMT (Protéine Arginine Methyl-Transférases) catalysent le transfert d’'un ou 2 groupements
méthyle sur les arginines, la di-méthylation peut-étre symétrique ou asymétrique (Kouzarides T, 2002,
Curr Opin Genet Dev), elles sont conservées de la levure a 'homme. Chez les mammiféres, on
dénombre 11 PRMT, 9 possedent une activité méthyl-transférase identifiée. D’'une maniére générale,
la méthylation des arginines des histones H3 et H4 corréle principalement avec une activité
transcriptionnelle (Lee DY, 2005, Endocr Rev). Cependant, la méthylation d’histones par PRMT5 au
niveau des promoteurs de certains genes suppresseurs de tumeurs est responsable de leur extinction
(Pal S, Mol Cell Biol, 2004). Enfin, la plupart de ces enzymes catalysent la méthylation de protéines
non histones comme par exemple PRMT4 sur CBP/p300 (Xu W, 2001, Science).

2.2.1.1.2 La déméthylation des arginines

La méthylation des arginines peut-étre remplacée par une autre modification : la citrullination. En effet,
l'enzyme PADI4 (Peptidyl Arginine Dé-Iminase 4) est capable de convertir les arginines
mono-méthylées (ou non modifiées) en citrulline par un processus appelé déimination ou
déméthylimination (Cuthbert GL, 2004, Cell / Wang Y, 2004, Science). PADI4 n’est pas capable de
modifier une arginine di-méthylée, son activité préviendrait donc la di-méthylation. La citrullination est
considérée comme une modification post-traductionnelle des histones jouant un rble dans la
transcription (Thompson PR, 2006, ACS Chem Biol). IMJD6 (PTDSR1) est capable de déméthyler
H3R2me2 et H4R3me2 (Chang et al, 2007, Science), donc les méthylations d'arginine sont

réversibles.
2.3 La méthylation des lysines

2.3.1.1.1 Les KMT (lysine méthyl-transférases)

Les lysines d’histones sont la cible de mono-, di- ou tri-méthylation par des méthyl-transférases lysine-
spécifiques (KMT). Les KMT sont majoritairement des protéines contenant un domaine SET capable
de catalyser la méthylation des lysines. KMT4 (DOTL1L), qui méthyle H3K79, est I'exception qui
confirme la regle car elle ne possede pas de domaine SET (Feng Q, 2002, Curr Biol). Des études par
immuno-précipitation de la chromatine ont permis de cartographier les différentes méthylations des
lysines (Barski A, 2007, Cell): les lysines 4, 36 de l'histone H3 sont associées a l'activation
transcriptionnelle tandis que les lysines 9 et 27 de I'histone H3 ainsi que les lysines 20 de I'histone H4
corrélent avec la répression des geénes. Ces observations correspondent a des domaines
chromatiniens qui sont enrichis en certaines méthylations de lysines: H3K9me3 et H4K20me3
définissent I'hétérochromatine constitutive, H3K27me3 I'hétérochromatine facultative, enfin H3K4me3
et H3K36me3 sont préférentiellement situées au niveau de I'euchromatine. Cependant, il faut nuancer
cette vision car tout n’est pas noir ou blanc, en effet la marque H3K79me3 est retrouvée aussi bien au
niveau des promoteurs actifs de I'euchromatine (Steger DJ, 2008, Mol Cell Biol) que des promoteurs

silencieux de I'hétérochromatine (Jones B, 2008, PLoS Genet). Aussi au niveau des « domaines
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bivalents », pendant le développement des cellules souches, H3K4me3 et H3K27me3 co-existent au
niveau des promoteurs de certains génes (Bernstein BE, 2006, Cell). Ni I'établissement, ni
l'interprétation de ces marques n'ont pour le moment été résolus. Cependant il y a fort a parier qu’elles

sont connectées pour contrbler I'expression des génes d’'une maniere épigénétique.

2.3.1.1.2 Les KDM (lysine déméthylases)

Longtemps considérée comme irréversible, car la demi-vie des histones méthylées est trés proche de
la demi-vie des histones (Byvoet P, 1972, Arch Biochem Biophys), la méthylation des histones peut en
réalité étre trés dynamique, en particulier H3K9me3 (Saccani S, 2002, Genes Dev) et H3K27me3
(Plath K, 2003, Science). KDM1/LSD1 (Lysine specific demethylase 1) fut la premiere KDM spécifique
d’histone a avoir été caractérisée. Elle est capable de déméthyler les lysines 4 et 9 mono- et
di-méthylées de I'histone H3 via I'oxidation des amines (Shi Y, 2004, Cell / Metzger E, 2005, Nature).
Cette réaction nécessite la présence d'une lysine protonée, c’est pourquoi les lysines tri-méthylées ne
peuvent pas étre le substrat de cette enzyme.

Une superfamille de protéines contenant le domaine Jumoniji (JmjC) est en mesure de retirer les 3
états de méthylation possibles sur les lysines, par hydroxylation du groupement méthyle. C’est ainsi
gu'une dizaine de protéines spécifiques de la déméthylation des lysines 4, 9, 27 et 36 de I'histone H3
ont été décrites chez I'’humain, représentant seulement le tiers de toutes les protéines contenant un
domaine JmjC au sein du protéome. Les déméthylases de certaines modifications comme par
exemple H3K27mel, ou les 3 degrés de modification H3K79 n'ont pas encore été identifiées,
suggérant l'activité de protéines a JmjC encore méconnues, lintervention d’'une nouvelle classe
d’enzymes ou tout simplement une irréversibilité de ces modifications, en particulier pour la

transmission des marques épigénétiques a travers les divisions cellulaires.

2.3.1 L'acétylation

Elle affecte uniquement les lysines et est invariablement associée a une activation de la transcription.
Les KAT ou Lysine-Acetyl Transférases d’histones catalysent ces réactions. Cette superfamille
regroupe 3 familles de protéines : GNAT (Gcnb5-related N-acetyl-transferase) (H3 et H4), MYST
(Monocytic leukemia zinc finger protein) et CBP/p300 (4 histones) (Sterner DE, 2000, Microbiol Mol
Biol Rev). La plupart de ces enzymes sont capables de fixer un résidu acétyle sur de multiples lysines,
par exemple KAT1 (HAT1), la premiére a avoir été identifiée chez la levure (conservée chez les
humains), est capable de modifier les lysines 5 et 12 de I'histone H4 in vitro (Kleff S, 1995, JBC /
Parthun MR, 1996, Cell). La validation in vivo de l'acétylation de H4K12 par KAT1 a été mise en
évidence aux environs des cassures double-brin de 'ADN (Qin S, 2006, Mol Cell Biol). KAT1 joue
également un réle dans I'assemblage des nucléosomes en acétylant les histones H4 nouvellement

synthétisées au sein du cytoplasme.

23.1.1 La désacétylation

Elle est catalysée par les Histones-DésACétylases (HDAC), cette réaction enzymatique a bien

entendu un effet opposé a [lacétylation, elle corréle généralement avec une répression

transcriptionnelle. Les 18 HDACs de mammiféres sont groupées en 4 classes en fonction de leur
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homologie avec les HDACs de levure, leur activité enzymatique et leur localisation cellulaire
(Gregoretti, 2004, J Mol Biol). Elles agissent sous forme de complexes multiprotéiques distincts
(NuRD, SIN3, Co-Rest) capables de réprimer la transcription de génes spécifiques, en particulier
certains suppresseurs de tumeur dans les cellules cancéreuses. Les HDACs jouent donc un rble dans
le développement tumoral puisque leurs inhibiteurs, les HDACi (butyrate de sodium, trichostatine A,
trapoxine, MS-275), peuvent causer la réversion de cellules transformées (Ginsburg E, 1973, PNAS /
Altenburg BC, 1976, Exp Cell Res / Boffa LC, 1978, JBC). Les HDACI peuvent bloquer la prolifération
cellulaire et induire une entrée en apoptose en réactivant les genes suppresseurs de tumeurs
(Cameron EE, 1999, Nat Genet).

2.3.2 La phosphorylation, les kinases

Les sérines et thréonines des histones peuvent étre la cible de kinases. L'ajout d'un groupement
phosphate, possédant une charge négative, neutralise la charge basique locale de I'histone, modifiant
son affinité avec I'ADN. Le résidu phosphorylé le plus étudié est la sérine 10 de I'histone H3, sa
modification conduit généralement a une activation transcriptionnelle. Une mutation de la sérine 10
diminue l'activation des génes ciblés par KAT2 (PCAF) (Lo WS, 2000, Mol Cell), suggérant la
participation de cette modification a I'activation transcriptionnelle par certaines KAT.

La phosphorylation globale des histones H3 correspond a une marque d'entrée en mitose des
chromosomes (Gurley LR, 1978, Eur J Biochem). L’histone H3 peut étre phosphorylée sur les sérines
10 et 28 (Goto H, 1999, JBC) mais également sur les thréonines 3 et 11 (Shoemaker CB, 1980, JBC /
Preuss U, 2003, NAR). Ces 4 sites ont été décrits comme étant phosphorylés au niveau de la
chromatine mitotique, et cette caractéristique est conservée de la levure a 'Homme. Les enzymes
impliquées dans la phosphorylation de I'histone H3 sont :

- pour S10: Rsk2 (Sassonne-Corsi P, 1999, Science), la Protéine kinase A (PKA) (Salvador LM, 2001,
JBC / Frédin M, 2000, EMBO J) et IKK-a (Yamamoto Y, 2003, Nature)

- pour S10 et S28: Aurora B (Goto H, 2002, Genes Cells) et Msk1/Msk2 (Mitogen- and Stress-
activated Kinase) (Soloaga A, 2003, EMBO J)

- pour T3: Haspin kinase (Dai J, 2005, Genes Dev)

- pour T11: DIK/ZIP (death-associated protein-like kinase) (Preuss U, 2003, NAR) et Chkl (Shimada
M, 2008, Cell).

En plus de la mitose, H3S10ph est présent pendant I'interphase en réponse a l'activation des voies de
signalisation impliquant les MAP kinases, PKA ou NF-KB.

La caséine kinase Il (CKII) phosphoryle H4S1 in vitro et in vivo chez la levure suite a des dommages a
'ADN, elle serait impliquée dans la réparation suite a une cassure double brin (Cheung WL, 2005,
Curr Biol). En réponse a des stimuli apoptotiques, H2B est phosphorylée sur S14 par Mstl

(mammalian sterile twenty) (Cheung WL, 2003, Cell).

Phosphatases
Une famille de phosphatases semble impliquée dans les processus de déphosphorylation des
histones : I'enzyme Gcl7 / PP1 (phosphatase 1) agit sur les histones H1 et H3 (Davie JR, 1998, J Cell
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Bioch / Spencer VA, 1999, Gene / Davie JR, 2000, Prog Nucl Acid Res Mol Biol), tandis que PP2A
cible H3S10ph chez la drosophile (Nowak SJ, 2003, Mol Cell Biol) et PP4 cible la phosphorylation de
H2AX sur la sérine 139 (Nakada S, EMBO Rep, 2008 / Chowdury D, 2008, Mol Cell). Enfin, la MAP
kinase phosphatase-1 (MKP-1) est responsable de la déphosphorylation spécifique de H3S10ph lors
de l'activation des cellules endothéliales humaines par le VEGF et la thrombine (Kinney CM, 2008, AM
J Physiol Cell Physiol).

2.3.3 Les ubiquitin-ligases

Bien que leur réle n’ait pas encore été completement élucidé, certains résidus lysine peuvent subir
une mono-ubiquitinylation, a distinguer de la poly-ubiquitinylation qui sert au marquage des protéines
a dégrader par le protéasome 26S. Cette mono-ubiquinylation implique la fixation d'un peptide de 76
acides aminés (8,6kDa) sur une lysine, faisant intervenir successivement 3 enzymes: E1 pour
l'activation (ubiquitin activating enzyme), E2 pour la conjugaison (ubiquitin-conjugating enzyme) et E3
pour la ligation (ubiquitin-protein isopeptide ligase). Ces derniéres sont caractérisées par la présence
d'un domaine RING. Seules les histones H2A et H2B ont été décrites comme étant mono-
ubiquitinylées sur les résidus K119 et K120 respectivement chez les mammiféres (Osley MA, 2006,
Brief Funct Genomic Proteomic). Ces 2 modifications ont des effets opposés sur la transcription. Les
protéines RinglA, RinglB et 2A-UB (Zhou W, 2008, Mol Cell) sont responsables de la modification de
H2A, associée a une répression transcriptionnelle (de Napoles M, 2004, Dev Cell) tandis que le
co-activateur transcriptionnel RNF20 (BRE1) catalyse la réaction sur H2B (Kim J, 2005, Mol Cell).
D’autre part, le complexe composé des protéines CUL4A, CUL4B, DDB1, DDB2 et ROC1 (RBX1) est
capable d'ubiquitinyler les histones H3 et H4, affectant la stabilité du nucléosome et leur éviction de la

chromatine suite a un dommage a I’ADN (Wang H, 2006, Mol Cell).

Ubiquitines protéases

Les ubiquitines peuvent étre retirées par une classe de thiol-protéases connues sous le nom
d’'ubiquitine-spécifique protéases (USP). Jusqu'a présent, seules USP3 (Nicassio F, 2007, Curr Biol)
et USP22 (Zhang XY, 2008, Cell Cycle / Zhang XY, 2008, Mol Cell) ont été décrites comme pouvant
désubiquitinyler les deux histones H2A et H2B. En revanche, d'autres enzymes telles que USP16
(Ubp-M), USP21 et 2A-DUB (MYSM1) sont spécifiques de I'histone H2A (Joo HY, 2007, Nature /
Nakagawa T, 2008, Genes Dev / Zhu P, 2007, Mol Cell).

234 SUMO ligases

Le processus est trés similaire a celui de l'ubiquitinylation, faisant intervenir plusieurs enzymes en
cascade (E1, E2 et E3) pour assurer la fixation covalente d’'un ou plusieurs motifs SUMO (Small
Ubiquitin like Modifier) sur une lysine accepteuse. SUMO est composé d'une centaine d'acides
aminés (12kDa). L’histone H4 a été la premiére histone de mammifére a avoir été décrite comme
pouvant étre sumoylée in vitro et in vivo, cette modification catalysée par Ubc9 est associée a une
répression transcriptionnelle (Shiio Y, 2003, PNAS) a travers le recrutement d’'HDAC et de HP1
(Heterochromatin Protein 1). Cependant les 4 histones constituant le nucléosome sont sumoylées

chez la levure, bien que la modification ne semble pas étre égale entre les différents homologues, et
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gue les toutes les lysines n'aient pas été identifiées: K6-7, K16-17 pour H2B, K126 pour H2A et les 5
lysines N-terminales de H4 (Nathan D, 2006, Genes Dev).

SUMO protéases

Il existe une famille de SUMO-spécifique protéases appelées ULP (Ubiquitin-like protein specific
protease) chez la levure ou SENP (SENtrin-spécifique Protéases) chez les mammiféeres
(Mukhopadhyay D, 2007, TRENDS in Bioch Sci). Aucune de ces protéines n'a, a ce jour, été
impliqguée dans le retrait d’'un motif SUMO sur les histones, mais compte tenu de leur activité et de leur
localisation nucléaire principalement, il est probable que ces protéines jouent un r6le au niveau de

I'organisation de la chromatine en ciblant les histones modifiées.

235 ADP-ribosylation

Identifiées depuis 1968 sur les histones (Nishizuka Y, 1968, JBC), les ADP-ribosylations ciblent les
arginines, les acides glutamiques et les acides aspartiques. Elles sont catalysées par les MARTs
(mono-ADP-ribosyl-transférases) et les PARPs (Poly-ADP-ribose polymerases) qui convertissent un
NAD+ (nicotinamide adenine dinucléotide) en poly-ADP-ribose (Amé JC, 2004, Bioessays / Faraone-
Mennella MR, 2005, Biochem Cell Biol). On en dénombre 18 chez les humains, elles possedent des
structures et des fonctions trés différentes au sein de la cellule. H2B et H1 sont les substrats histones
préférentiels in vivo de PARP1 et PARP2 (Huletsky A, 1989, JBC), mais H4 peut, dans une moindre
mesure, étre également modifiée (Golderer G, 1991, Biochem J). Ces madifications entrainent une

relaxation du nucléofilament.

Les PARG

La PARG (poly-ADP-ribose glycohydrolase) est la principale enzyme qui catabolise I’ADP-ribosylation
en coupant les liaisons ribose-ribose (Kraus WL, 2003, Cell). Une autre enzyme appelée ARH3 ou
ADPRHL2 (ADP-ribosylhydrolase like 2) est également capable de jouer ce rble (Mueller-Dieckmann
C, 2006, PNAS). De plus, les phosphodiésterases, qui hydrolysent les liaisons phosphodiesters,
peuvent également potentiellement dégrader cette modification. Cette modification est associée a la
réparation des dommages a I'ADN aussi bien qu'a linduction de la mort cellulaire. Elle affecte
également le remodelage de la chromatine, I'acétylation des histones et méme I'empreinte parentale a

travers la modulation de la méthylation de 'ADN (Klenova E, 2005, Cell Cycle).

2.3.6 L’isomérisation des prolines (pas de liaison covalente)

Au sein d’'une chaine polypeptidique, les prolines existent sous la conformation cis ou trans. Catalysée
par une peptidyl-prolyl-isomerase, ce changement engendre un changement de conformation de la
proline, ayant des conséquences sur les repliements des acides aminés voisins. Chez la levure,
'enzyme Fpr4 est responsable de la cis-trans isomérisation de la proline P38 de I'histone H3 (Nelson
CJ, 2006, Cell). La «bonne » isomérisation de cette proline est indispensable pour avoir une
méthylation de H3K36 par KMT3 (SET2). Par conséquent, cette modification a été considérée comme
une nouvelle modification potentielle des histones bien qu’elle n'implique pas I'ajout d’'un motif par

liaison covalente.
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2.3.7 Hypothése du « code histone »

Comme nous l'avons défini dans les précédents paragraphes, plusieurs modifications peuvent étre
impliguées dans un événement unique (réparation apres une cassure double brin de I'ADN) ou
nécessaires a la régulation de la transcription. Une modification unique est rarement la seule
responsable d'un événement cellulaire. Dés lors, il a été suggéré depuis 2000 que la combinaison de
toutes les modifications post-traductionnelles des histones constituerait un code, le « code histone »
(Strahl BD, Nature, 2000).

Euchromatine H3K4mez2/3 + H3K9-14-18ac
H3K38me3

Hétérochromatine facultative H3K27me3 + H2AK119ub

Hétérochromatine constitutive @‘ H3KSme3 + H3K27me1 + H4K20me3

Domaines bivalents mwyﬂmﬁ + H3KZ27me3

Figure 3 — Repésentation des principales modifications post-traductionnelles admises comme
participant au code histone au niveau de I'euchromatine, des hétérochromatines et des domaines
bivalents

Les différentes modifications décrites précédemment peuvent parfois intervenir sur le méme acide
aminé, il existe donc une compétition entre certaines modifications. A contrario, certaines
modifications sont complémentaires, la premiére étant indispensable pour I'établissement de la
seconde. Enfin, certaines modifications empéchent I'accession des résidus environnants, empéchant
leur modification donc certaines modifications sont mutuellement exclusives.

Le nombre de combinaisons possibles sur une unique queue d’histone est déja tres élevé, donc la
« complexité » du code au sein d’'un nucléosome apparait extrémement sophistiquée. C’est pourquoi
certains chercheurs, ayant réalisé des études des madifications d’histones a I'échelle de génomes
(levure, drosophile), ont remis en question l'existence de ce code (Liu CL, 2005, PloS Biology /
Schibeler D, 2004, Genes Dev / Dion MF, 2005, PNAS). Cependant, d'autres études similaires: chez
la levure (Pokholok DK, 2005, Cell), chez la souris (Mikkelsen TS, 2007, Nature) et chez 'Homme

(Barski A, 2007, Cell) ont permis de renforcer I'idée que ce code doit bien exister.
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L'invalidation de certaines des enzymes responsables de ces modifications ne permet pas toujours
d’'obtenir des animaux viables, soulignant leur importance au sein de l'organisme. Aussi, de
nombreuses modifications, présentes de maniere stable (héritable comme le sont supposées la
méthylation de ’ADN ou certaines modifications d’histones (Dodd 1B, 2007, Cell)) ou transitoire, sont
spécifiques d’un événement biologique particulier ou d’une région chromatinienne définie. Le rble des
différentes enzymes impliquées pour marquer le code n'est donc pas redondant. Bien entendu, les
histones ne sont probablement pas les substrats exclusifs de ces enzymes, et comme les protéines
non-histones peuvent également subir des modifications post-traductionnelles, le concept du « code
protéine » a méme été suggéré (Sims RJ 3rd, 2008, Nat Rev Mol Cell Biol). En effet, les modifications
post-traductionnelles sont responsables de la régulation de I'activité de nombreuses protéines comme
par exemple le facteur de transcription p53 qui, comme les histones, peut subir un grand nombre de
modifications post-traductionnelles, par les mémes enzymes. Son acétylation par des KAT permet son
activation, qui stabilise sa fixation a 'ADN et favorise son interaction avec ses co-facteurs (Luo J,
2004, PNAS). Sa méthylation peut activer (K372mel par SET9) ou réprimer (K370mel par SMYD2,
K382mel par PR-SET7) son activité en fonction de I'acide aminé modifié. D’autres modifications post-
traductionnelles d’histones non encore décrites seront trés probablement a prendre en considération
dans le futur. Récemment la formylation des histones, localisée au niveau des queues ou du noyau a
représenté une des modifications « émergentes » qui pouvait prévenir d'une méthylation ou une
acétylation des lysines (Wisniewski JR, 2008, NAR).

2.4 Les variants d’histones

La plupart des histones, briques essentielles a la formation du nucléosome, possedent des variants
qui permettent non seulement une variabilité dans la composition des nucléosomes, mais également
d’étendre les possibilités du code histone. De nombreux variants des histones H2A, H2B et H3 ont été
découverts et les réles biologiques de certains ont été définis avec précision. Aucun variant de
I'histone H4 n’a pour le moment été identifié. Les fonctions biologiques dans lesquelles ces variants
ont été impliqués concernent aussi bien l'activation que la répression transcriptionnelle, en passant
par la détection des dommages a I'’ADN et la mise en place des centromeéres. Les variants d’histones
ont un grand potentiel pour altérer la structure des nucléosomes via leur propre séquence ou les

modifications post-traductionnelles spécifiques qu'ils peuvent également subir.

2.4.1 Histones H2A

Elles possedent au moins 5 variants chez les mammiféres qui ont des fonctions treés diversifiées.

H2A.X possede une séquence tres proche de H2A, cependant il contient un motif unique SQ au
niveau de son extrémité C-terminale. Suite a une cassure double-brin de 'ADN ou un dommage a
ADN, la sérine de ce motif (S139) est phosphorylée par Ila famille PIKKs
(phosphatidylinositol-3-OH-kinase like family) dont les 3 membres majoritaires sont: ATM
(ataxia-telangiectasia mutated), ATR et DNA-PKc (Burma S, 2001, JBC / Wang H, 2005, J Cell
Physiol). Les H2A.X phosphorylées forment des foci distincts au niveau des chromosomes

interphasiques, représentant les sites de cassures double-brin de I'ADN.
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D’un cété les H2A.Z sont localisés au niveau de régions ou les genes sont réprimés, en particulier au
niveau de I'hétérochromatine péricentrique (Rangasamy D, 2003, EMBO J). De plus, ils participent a
la ségrégation des chromosomes (Rangasamy D, 2004, Nat Struct Mol Biol). D’'un autre, ils sont
retrouvés dans les régions promotrices de geénes transcriptionnellement actifs (Brickner DG, 2007,
Plos Biol). lls contiennent 5 lysines acétylables : 4, 7,11, 13 et 15 (Dryhurst D, 2004, Biochem Cell
Biol), les lysines 120 et 121 peuvent étre ubiquitinylées par Ring1B (Sarcinella E, 2007, Mol Cell Biol),
marque de leur localisation au niveau de I'hétérochromatine facultative.

MacroH2A est également retrouvé au niveau de la chromatine condensée du chromosome X inactif
(Barr-body) chez les femelles mammiféres (Costanzi C, 1998, Nature), dans les foci
d’hétérochromatine associés a la sénescence (Zhang R, 2005, Dev Cell), les régions riches en flots
CpG méthylés dont de nombreux génes soumis a I'empreinte parentale (Choo JH, 2006, Hum Mol
Genet). Chez les mammiféres, 2 génes séparés codent pour macroH2A1 et macroH2A2 et le premier
peut générer 2 variants par épissage alternatif : macroH2A1.1 et macroH2A1.2. Bien que leur rdle
précis n'ait pas encore été décrit, des modifications post-traductionnelles de macroH2A ont été
identifiées : l'ubiquitinylation de K115, la méthylation de K17, K122 et K238 et la phosphorylation de
T128 (Chu F, 2006, MCP).

Enfin H2ABbd (Barr-body deficient), comme son nom le suggeére, n'est pas retrouvé au niveau du
chromosome X inactif, il a méme été rapporté qu'il était présent dans les régions riches en H4

acétylées, suggérant un réle dans I'activation transcritptionnelle (Chadwick BP, 2001, J Cell Biol).

2.4.2 Les variants de H2B ont une préférence sexuel le

Le variant spH2B est spécifique du sperme, il a été découvert dans un complexe associé aux
télomeres (Gineitis AA, 2000, J Cell Biol).

Le variant hTSH2B est, quant a lui, spécifique des testicules et du sperme (Zalensky AO, 2002, JBC).
Il possede une caractéristique remarquable, il possede une phénylalanine en lieu et place de la sérine
14 de H2B, qui est phosphorylée par la kinase Mstl pendant I'apoptose (Kimmins S, 2005, Nature).
Peut-étre que hTSH2B prévient les cellules du sperme de rentrer en apoptose.

H2BFWT est exclusivement exprimé dans les testicules, semble étre enrichi au niveau des télomeéres
(Churikov D, 2004, Genomics), ce variant pourrait étre un marqueur de lidentité télomérique

nécessaire pour la transmission des structures télomériques a travers des générations successives.

2.4.3 Lesvariants de H3 : I'hypothése du code-barr e d’histones

Un des variants les plus spécialisé est la protéine CENP-A (centromeric protein 1, Cen-H3), sa
position au niveau des chromosomes détermine l'identité centromérique (Blower MD, 2001, Nat Cell
Biol / Sullivan KF, 2001, Curr Opin Genet Dev). Il est phosphorylé par Aurora B au niveau de S7 lors
de la mitose, et sa localisation est distincte des H3 phosphorylées en S10 (Zeitlin SG, 2001, J Cell
Biol), il peut également étre ADP-ribosylé (Saxena A, 2002, JBC).

H3.3 est retrouvé au niveau de [I'euchromatine, son recrutement au niveau de loci
transcriptionnellement actifs a notamment été suivi en temps réel dans des cellules humaines (Janicki

SM, 2004, Cell). Une forme phosphorylée (S31) a été décrite, présente a proximité des centromeéres
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pendant la métaphase (Hake SB, 2005, PNAS). H3.1 (KO9me2, K14ac) et H3.2 (K27me2, K27me3)
sont respectivement associés a I'hétérochromatine constitutive et a I'hétérochromatine facultative
(Hake SB, 2006, JBC). Ces 3 variants de I'histone H3, retrouvés dans des régions chromatiniennes
spécifiques, font I'objet de I'hypothése du code-barre d’histones (Hake SB, 2006, PNAS).

Les variants d'histones permettent a la cellule de changer la composition en protéines des
nucléosomes, permettant d’accroitre les possibilités au niveau des modifications post-traductionnelles,
mais également de modifier la structure du nucléosome, modifiant son interaction avec I'ADN, a tel
point qu’apres le « code histone » en 2000, le « code nucléosome » a également été suggéré en 2006
(Bernstein E, 2006, Biochem Cell Biol). Il permettrait de couvrir a la fois les variants d’histones et leurs

modifications post-traductionnelles respectives pour expliquer les différents états chromatiniens.

2.5 Les ARN non codants

Depuis quelques années, il est devenu évident que les ARN, en particulier les non codants, jouaient
un r6le dans le contréle des phénomenes épigénétiques multiples (Bernstein E, 2005, Genes Dev).
L'exemple le plus connu réside dans le mécanisme de compensation de dosage réalisé par le Xist
pour linactivation d'un des 2 chromosomes X chez les mammiféres femelles. Chez la plupart des
eucaryotes, 2 voies d'interférence par ARN (ARNi) co-existent, les PTGS (post-transcriptional gene
silencing) et les TGS (transcriptional gene silencing) qui agissent pendant ou aprés la transcription.
Ces ARN agissent trés souvent de concert avec différents composants associés a la chromatine et a
la machinerie de méthylation de 'ADN pour assurer une extinction stable des génes. Les TGS (Xist,
repeat-associated siRNA) peuvent éteindre certains genes sur du long-terme, et méme a travers les
divisions cellulaires, donc ils peuvent étre considérés comme une marque épigénétique, contrairement
aux PTGS (microRNA, siRNA...).

3 Les effecteurs

Comment obtenir un événement biologique a partir d'une simple modification ? Deux modéles
co-existent, le premier met en lumiére la stabilisation ou la déstabilisation (phosphorylation,
acétylation) des propriétés physico-chimiques d’interaction entre I'ADN et les histones (Cosgrove MS,
2004, Nat Struct Mol Biol). Le second modeéle fait intervenir des « effecteurs » qui seraient capables
de lire les modifications post-traductionnelles, facilitant les événements biologiques en aval via le
recrutement ou la stabilisation des complexes agissant sur la chromatine (Seet BT, 2006, Nat Rev Mol
Cell Biol / Ruthenburg AJ, 2007, Mol Cell).

En effet, a Iimage du « code génétique » qui est admis et reconnu, au cours duquel I'information
portée par I'ADN est lue par I'ARN polymérase au cours de la transcription pour former I'ARN
messager, qui lui-méme est lu par les ribosomes pour synthétiser les protéines. Il est aujourd’hui
évident que les différentes modifications post-traductionnelles présentes au niveau des nucléosomes,
qui constituent le « code histone », sont lues par des protéines possédant des domaines protéiques
particuliers, capables de déchiffrer et d'interpréter le code en interagissant avec d'autres protéines ou

en possédant une activité enzymatique particuliere (Cheung P, 2000, Cell). Plusieurs domaines
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protéiques sont capables de se fixer spécifiquement sur des histones modifiées, d’'une maniére

dépendante a la modification et/ou a la séquence.

3.1 Lysines acetylées

Bien que certaines lysines acétylées affectent les propriétés physiques des nucléosomes (Wolffe AP,
1999, NAR) ou perturbent leur association (Shogren-Knaak M, 2006, Science), elles peuvent étre
interprétées par les effecteurs possédant un bromodomaine (Dhalluin C, 1999, Nature). Les
bromodomaines sont retrouvés dans des protéines qui sont associées a la chromatine, en particulier
certaines KAT et les composants de certains complexes de remodelage de la chromatine. Leur
présence joue un rdle clé dans I'activité de ces protéines (Zeng L, 2002, FEBS lett). La KAT de levure
Gcenbp se fixe sur la lysine 16 acétylée de I'histone H4, et compte tenu de son activité, cela suggere
gu’'elle participe a la diffusion de l'acétylation sur la chromatine (Owen DJ, 2000, EMBO J). Plusieurs
protéines contiennent de multiple bromodomaines, c'est le cas de TAF1, une de protéines nécessaire
au recrutement de la machinerie de transcription. TAF1, qui possede un tandem de bromodomaines,
est capable de se fixer sur une deux lysines acétylées simultanément, en particulier les lysines 5 et 12
de I'histone H4 (Jacobson RH, 2000, Science).

3.2 Les lysines méthylées

Comme détaillé précédemment, les lysines peuvent-étre mono-, di- et tri-méthylées in vivo en fonction
de l'activité antagoniste des KMT et des KDM. D'un point de vue fonctionnel, la méthylation des
histones a été associée tantdt a une activation (H3K4me3), tantét a une répression transcriptionnelle
(H3K9me3, H3K27me3). Avec l'ajout d’'un ou plusieurs groupements méthyles, I'hydrophobicité de la
lysine augmente de maniére inversement proportionnelle a sa capacité a créer des ponts hydrogénes.
Deux classes de repliements protéiques sont capables de lier les lysines méthylées : d'une part les
membres de la superfamille Royal (Maurer-Stroh S, 2003, Trends Biochem Sci), d'autre part les
protéines a doigts PHD (Pena PV, 2006, Nature / Li H, 2006, Nature).

3.2.1 La superfamille Royal

3.2.1.1 Le chromodomaine

Il reconnait les di- et tri-méthyl-lysines au niveau de H3K9 et H3K27. Le domaine CHROMO
(CHRomatin Organization MOdifier domain) des protéines HP1 est capable de se fixer a H3K9me3 et
H3K9me2, ce qui n'est pas le cas de H3K9 non modifié (Jacobs SA, 2002, Science / Nielsen PR,
2002, Nature). En revanche le chromodomaine de la protéine Polycomb (drosophile) cible de maniére
spécifigue H3K27me3 (Fischle W, 2003, Genes Dev / Min J, Genes Dev, 2003). Toutes les protéines
possédant un chromodomaine ne sont pas capables d'interagir avec les lysines méthylées, suggérant
que les séquences extérieures a ce domaine son cruciales pour la reconnaissance ou la fixation.

Il est pensé que la fonction premiére de fixation du chromodomaine sur les méthyl-lysines qui sont
associées avec I'hétérochromatine répressive est de stabiliser passivement la conformation dense de

la fibre chromatinienne par attachement des nucléosomes entre eux (Nielsen AL, 2001, Mol Cell /
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Zhao T, 2000, JBC). Cette fonction de « pontage » n'a pas été confirmée, et l'intervention d’autres
protéines dans la répression dépendante de HP1 et Polycomb est plus que probable.

Les hélicases d’ADN appelées CHD (Chromo Helicase DNA-binding) régulent I'assemblage des
nucléosomes et sont mobilisées au niveau des régions transcriptionnellement actives (Lusser A, 2005,
Nat Struct Mol Biol). Elles possedent un double chromodomaine a leur extrémité N-terminale et celui
de CHD1 posséde une affinité pour H3K4me2/me3, aucune pour cette méme lysine non modifiée
(Flanagan JF, 2005, Nature).

3.2.1.2 Le double-tudor domaine

La lysine déméthylase KDM4A (JMJD2A/JHDM3A) possede, en plus de ses domaines JmjC et JmjN
indispensables a son activité catalytique sur H3K9 et H3K36, un double-tudor domaine (Klose RJ,
2006, Nature). Ce dernier est en mesure de reconnaitre H3K4me3, suggérant un rble dans la
régulation des régions euchromatiques. Des études complémentaires in vitro suggerent qu'il est
également capable de se fixer sur H4K20me3 (Kim J, 2006, EMBO Rep), marque retrouvée au niveau

de I'hétérochromatine constitutive, des études in vivo sont nécessaires pour valider ce résultat.

3.2.1.3 Le tandem-tudor domaine

53BP1 (p53 hinding protein 1) est une protéine qui est recrutée au niveau des cassures double brin
suite a des dommages a I'’ADN (Huyen Y, 2004, Nature). Cette protéine contient un tandem-tudor
domaine capable de se fixer sur H4K20mel et H4K20me2, mais pas sur H4K20 non modifié, ni
H4K20me3 (Botuyan MV, 2006, Cell).

Les double- et tandem-tudor domaines possedent des repliements qui leur sont spécifiques,

expliquant la différence d'affinité entre ces 2 domaines de nature voisine.

3.21.4 MBT

SCML2 (Sex Comb on Midleg-like 2) appartient a la famille Polyhoméotique, impliquée dans la
régulation négative des genes qui contrdlent le développement. Cette protéine possede 2 domaines
MBT (Malignant Brain Tumor) qui ont une structure proche des chromodomaines (Sathyamurthy A,
2003, JBC). Des études récentes ont mis en évidence une affinité préférentielle de ces domaines pour
des lysines mono-méthylées, sans spécificité de séquence (Santiveri CM, 2008, J Mol Biol).

L3MBTL1 (Lethal 3 malignant brain tumor 1) contient 3 répétitions du motif MBT, c’est un répresseur
transcriptionnel (Boccuni P, 2003, JBC) capable de compacter la chromatine in vitro (Trojer P, 2007,
Cell). Il est recruté préférentiellement au niveau des lysines 20 mono-méthylées des histones H4, de
plus il interagit directement avec KMT5A (PR-SET7), la mono-méthyl-transférase de H4K20, qui
semble étre une protéine clé pour la répression induite par L3MBTL2 (Kalakonda N, 2008,

Oncogene).
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3.2.2 PHD (Plant HomeoDomain)

BPTF est une sous-unité du complexe NURF, un des principaux complexes capable de remodeler la
chromatine. Un des deux doigts PHD de BPTF interagit exclusivement avec H3K4me3, et pas d’autres
modifications (Wysocka J, 2006, Nature), permettant le recrutement de NURF et Il'activation
transcriptionnelle. L'autre domaine PHD reconnait H3K4me2 ou H3K4me3 mais pas la forme nue ou
mono-méthylée (Li H, 2006, Nature). Les PHD de ING2 (Pena PV, 2006, Nature) et TAF3 (Vermeulen
M, 2007, Cell) reconnaissent également H3K4 triméthylé.

3.3 Les phosphorylations

3.3.1 14-3-3

Les protéines 14-3-3 constituent une famille de protéines ubiquitaires régulatrices possédant des
modules de fixation sur les sérines ou les thréonines phosphorylées qui sont trés conservées (Yaffe
MB, 1997, Cell). Leur association avec I'histone H3 a été démontrée au niveau des phospho-sérines
10 et 28 (Macdonald N, 2005, Mol Cell).

3.3.2 BRCT

La phosphorylation de la sérine 139 du variant H2A.X est reconnue par les domaines BRCT de la
protéine MDC1 (Mediator of DNA damage checkpoint protein 1) suite a des dommages a I’ADN
(Stucki M, 2005, Cell).

3.4 Domaines de liaison a I'ubiquitine

Jusqu’a présent, aucune protéine n'a été impliquée dans la reconnaissance des mono-ubiquitinylation
de H2A et H2B. Cependant, le protéome des cellules eucaryotes regorge de protéines possédant des
domaines capables de se lier sur ce type modifications (mono- ou poly-). En effet, plus de 15
domaines différents ayant cette particularité existent (Hurley JH, 2006, Biochem J), donc une ou
plusieurs protéines sont potentiellement capables de se fixer sur les histones ubiquitinylées.

HDACS6 posséde un doigt de zinc PAZ (polyubiquitin-associated zinc binding) capable de reconnaitre

in vitro une poly-ubiquinylation et non une mono- (Hook SS, 2002, PNAS).

3.5 SIM (SUMO-Interacting Motifs)

Bien que le motif SUMO soit de structure proche de l'ubiquitine, les domaines de liaison a cette
derniére sont incapables de reconnaitre SUMO. En revanche, une vingtaine de protéines contenant le
domaine SIM, divisées en 2 classes (I = RanBP2 et II=PIAS) en fonction de la structure
tridimensionnelle du motif de reconnaissance, sont capables de reconnaitre spécifiquement le motif
SUMO (Hecker CM, 2006, JBC). Aucun lien avec les histones modifiées n'a été décrit pour le

moment.
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3.6 Domaines de liaison a 'ADP-ribose

Une étude récente a permis de révéler la présence de plusieurs dizaines de protéines capables de se
lier & I'ADP-ribose dans le protéome de cellules humaines (dont celles possédant un domaine macro
comme le variant d’histone macroH2A (Kustatscher G, 2005, Nat Struct Mol Biol)). Leur spécificité de
substrat nayant pas été déterminée, nous ne pouvons pas conclure a une interaction directe avec les
histones, mais nous ne pouvons pas exclure I'existence de telles protéines compte tenu des
processus biologiques dans lesquels certaines sont impliquées : topoisomérases d’ADN, hélicases
d’ADN, protéines a doigts de zinc... (Gagné JP, 2008, NAR).

3.7 Les résidus non modifiés = nouveau point de con  tact avec la chromatine

3.7.1 Le PHD de AIRE (Autolmmune REgulator)

Ce domaine interagit directement avec H3K4 non méthylée (me0) et active les promoteurs contenant
des niveaux faibles de H3K4me3 (Org T, 2008, EMBO Rep). Le PHD de BHC80, un co-répresseur
transcriptionnel qui appartient au méme complexe que KDM1 (LSD1), se fixe spécifiquement sur les

queues des histones H3 non modifiées, la lysine 4 en particulier (Lan F, 2007, Nature).

3.7.2 Le domaine ADD (ATRX-DNMT-DNMT3L) riche en cy stéines

Il est tres proche du domaine PHD et posséde une trés forte affinité pour H3K4me0O, comme I'ont
démontrées les études réalisées avec Dnmt3L. Ce qui a permis de proposer un lien entre le I'absence

de méthylation de H3K4 et la méthylation de novo de 'ADN des mammiféres (Ooi SK, 2007, Nature).

3.7.3 WD40

La définition des sites d’ancrage du domaine WD40 est trés controversée car il semble capable de se
fixer aussi bien sur les histones H3 nues (H3R2) (Couture JF, 2006, Nat struct Mol Biol / Han Z, 2006,
Mol cell / Ruthenburg AJ, 2006, Nat Struct Mol Biol / Schuetz A, 2006, EMBO J) que modifiées
(H3K4me2) (Wysocka J, 2005, Cell) ainsi que sur les histones H4 (Song JJ, 2008, Genes Dev). Les
protéines a domaine WD40 révélent ainsi une diversité au niveau de leur recrutement sur le

nucléosome.

3.8 Domaines de liaison a ’ADN méthylé

Les protéines a domaine MBD (Methyl-CpG-Binding Domain) sont capables de reconnaitre et de se
fixer spécifiquement sur 'ADN méthylé. Elles constituent un site d’ancrage pour des enzymes ayant
une activité sur les histones comme les KAT par exemple, qui permet la désacétylation du promoteur
du géne ciblé et une répression transcriptionnelle. Les effecteurs subissent également des
modifications post-traductionnelles : MBD2 peut-étre méthylée par PRMT5, ce qui inhibe sa capacité a
se fixer sur '’ADN méthylé et a réprimer la transcription (Tan CP, 2006, Mol Cell Biol).
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La Figure 3 présente d'une maniere schématique la mise en place du code histone et ses
conséquences sur le destin cellulaire. Les modifications des histones modulent directement ou
indirectement, via les effecteurs, la structure de la chromatine, ce qui permet de contréler les fonctions
cellulaires associées a I'ADN, telles que la transcription, la réplication ou I'extinction des génes. La
combinaison des différents états chromatiniens de chacun des génes de la cellule va conduire le
destin cellulaire : prolifération, apoptose ou différenciation.

Les mécanismes épigénétiques semblent donc essentiels au développement harmonieux d'un
organisme et une dérégulation ou une expression anarchiqgue des enzymes impliquées dans ces
phénomeénes peuvent entrainer des pathologies, en particulier le cancer, ouvrant la voie a de

nouveaux traitements, les thérapies épigénétiques (Wang GG, 2007, TRENDS in Molecular Medicine).

Code histone Lecture du code Etats chromatiniens Evénements cellulaires

Proliferation

@

Apoptose
—

Sy

Différenciation

Extinction - Tumorigenése

> Haac @ Hzkame @ Hakame @ H3k27me @ Hax20me 0 mesC (D H3.3

Figure 4 - Controle épigénétique du destin cellulaire. Les modifications post-traductionnelles des
histones sont reconnues par des domaines protéiques particuliers, permettant le recrutement de
complexes ayant des activités spécifiques sur la chromatine, activant ou réprimant les génes ciblés.

4 Cancer et thérapie épigénétique/épidrogues

Beaucoup de génes codant pour les enzymes qui modifient les histones sont réarrangés, amplifiés ou

mutés dans de nombreux cancers (Schneider R, 2002, Trends Biochem Sci).

Le faible niveau d’ADN méthylé dans les tumeurs, en comparaison au niveau de méthylation de 'ADN
dans des tissus sains fut 'une des premieres altérations épigénétiques observée dans les cancers

humains (Feinberg AP, 1983, Nature). Au cours du développement d’'un néoplasme, le degré global
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d’hypo-méthylation de 'ADN génomique augmente autant que la lésion progresse d'un état bénin de
prolifération a un cancer invasif (Fraga MF, 2004, Cancer Res). La contribution de I'hnypo-méthylation
déstabilise les chromosomes, réactive les éléments transposables et efface les empreintes
génétiques. Inversement, certaines régions non méthylées en cellules saines, deviennent
hyper-méthylées dans les cancers, en particulier les flots CpG présents au niveau des promoteurs des
génes suppresseurs de tumeurs, afin de les inactiver : Rb (Greger V, 1989, Hum Genet), p16INK4a
(Merlo A, 1995, Nat Med) et BRCA1 (Esteller M, 2000, J Natl Cancer Inst). Ces hyper-méthylations
sont spécifiques du type de cancer (Costello JF, 2000, Nat Genet).

L’hyper-méthylation des ilots CpG dans les régions promotrices des génes suppresseurs de tumeurs
dans les cellules cancéreuses est associée a une combinaison de marques sur les histones :
désacétylation des histones H3 et H4, perte de la tri-méthylation de H3K4, et gain de la méthylation de
H3K9 et tri-méthylation de H3K27 (Jones PA, 2007, Cell). La présence d’histones H3 et H4 hyper-
méthylées et hypo-acétylées au niveau de certains CpG entraine I'extinction du géne, en dépit de
'absence d'une hyper-méthylation de I'ADN (Richon VM, 2000, PNAS). Ces modifications
post-traductionnelles des histones s’accumulent au fur et a mesure du développement de la tumeur.
Les modifications sont une conséquence, mais les enzymes qui modifient les histones en sont la
cause, et un grand nombre de ces enzymes posséde des expressions anarchiques dans les tissus
tumoraux (Ozdag H, 2006, BMC Genomics), comme KMT6 (Varambally S, 2002, Nature), KMT4
(Okada Y, 2005, Cell), KMT2B, NSD3 ou la déméthylase KDM4C (Cloos PA, 2006, Nature).

Le point crucial des maladies épigénétiques réside dans la réversibilité des modifications, en effet les
maladies induites par des mutations dans la séquence d’ADN ne sont pas réversibles alors que, nous
'avons vu précédemment, la grande majorité des modifications épigénétiques sont dynamiques. I
apparait aujourd’hui plus évident et plus simple d’arriver a modifier le comportement d'une enzyme
particuliere plutét que de modifier la séquence ADN par thérapie génique.

Il est désormais admis que de nombreuses maladies et pathologies du comportement résultent du
dysfonctionnement des génes. Bien que le cancer soit le plus étudié, d’autres pathologies comme les
maladies auto-immunes, I'asthme, le diabéte de type 2, les désordres métaboliques, et 'autisme sont
la conséquence d'une expression aberrante de certains génes. La fonction des génes peut étre
altérée par un changement dans la séquence ADN ou au niveau de son programme épigénétique en
absence d’'une mutation. Avec l'aide des épidrogues, il est maintenant possible de contrecarrer les
profils d’expression géniques aberrants associés a différentes maladies. Plusieurs de ces drogues
ciblant les enzymes responsables de la méthylation de I'ADN et de la désacétylation des histones ont
été approuvées par la FDA (Food and Drug Administration) américaine et sont actuellement en essais
cliniques avec un bon pronostique pour la régression tumorale. Comprendre les machineries
épigénétiques et les différents rbles de leurs composants dans des maladies spécifiques est essentiel
pour le développement de thérapies épigénétiques. A tel point qu'un projet international pour I'étude
de I'épigénome humain a vu le jour en aolt 2008 a linitiative de tous les « grands noms » du
domaine (AHEAD, Nature, 2008). Aussi, a I'échelle européenne, le consortium EPITRON, réunit
plusieurs laboratoires qui, en collaboration avec les industries pharmaceutiques, essaient de

développer des épidrogues.
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Introduction sur les CBX

Les protéines des familles HP1 et Polycomb sont codées par une classe de génes connus sous le
nom de geénes chromobox (CBX). Chez les mammiféres, il y a 3 protéines distinctes dans la famille
HP1: CBX5 (HP1la), CBX1 (HP1pB) et CBX3 (HP1y) et 5 protéines dans la famille Polycomb : CBX2,
CBX4, CBX6, CBX7 et CBX8 (Figure 4). Les protéines CBX sont généralement associées aux
mécanismes d’extinction de nombreux génes et dans la compaction de la chromatine. Les HP1 et les

Polycomb sont respectivement associées aux hétérochromatines constitutive et facultative.

CBX3 |

f CBx5 HF1 wyi:h-sh 2 d oy
C _

Bx1

TCBXQ ]
CEX4
——CBX6 | Polycomb = chromo IE

— CBX8

— CBXY

Figure 5 - Arbre phylogénétique des protéines CBX humaines et représentation de leur structure.
Alignement réalisé avec CLUSTALW sur le chromodomaine.

Les protéines a chromodomaine

Le chromodomaine a originellement été défini comme une région de 37 résidus homologues partagés
par 2 polypeptides chez la drosophile: HP1 et Polycomb (Paro R, 1991, PNAS). Ce motif est
identique a 77% entre les 2 protéines. Cependant, il a été graduellement agrandi a 50 acides aminés
et un grand nombre de protéines a chromodomaine possédant une région plus large de similarité ont
pu étre regroupées en différentes familles. Chez 'Homme, elles regroupent : les HP1 et les Polycomb,
mais également les methyltransférases de la famille SUV, les hélicases d’ADN de la famille CHD, et
d’'autres protéines comme : SMARCC1 appartenant au complexe de remodelage de la chromatine
SWI-SNF, RBBP1 (retinoblastoma-binding protein 1), la sumo protéase SENP3 (sentrin specific
protease 3), CDYL1 et 2 (chromodomain Y-like) et MPP8 (M-phase phosphoprotein 8) entre autres.

La substitution des chromodomaines entre HP1 et Polycomb (protéines chimériques) modifie leurs
profils de localisation nucléaire, suggérant que les chromodomaines jouent un rble dans la
reconnaissance et/ou la fixation des cibles spécifiques de ces 2 familles de protéines (Platero JS,
1995, EMBO J). Des séquences codant pour des protéines a chromodomaine ont été retrouvées dans
les génomes d'animaux et de plantes, suggérant que le chromodomaine a un réle structural trés
conservé. Dans des expériences d'espéces croisées, le chromodomaine de HP1B murin peut
fonctionnellement remplacer celui du HP1 de S pombe (Wang G, 2000, Mol Cell Biol), et I'expression

de HPla humain peut récupérer la létalité d'une souris possédant un mutant homozygote du gene

Su(var)2-5, qui code pour HP1a (Norwood LE, 2004, Gene).
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Chromodomaines et extinction des génes

La fonction d’extinction des génes de HP1 dépend de l'interaction entre son chromodomaine et la
lysine 9 di- ou tri-méthylée de I'histone H3 (Platero JS, 1995, EMBO J / Jacobs SA, 2002, Science). La
poche hydrophobe du chromodomaine fournit un environnement approprié pour la reconnaissance de
ce résidu modifié. La méthylation de H3K27, quant a elle, sert de site d'ancrage pour le
chromodomaine de Polycomb (Cao R, 2002, Science). La discrimination entre les 2 marques
répressives a été analysée. Bien que les chromodomaines soient structurellement proches, les
repliements au niveau du site de reconnaissance sont distincts, permettant de discriminer entre les
lysines 9 et 27 méthylées de I'histone H3. Polycomb interagit avec un nombre plus important de
résidus en aval de la lysine méthylée (LATKAARKxS), tandis que les HP1 reconnaissent plus

volontiers les acides aminés voisins directs (QTARKS) (Fischle W, 2003, Genes Dev).

LES PROTEINES DE LA SOUS-FAMILLE HP1

1 Généralités

1.1 Variégation par effet de position

Les propriétés répressives ont été attribuées a I'hétérochromatine sur la base que chez la drosophile,
les génes de régions euchromatiques (actifs) qui sont transloqués a proximité de I'hétérochromatine
péricentrique acquiérent une variégation de leur profil d’expression (Muller HJ, 1930, J Genet). Ce
phénomene a été appelé «effet de position » et des mutations qui l'affectent positivement ou
négativement ont été isolées. En particulier les mutations du géne Su(var)2-5 chez la drosophile, qui
code pour HP1, sont de forts suppresseurs de la variégation. HP1 elle-méme a été retrouvée enrichie
au niveau des domaines hétérochromatiques (Eissenberg JC, 1990, PNAS / James TC, 1986, Mol
Cell Biol).

1.2 Structure

20 72 _105

CBX1-HP1f 1 L = 185

21’4 kDa 81 111 173
Q CHROMO
29, 1 109
CBX3 — HP1ly 1@ " > 183 CHROMOSHADOW

20,8 kDa 87 115 177
10 1 108 CHARNIERE
CBX5 — HP1a 1—© - = 101
22’2 kDa 86 115 177

Figure 6 - Représentation schématique des protéines HP1 humaines

Les HP1 sont des protéines phylogénétiguement conservées, retrouvées dans divers organismes
eucaryotes a l'exception de la levure bourgeonnante (S. cerevisiae), dans laquelle la variégation
dépend des protéines du complexe d’extinction SIR (Silent Information Regulatory) (Moazed D, 2001,

Mol Cell). HP1 possede des homologues dans divers organismes, de S. pombe a I'Homme (Singh PB,
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1991, NAR). Neurospora crassa et S. pombe (Swi6) contienne un homologue unique de HP1,
Dictyostelium discoideum et C. elegans (HPL-1 et HPL-2) en contiennent deux. Drosophila
melanogaster possede trois principales isoformes des protéines HP1 (HP1a, HP1b et HP1c), qui sont
exprimées de maniére ubiquitaire chez la mouche adulte, et 2 isoformes minoritaires qui sont
tissus-spécifiques (HP1d/rhino dans les ovaires et HP1le dans les testicules). Cette classification est
fondée sur la similarité de séquence en acides aminés et la structure de leurs domaines (Vermaak D,
2005, PLoS Genet). Comme chez la drosophile, les souris et les humains possedent également 3
principales isoformes codées par des genes distincts: HP1a (CBX5), HP1B (CBX1) et HP1ly (CBX3)
(Li Y, 2002, PNAS / Jones DO, 2000, Bioessays). Les protéines HP1 sont relativement petites
(environ 180 acides aminés et 15 a 35kDa, Figure 5).

A défaut des protéines Polycomb, les HP1 possédent en plus d’'un chromodomaine amino-terminal, un
domaine chromoshadow carboxy-terminal (Aasland R, 1995, NAR / Koonin EV, 1995, NAR). Les deux
domaines sont séparés par une région charniére, moins conservée, riche en acides aminés chargés. II
est remarquable que le chromodomaine reste monomérique en solution tandis que le chromoshadow
dimérise facilement dans les mémes conditions (Brasher SV, 2000, EMBO J). La dimérisation des
domaines chromoshadow entraine la formation d'oligoméres homo- ou hétéro-typiques (Ye Q, 1997,
JBC / Brasher SV, 2000, EMBO J / Nielsen AL, 2001, Mol Cell / Wang G, 2000, Mol Cell Biol).
L’homo- et I'hétéro-dimérisation des HP1 nécessite la présence d’'un pentapeptide conservé (PxVxL)
présent dans le domaine chromoshadow, qui est également trouvé dans de nombreuses protéines
interagissant avec les HP1, certaines sont susceptibles de diriger les HP1 vers une région
chromosomique spécifique (Cowieson NP, 2000, Curr Biol / Smothers JF, 2001, Mol Cell Biol). Des
études de fonctionnalité inter-espéces dans lesquelles HP1 murin a été exprimé dans S. pombe ont
montré que les fonctions espéece-spécifiques de HP1 sont régulées par le domaine chromoshadow et
non le chromodomaine (Platero JS, 1995, EMBO J). La région charniére contient la séquence en
acides aminés la plus variable entre toutes les HP1, tant au niveau d’'espéeces différentes que de
méme espece. Cette région est trés flexible et la cible de maodifications post-traductionnelles, en
particulier la phosphorylation (Badugu R, 2005, Chromosoma / Koike N, 2000, FEBS Lett / Zhao T,
2001, JBC).

Bien que leurs séquences soient identiques a 65%, les HP1 codent pour des protéines possédant
différents profils de localisation (Vermaak D, 2005, PLoS Genet). Chez la drosophile, HP1b est
localisé dans Il'euchromatine et [I'hétérochromatine, tandis que HPlc apparait exclu de
I'hétérochromatine centromérique. Dans des cellules mammiféres, HP1a et HP13 sont principalement
localisées au niveau de I'hétérochromatine, alors que HP1y est observée au niveau des eu- et hétéro-
chromatines (Minc E, 2000, Cytogenet Cell Genet). Chaque isoforme HP1 est régulée par des
modifications post-traductionnelles, comme [l'acétylation, la phosphorylation, la méthylation,
l'ubiquitinylation et la sumoylation, d’'une maniére similaire aux histones (Lomberk G, 2006, Nat Cell
Biol). Ainsi, les localisations spécifiques des HP1 sont probablement contrélées par leurs partenaires
protéiques, mais également via leurs modifications post-traductionnelles. Enfin, les isoformes HP1 de
mammiféres montrent une dynamique différente au cours de la différenciation et du cycle cellulaire
(Furuta K, 1997, Chromosoma / Hayakawa T, 2003, J Cell Sci).
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1.3 Phosphorylations

- Chez la drosophile

La phosphorylation de HP1 est nécessaire pour son ciblage vers I'hétérochromatine, et peut-étre
méme aussi pour la formation de cette derniére (Eissenberg JC, 1994, JBC). Trois sites de
phosphorylation par la Caséine Kinase 2 ont été identifiés : S15, S199 et S202, qui sont nécessaires

pour la formation de I'hétérochromatine (Zhao T, 1999, JBC).

- Chez les mammiféres

HPla et HP1ly existent sous différentes formes phosphorylées, devenant hyper-phosphorylées a la
mitose. Au contraire, HP1p reste sous une forme unique au cours du cycle cellulaire. HP1la est
retrouvé principalement au niveau des centroméres, HP1B est distribué largement sur tout le
chromosome et HP1ly est localisé principalement au niveau de l'euchromatine (Minc E, 1999,
Chromosoma). Comme pour les drosophiles, leur localisation varie au cours du cycle cellulaire et
HP1[3, qui se dissocie de I'hétérochromatine quand I'histone H3 est phosphorylée en début de mitose,
se réassocie une fois que la phosphorylation est retirée en fin de mitose (Murzina N, 1999, Mol Cell).
Dans HP1pB et HP1y, mais pas dans HPla, T169 et S172 se situent dans un contexte similaire aux
sites de phosphorylation C-terminaux de HP1 drosophile par CK2.

D’autre part, la phosphorylation de la sérine 83 de HP1y définit une sous-population de cette isoforme
qui est exclusivement localisée au niveau de I'euchromatine (Lomberk G, 2006, Nat Cell Biol).

Lors de dommages a I'ADN, les cassures double-brin de ’ADN mobilisent HP13, une phosphorylation
de la thréonine 51 accompagne cette mobilisation. La thréonine 51 est localisée au niveau du
chromodomaine. La déphosphorylation de ce résidu (médiée par linhibition de CK2) assure le
relargage de HP1[ a partir des sites de mobilisation (Ayoub N, 2008, Nature). Ainsi les réparations ne
seraient pas guidées exclusivement par des modifications post-traductionnelles des histones mais

également par les modifications des protéines non-histones.

2 HP1 et I'hétérochromatine péricentrique

La chromatine péricentrique est majoritairement constituée de séquences d’ADN répétées qui sont
adjacentes aux centromeres. C'est une forme d’hétérochromatine au méme titre que les régions
télomériques, demeurant condensée et relativement inaccessible durant le cycle cellulaire. Dans ces
régions les génes sont majoritairement réprimés a travers la mitose et la méiose. Il est remarquable
de noter que, parmi différentes espéces, les séquences nucléotidiques des centroméres n'ont pas été
conservées. Ainsi, la fonction des centromeres n'est pas définie par la séquence en ADN mais plutdt
par une organisation chromatinienne particuliere. Cette derniére, une fois établie, doit étre maintenue
de maniére stable a travers toutes les divisions. L'importance de I'organisation de la chromatine plutdt
que la séquence en ADN fournit un paradigme sur un domaine chromatinien défini de maniéere
épigénétique.

La formation d’hétérochromatine implique I'assemblage de structures spécialisées. L’extinction des

génes hétérochromatiques est supposée résulter de la compaction des nucléosomes vers une
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chromatine compacte et dense qui ne permet pas l'accés a 'ADN par la machinerie de transcription
(Grewal SI, 2003, Science). Cependant, cette vision de longue date a été remise en cause par des
études du systeme d’ARN interference (ARNi). La transcription d’ARN non codants a partir de régions
répétées d’ADN hétérochromatique a été observée dans différents organismes : levure (Motamedi
MR, 2004, Cell / Verdel A, 2004, Science), nématode (Grishok A, 2005, Genes Dev / Sijen T, 2003,
Nature), drosophile (Pal-Bhadra M, 2004, Science), plante (Baulcombe D, 2004, Nature) et
mammifere (Maison C, 2002, Nat Genet). Ces ARN semblent participer a l'assemblage de la
chromatine et a I'extinction des genes car ils sont indispensables pour la mise en place de
I'hétérochromatine péricentriqgue. Cela suggere qu’une transcription active a partir des éléments
répétés pourrait étre une étape préliminaire a I'assemblage de I'hétérochromatine.

HP1 est une des protéines non-histone les plus abondantes au niveau de I'hétérochromatine
péricentrique, la ou elle est majoritairement localisée (Guenatri M, 2004, J Cell Biol). Cet
enrichissement nécessite la présence de la marque H3K9me3 catalysée par SUV39H (Bannister AJ,
2001, Nature / Lachner M, 2001, Nature / Peters AH, 2001, Cell).

2.1 Paradigme d’assemblage/de propagation de I'hété  rochromatine

La plus connue des fonctions de HP1 est donc la formation d’hétérochromatine : un modéle implique
une boucle de recrutement basée sur la méthylation de H3K9. HP1 est recruté au niveau des H3K9
tri-méthylées par SUV39HL1 (Lachner M, 2001, Nature / Stewart MD, 2005, Mol Cell Biol). A son tour,
HP1 recrute d'autres protéines SUV39H1 qui propagent la méthylation de H3K9 aux nucléosomes
adjacents, permettant le recrutement de nouvelles molécules HP1, et ainsi de suite. Ce modéele a été
baptisé « hétérochromatinisation », il a été étendu a la méthylation de I'’ADN car les 2 protéines : HP1
et SUV39HL1 interagissent avec les méthyltansférases d’ADN (Fuks F, 2003, NAR). Il est a noter que,
dans certains cas, la méthylation de H3K9 précede la méthylation de I'ADN (Tamaru H, 2001, Nature /
Lehnertz B, 2003, Curr Biol), supportant I'idée que ces molécules participent a une boucle de
recrutement pour I'extinction des génes. Il faut ajouter que les méthyltransférases SUV4-20H1 et
SUV4-20H2 interagissent également avec les 3 isoformes HP1 dans des cellules embryonnaires
murines, elles catalysent la tri-méthylation de la lysine 20 de I'histone H4 (Schotta G, 2004, Genes
Dev), une marque caractéristique de I'hétérochromatine constitutive selon le code histone.

Bien que les relations existantes entre H3K9me3, HP1 et SUV39H soient évidentes, il a été décrit que
HP1 et SUV39H pouvaient fonctionner indépendamment I'une de l'autre chez la drosophile et dans
des cellules humaines (James TC, 1989, Eur J Cell Biol / Greil F, 2003, Genes Dev / Fanti L, 2003,
Genetica), soulignant la non universalité du modéle admis.

Le maintien des modifications de la chromatine, en particulier I'hypoacétylation et la méthylation, est
nécessaire pour la fonction des centroméres puisque la perte de H3K9me3 dans des souris
déficientes en Suv39h ou I'hyperacétylation suite a un traitement avec un HDACI perturbe la
localisation des HP1 au niveau de I'hétérochromatine péricentrique, d'ol une mauvaise ségrégation
des chromosomes (Maison C, 2002, Nat Genet / Taddei A, 2005, EMBO Rep)
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Figure 7 — Modeéle actuel pour décrire I'établissement de I'hétérochromatine péricentrique

2.2 Lavoie ARNi impliquée dans I'hétérochromatine

- Levure

S. cerevisiae ne posséde pas de HP1, qui est essentiel pour l'extinction des génes chez les
métazoaires. La levure de fission, S. pombe, ne posséde pas d’hétérochromatine cytologiquement
définie mais ses régions péricentriques, télomériques et silencieuses partagent les mémes propriétés
génétiques et biochimiques, notamment un enrichissement en H3K9me, avec I'hétérochromatine des
eucaryotes. Chez S. pombe, une connexion entre la voie ARNi et la formation d’hétérochromatine a
été bien étudiée. La délétion de Ago, Dicerl, Tas3 ou Rdpl, qui sont des composants de la voie
ARNi, entraine la perte de: la méthylation de H3K9, la fixation de Swi6 (orthologue de HP1) et
I'extinction des génes au niveau de I'hétérochromatine péricentrique (Volpe TA, 2002, Science). Les
éléments répétés a l'intérieur de I'hétérochromatine centromérique sont transcrits par la Polymérase |l
en ARN double-brins qui sont clivés par la ribonucléase Dicer pour former des siARN (short interfering
ARN) (Elgin SC, 2003, Curr Biol). Ces répétitions sont suffisantes pour générer de I'hétérochromatine
au niveau de sites ectopiques, de maniére ARNi-dépendante (Hall IM, 2002, Science / Partridge JF,
2002, Curr Biol). Les siARN, en association avec Agol, forment le complexe RITS (RNA-induced
initiation  of transcriptional gene silencing) qui recrute d'autres protéines pour initier
I'hétérochromatinisation (Cam HP, 2005, Nat Genet).

- Drosophile
De méme, chez D melanogaster, des mutations dans les génes qui codent pour les composants de la

voie ARNi provoquent une mauvaise localisation des HP1 et la suppression de I'extinction des génes
a proximité des centroméres (Pal-Bhadra M, 2004, Science). Alors qu’il est évident qu’une relation
existe entre la formation d’hétérochromatine et I'extinction des génes par les voies ARNi, un réle direct
des ARNi dans le ciblage de la formation d’hétérochromatine n'a pas encore été démontré. ||
semblerait que 2 voies distinctes agissent : une premiére dans les lignées germinales et une autre au
niveau de I'embryon précoce. La seconde nécessite la présence préliminaire d’hétérochromatine dans
les noyaux des cellules somatiques pour assurer le maintien de la répression des genes (Huisinga KL,
2008, BBA).

- Mammiféres
Il est important de déterminer s’il existe un lien similaire entre le systtme ARNi et la formation

d’hétérochromatine et la maintenance chez les eucaryotes supérieurs. Dans les cellules de
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mammiféeres, la présence d’ARN est requise pour I'assemblage de la chromatine condensée par HP1,
son domaine de liaison a 'ARN se situe au niveau de la charniére entre le chromodomaine et le
chromoshadow (Maison C, 2002, Nat Genet / Muchardt C, 2002, EMBO Rep). La délétion du Dicer
dans des cellules souches embryonnaires murines cause une mauvaise localisation des HP1 ainsi
que 'accumulation de transcrits a partir des éléments répétés centromériques sans un effet prononcé
sur les modifications d’histones ou la méthylation de 'ADN (Fukagawa T, 2004, Nat Cell Biol /
Kanellopoulou C, 2005, Genes Dev / Murchison EP, 2005, PNAS). Ces données suggerent que Dicer
participe au maintien de la structure de I'hétérochromatine et a I'extinction des génes au niveau des
centroméres. Cependant, il n'a pas été déterminé si un processus comparable de formation
d’hétérochromatine ARNi-dépendante existait chez les mammiféres. Il a été proposé que des
structures dédiées assurent la réplication de ces domaines, appelées pHDB: pericentric
Heterochromatin Duplication Bodies (Quivy JP, 2004, EMBO J).

3 Partenaires protéiques et fonctions biologiques

Bien que les protéines HP1 soient localisées au niveau de la chromatine, elles ne se fixent pas
directement sur I’'ADN mais au niveau des histones. Elles sont également capables d'interagir avec de

nombreux autres partenaires protéiques.

3.1 Réplication et/ou la réparation de I'ADN

Chez la drosophile, le chromodomaine de HP1 interagit directement avec le complexe ORC (Origin
Recognition Complex) indispensable a linitiation de la réplication chez les eucaryotes (Pak DT, 1997,
Cell / Shareef MM, 2001, Mol Biol Cell). Une mutation qui mimerait un état phosphorylé de la région
charniere entraine la perte d'interaction avec ORC1 et HOAP (Origin Recognition complex-Associated
Protein), alors qu’elle augmente la localisation au niveau de I'hétérochromatine (Badugu R, 2005,
Chromosoma). Les 2 facteurs sont capables de se fixer directement sur 'ADN, pour le moment leur
fonction n'est pas clairement définie, a savoir si elles recrutent HP1 ou si elles interagissent avec un
HP1 déja fixé sur la chromatine. Aussi, l'interaction entre HP1 et SUUR (Suppressor of Under-
Replication) est cruciale pour le recrutement de cette derniére, qui est responsable de la réplication
tardive de I'hétérochromatine péricentrique (Pindyurin AV, 2008, J Cell Sci).

HPla murin et le complexe PreRC (ORC1, ORC2, CDCG6) co-localisent au niveau de
I'hétérochromatine et interagissent en double-hybride (Auth T, 2006, Exp Cell Res).

Enfin, HP1 s’associe également avec des protéines impliquées dans la réplication et la réparation de
'’ADN, comme CAF1 (Chromatin Assembly Factor 1). Ce dernier dépose les histones H3 et H4 au
niveau des brins d’ADN néo-synthétisés des régions eu- et hétéro-chromatiques pendant la réplication
et la réparation de I'ADN (Gaillard PH, 1996, Cell / Kaufman PD, 1995, Cell). HP1 est indispensable

pour I'association de CAF1 avec la chromatine (Murzina N, 1999, Mol Cell).
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3.2 Reépresseurs transcriptionnels

Les HP1 mammiferes interagissent avec TIFla et TIF1p (transcriptional intermediary factors) (Le
Douarin B, 1996, EMBO J). L'interaction de TIF13 avec des protéines a domaine KRAB (KRUppel-
Associated Box), un domaine particulier commun a de nombreux répresseurs transcriptionnels
(Friedman JR, 1996, Genes Dev / Moosmann P, 1996, NAR), suggere qu’un complexe constitué de
HP1-TIF1-KRAB pourrait-étre recruté au niveau des loci définis par les domaines de liaison a I'ADN
des facteurs de transcription de la famille Krippel (Ryan RF, 1999, Mol Cell Biol). TIF1a et TIF1p
répriment la transcription a travers une activité histone désacétylase (Nielsen AL, 1999, EMBO J).
TIF1B interagit avec des chromodomaines dimérisés d’'HP1[B via son motif PxVxL. L'activité de
répresseur transcriptionnel de TIF1[ dépend de cette interaction (Nielsen AL, 1999, EMBO J), qui est
essentielle pour la délocalisation de TIF1B a partir de I'euchromatine vers I'hétérochromatine qui
accompagne la différenciation de cellules endodermiques (Cammas F, 2002, J Cell Sci). Le
recrutement des protéines HP1 par le complexe KRAB-TIF1( a des loci spécifiques a l'intérieur du
génome, a travers la formation de structures proches de I'hétérochromatine, pourrait éteindre la
transcription des génes ciblés. Enfin, le co-répresseur transcriptionnel KAP1 (KRAB Associated
Protein 1) est associé directement aux HP1 via son domaine chromoshadow (Lechner MS, 2000, Mol
Cell Biol). KAP1 coordonne la désacétylation des histones via le recrutement du complexe NuRD-
HDAC (Schultz DC, 2001, Genes Dev) et la méthylation de H3K9 via la méthyl-transférase SETDB1
(Schultz DC, 2002, Genes Dev), permettant le recrutement d’autres HP1. L'intéraction de HP1 avec
l'isoforme TIF1d a été rapportée dans un contexte biologique particulier. En effet, ces deux protéines
sont retrouvées au niveau de loci dispersés a l'intérieur du chromocentre centromérique et au sein du
nucléoplasme environnant dans les cellules testiculaires qui ont complété la méiose. Cette intéraction
(via le domaine PcVxL de HP1) et sa localisation suggérent que ces protéines joueraient un réle

pendant les phases post-méiotiques de la spermatogenése (Khetchoumian K, 2004, J Biol Chem).

3.3 Enveloppe nucléaire

Les protéines HP1 ont été localisées au niveau de la périphérie nucléaire, cela pourrait étre expliqué
par leur interaction avec le récepteur nucléaire de la lamine B et/ou avec la localisation de
I'hétérochromatine centromérique (Ye Q, 1996, JBC / Ye Q, 1997, JBC / Kourmouli N, 2000, EMBO J /
Polioudaki H, 2001, EMBO Rep). La méthylation de H3K9 est détectée a la périphérie nucléaire des
cellules murines et humaines démontrant que cette modification est enrichie au niveau de

I'hétérochromatine périphérique (Cowell IG, 2002, Chromosoma).

3.4 Contrdle du cycle cellulaire

Dans des cellules mammiféres, Rb (Retinoblastoma) est responsable de la répression des génes
nécessaires pour le passage G1-S au cours du cycle cellulaire, un événement qui a lieu suite a la
fixation et la séquestration du facteur de transcription E2F. Rb interagit avec SUV39H et HP1,
permettant leur recrutement au niveau des promoteurs ciblés par E2F pour établir la répression
(Vandel L, 2001, Mol Cell Biol / Young AP, 2004, Oncogene). En effet, HP1 et la méthylation de H3K9
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ont été localisés au niveau du site d'initiation de la transcription du géene de la cycline E (Nielsen SJ,
2001, Nature), et la phosphorylation de Rb, dépendante du cycle cellulaire, abolit son interaction avec
Suv39H1 (Vandel L, 2001, Mol Cell Biol).

La liste des partenaires protéiques des HP1 grandit chaque jour et un grand nombre d’entre eux sont
associés a la chromatine : enzymes modifiant les histones (SUV39H, SUV420H), régulateurs
transcriptionnels (TIF1), facteurs de réplication (ORC, CAF1) ou impliqués dans le cycle cellulaire
(Rb), protéines nucléaires structurales (histones, INCENP) (Hiragami K, 2005, Cell Mol Life Sci/ Li Y,
2002, PNAS).

4 Reépression des genes euchromatiques

Bien que les HP1 soient concentrées dans I'hétérochromatine péricentrique dans la plupart des
organismes, elles sont également retrouvées dans lI'euchromatine. En effet chez la drosophile, la
distribution des HP1 sur les chromosomes polyténes n’est pas limitée aux régions d’hétérochromatine
péricentrique, elles sont également présentes sur environ 200 sites a [lintérieur des bras
euchromatiques et au niveau des télomeéres (Fanti L, 2003, Genetica). Leur fixation peut étre corrélée
aussi bien a une répression (Grewal Sl, 2003, Science / James TC, 1989, Eur J Cell Biol) qu’a une

activation (Piacentini L, 2003, J Cell Biol) des génes.

Au sein dune souris transgénique dans laquelle un transgéne rapporteur a été intégré a
'euchromatine, les protéines HP1la et HP1y sont recrutées au niveau du promoteur viral fusionné au
transgene lors de sa répression induite par une hormone (Ayyanathan K, 2003, Genes Dev). La
répression correle avec la relocalisation du locus contenant le transgene au niveau de régions ou la
chromatine est condensée. De plus, la répression est maintenue pendant plusieurs générations.

Dans des cellules quiescentes (Gy), HP1y et plusieurs histones méthyltransférases co-précipitent avec
le complexe répresseur E2F6, soulignant le role joué par HP1 dans la répression des genes ciblés par
E2F et Myc (Ogawa H, 2002, Science). De plus, SUV39H humain a également été décrit comme étant
nécessaire a la répression des genes ciblés par E2F dans des myoblastes différenciés (Ait-si-ali S,
2004, EMBO J).

HP1ly n'est pas significativement corrélé avec la méthylation de H3K9me dans les cellules de
drosophile et humaines (Greil F, 2003, Genes Dev / Minc E, 1999, Chromosoma). D’une maniéere
similaire les deux isoformes de HP1 chez le ver Caenorhabditis elegans, Hpl-1 et Hpl-2, ont des
phénotypes distincts lorsqu’ils sont mutés et possédent des profils de localisation qui sont
partiellement spécifiques, avec une grande dispersion au niveau des sites de fixation sur
'euchromatine (Schott S, 2006, Dev Biol). Ces résultats suggérent que des mécanismes d’extinction
des génes euchromatiques peuvent étre indépendants de la méthylation de H3K9, et spécifiques

d’une isoforme particuliére.

Pour résumer, HP1 peut initier la formation d’'une structure chromatinienne répressive une fois qu'il est

recruté au niveau de promoteurs spécifiques a lintérieur de [l'euchromatine. La structure
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chromatinienne résultante ressemble a I'hétérochromatine, au moins en termes de transcription, de

localisation nucléaire et de transmission aux générations suivantes.

5 Activation transcriptionnelle

En plus de la répression des genes, HP1 est impliqué dans la régulation positive de I'expression des

génes dans des zones aussi bien euchromatiques qu’hétérochromatiques.

5.1 HP1 régule I'expression des génes euchromatique s

Le nombre grandissant de publications établissant un lien entre HP1 et I'activation des génes au
niveau de l'euchromatine démontre le potentiel paradoxal de ces protéines. Les chromosomes
polytéenes de Drosophile sont enrichis en HP1 au niveau de certains genes différentiellement régulés
au cours du développement et des « puffs » induits par choc thermique (Piacentini L, 2003, J Cell
Biol). A l'aide d'immuno-précipitations de la chromatine, il a été démontré que HP1 se fixe sur les puffs
seulement aprés l'induction, et quelles se fixent spécifiquement sur la région codante et non au
niveau des promoteurs. Les localisations de HP1 au niveau de I'euchromatine sont ARN-dépendantes
car une perte de la fixation des HP1 est observée aprés un traitement a la ribonucléase. Le réle de
ces ARN n’'a pas été clairement identifié, a savoir s'ils interagissaient directement avec HP1 ou s'ils
favorisaient la fixation de HP1 sur les queues d’histones ou d’autres protéines.

Dans des cellules érythroides murines, il a été rapporté la présence de HP1ly et H3K9me3 au niveau
de I'euchromatine (Vakoc CR, 2005, Mol Cell). La méthylation de H3K9 est proportionnelle a I'activité
transcriptionnelle et sa présence est dépendante de I'élongation par 'ARN polymérase. Dans des
cellules drosophiles et humaines, il a été rapporté que HP1 s’associait avec I'hétérochromatine d'une
manieére ARN-dépendante (Maison C, 2002, Nat Genet / Muchardt C, 2002, EMBO Rep).
L'association avec un ARN semble jouer un réle important dans la multi-fonctionnalité des HP1 dans
différents organismes.

Chez la drosophile, la mutation de Su(var)2-5 entraine une diminution de la transcription de plusieurs
génes qui sont habituellement ciblés par HP1, ce qui suggére que ces protéines jouent un réle dans
I'activation transcriptionnelle. Il est a souligner que cette activation est indépendante de I'activité de la
méthyltransférase SUV39H puisque son invalidation ne modifie pas I'expression de ces mémes genes
(Cryderman DE, 2005, Dev Dyn). Cependant d'autres enzymes responsables de la méthylation de
H3K9 ont été identifiées comme pouvant agir au niveau de I'euchromatine : les homologues de G9a
chez la drosophile (Stabell M, 2006, NAR) et de SETDB1 chez le nématode (Andersen EC, 2007,
Development) et chez la drosophile (Seum C, 2007, PLoS Genet), bien qu’'elles aient principalement
été associées a une répression transcriptionnelle.

HP1c de drosophile interagit avec les protéines a doigt de zinc WOC (without children) et ROW
(Relative-of-WOC) qui sont des facteurs de transcription putatifs qui co-localisent avec la forme active
de la polymérase Il et H3K4me3. lIs régulent positivement un ensemble de genes localisés dans des

cellules du systeme nerveux en particulier (Font-Burgada J, 2008, Genes Dev).
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Ces résultats ont démontré que HP1 est impliquée dans la régulation positive de certains génes
euchromatiques au niveau d’'un certain nombre de loci. Ce type de résultats a été répété dans des
cellules en culture par la déplétion de HP1 (De Lucia F, 2005, NAR). Plus récemment, des
expériences de localisation a haute résolution ont confirmé que HP1l est associée avec de la
chromatine transcriptionnellement active chez la drosophile (de Wit E, 2007, PLoS Genet / Johansson
AM, 2007, PLoS Genet).

5.2 HP1 est essentiel pour 'expression des genes h  étérochromatiques

Bien qu'il soit accepté que les génes transloqués a proximité de I'hétérochromatine sont réprimés par
les diffusions de HP1 et de la méthylation des histones, chez la drosophile il existe également des
génes intégrés dans les séquences répétées des régions centromériques qui sont toujours actifs. Des
analyses a I'échelle du génome ont confirmé que certains génes présents dans la chromatine
péricentrique associée a HP1 et Su(var)3-9 sont transcriptionnellement actifs (Eissenberg JC, 1990,
PNAS). Il a été proposé que la structure chromatinienne compacte de I'hétérochromatine était
nécessaire pour le maintien des niveaux d’expression de ces genes (Eissenberg JC, 1990, PNAS /
Clegg NJ, 1998, Genome / Hearn MG, 1991, Genetics / Lu BY, 2000, Genetics). En effet, lorsque ces
génes sont transloqués dans des régions euchromatiques, ils acquiérent un phénotype d'effet de

position en devenant réprimés (Wakimoto BT, 1990, Genetics).

6 Fonctions télomériques des HP1

Une analyse cytogénétique a démontré que HP1 est un des composants de tous les téloméres chez
la drosophile et prévient leur fusion, en encapsulant les extrémités chromosomiques. La perte de HP1
dans les mutants Su(var)2-5 entraine de multiples fusions entre téloméres, provoquant une
configuration anormale des chromosomes des neuroblastes, dans les disques imaginaux, et les
cellules méiotiques males (Fanti L, 1998, Mol Cell). Aussi, ces fusions de téloméres médiées par
l'attachement des extrémités des ADN créent des ponts entre les chromosomes pendant I'anaphase,
engendrant des larges cassures chromosomiques. Ces observations impliquent que HP1 est une
protéine de coiffage des téloméres qui facilite leur stabilité (Perrini B, 2004, Mol Cell). Le
chromodomaine de HP1 n’est pas nécessaire a la localisation de la protéine et la stabilité des
télomeres, suggérant que la localisation télomérique ne repose pas sur la méthylation de H3K9. C’est
la région charniére qui semblerait interagir directement avec 'ADN télomérique.

Aussi, HP1 est aussi impliquée dans le controle de la transcription des transposons télomériques et de
I'élongation des télomeres. Dans les mutants hétérozygotes HP1, les téloméres montrent une
remarquable élongation au cours du temps, et la transcription de TART et HeT-A, qui sont des
éléments assimilés a des rétrotransposons non-LTR, est augmentée (Savitsky M, 2002, Mol Cell Biol).
Dans les larves qui n'ont plus de HP1 ou possédant un chromodomaine muté, la transcription des
transposons télomériques est augmentée (Perrini B, 2004, Mol Cell). D’'une maniére intéressante, un
chromodomaine intact est indispensable pour la méthylation de H3K9 au niveau des téloméres. Ainsi,
la présence du chromodomaine de HP1 et de la méthylation de H3K9, alors gqu'ils sont dispensables

pour la stabilité des télomeres, sont requis pour la suppression de la transcription des transposons
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télomériques et I'élongation des télomeéres. Le role de HP1 au sein des téloméres est assuré par 2
types de fixation : le coiffage télomérique repose sur l'interaction directe avec 'ADN tandis que le
contréle de la transcription dépend de l'interaction entre le chromodomaine et H3K9me.

Il semblerait que les HP1 soient impliquées dans le métabolisme des télomeres chez les mammiféres.
Différents homologues HP1 sont localisés au niveau des téloméres des chromosomes métaphasiques
de mammiféeres (Aagaard L, 2000, J Cell Sci / Koering CE, 2002, EMBO Rep / Minc E, 1999,
Chromosoma). Par exemple, HPla s’associe avec Ku70, qui régule les téloméres de mammiféres
(Song K, 2001, JBC). De plus, la sur-expression de HP1a et HP1[( perturbe I'association de hTERT
('unité catalytique de la télomérase) sur les télomeéres, induisant la fusion des télomeres dans des
cellules humaines. Chez la souris, la réduction des 3 protéines HP1 cause une élongation anormale

des télomeres (Garcia-Cao M, 2004, Nat Genet) comme chez la drosophile avec HP1a.

7 Dynamique des HP1 — Réversibilité

Initiallement, I'hétérochromatine « a été considérée initialement » comme une structure relativement
compacte, rigide et inerte. Cependant, plusieurs protéines comme les HP1 démontrent une
dynamique dans leur fixation sur la chromatine (Cheutin T, 2003, Science / Festenstein R, 2003,
Science / Dialynas GK, 2007, J Cell Sci), suggérant que I'hétérochromatine pourrait étre une structure
dynamique et malléable, dans laquelle I'accés a 'ADN ne serait pas forcément aboli.

La réversibilité de la fixation de HP1 au niveau de H3K9me3 a été mise en évidence par la
phosphorylation de H3S10 par Aurora B lors de I'entrée en mitose (Fischle W, 2005, Nature / Hirota T,
2005, Nature / Mateescu B, 2004, EMBO Rep) qui libére HP1 de la chromatine. Une autre étude a
montré qu'une diminution de Il'expression de la kinase JIL1, également responsable de la
phosphorylation de H3S10, entraine une propagation de la méthylation de H3K9 et de HP1 au niveau
de sites ectopiques (Zhang W, 2006, Development).

Enfin, les déméthylases des familles KDM3 (Yamane K, 2006, Cell) et KDM4 (Klose RJ, 2006,
Nature), responsables de la suppression de la marque H3K9me3 sont des enzymes jouant un réle

dans la régulation de la fixation des HP1 sur la chromatine.

8 Conclusions

Les protéines HP1 sont probablement les protéines non histones les plus étudiées depuis leur
découverte en 1986 (James TC, 1986, Mol Cell Biol). Aujourd’hui, une quantité significative
d’informations est disponible a propos de leur structure ou de leurs propriétés biochimiques. Les HP1
sont préférentiellement associées a I'hétérochromatine péricentrique, mais sont également retrouvées
au niveau des téloméres et dans de nombreux sites euchromatiques. En fonction du contexte
chromosomique (ADN répétés # euchromatine, promoteur # région codante) et de leurs partenaires,
les HP1 peuvent initier: une répression, associée ou non a H3K9me3, ou une activation
transcriptionnelle. Les interactions avec un grand nombre de partenaires différents et de 'ARN ainsi
que leurs modifications post-traductionnelles contribuent a la diversité de leurs fonctions.

Cependant plusieurs questions restent sans réponse, en particulier concernant les complexes recrutés

par les HP1 et leur role dans la cellule. La diversité des partenaires protéiques et la spécificité des
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isoformes des protéines HP1 suggére que ces protéines sont impliguées dans de nombreux
processus cellulaires. Avec le haut degré de similarité entre les 3 isoformes, les facteurs qui
influencent ces différences restent pour le moment méconnus. Il est devenu essentiel d’identifier les
protéines qui intéragissent avec ces différentes isoformes afin de mieux comprendre comment une
régulation positive ou négative de la transcription peut avoir lieu au niveau des régions dans

lesquelles les HP1 sont recrutées.
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LES PROTEINES CBX POLYCOMB

1 Introduction

1.1 Découverte des Polycomb, une histoire de Nobeli  sés

Lorsque William Bateson s’intéresse de prés a des animaux et des plantes « atypiques », il constate
gue certaines parties sont capables de prendre la place d'autres. Il définira en 1894 ce phénomeéne
par le terme « homeosis ». Quelques années plus tard, le généticien Thomas H. Morgan adopte la
drosophile comme modéle pour ses études phénotypiques. Il recoit le prix Nobel en 1933 pour avoir
démontré que les chromosomes étaient le support physique de l'information génétique. La drosophile
devient alors une espéce modele et a partir de 1910, il sélectionne et analyse un grand nombre de
mutants homéotiques. En 1927, Calvin B. Bridges isole une mutation « bithoraxoide » (btx)
responsable de la transformation du premier segment en troisieme segment, permettant aux
drosophiles d’avoir 3 paires de pattes. Il utilise pour la premiére fois I'expression « mutation
homéotique ». De nombreuses autres mutations de ce genre ont été découvertes par la suite, dont la
célébre « antennapedia » pour laquelle les drosophiles ont des pattes en lieu et place des antennes.

Méme si un grand nombre de ces phénotypes résultent de la mutation des génes homéotiques (Hox)
qui codent pour des facteurs de transcription responsables du bon développement des métazoaires,
un certain nombre sont le résultat de la mutation de génes spécifiques regroupés sous le terme
« Polycomb » (PcG). Il est proposé que ces génes interagissent de maniére synergique pendant le
développement afin d’assurer la fonction spécifique des protéines Polycomb. Des mutations dans les
génes PcG entrainent [I'expression ectopique des génes homéotiques, provoquant des
transformations des segments et des structures du corps. Edward B. Lewis, un des éléves de Thomas
H. Morgan, propose le modéle suivant : chaque segment du corps de la drosophile est spécifié par
une combinaison unique de génes homéotiques qui sont exprimés spécifiquement dans ce segment
particulier. Aussi, il soumet I'hypothése que les génes du groupe PcG participent a un systeme
répresseur de ces genes (Lewis EB, 1978, Nature). Il recevra le prix Nobel en 1995 pour ses travaux
sur la génétique du développement et la description des mécanismes impliqués dans le contrdle du

développement des animaux.

1.2 Meémoire de l'identité cellulaire

Le maintien de la répression est un mécanisme clé pour conserver les profils d’expression des genes,
établis au cours du développement par des facteurs spécifiques, qui sont responsables de I'identité de
chacune des cellules d'un organisme pluricellulaire. Une fois que la cellule a atteint son état
différencié, elle doit maintenir les profils d’expression pendant toute sa vie, méme aprés une division
cellulaire. Une sorte de « mémoire » est requise pour permettre aux cellules filles de conserver les
caractéristiques de la cellule mére, représentée par I'ensemble des génes activés et réprimés qui va
étre spécifique a chaque type cellulaire. Ce phénoméne ne peut pas étre guidé essentiellement par
'ADN, il est principalement épigénétique et établi par des structures qui peuvent étre transmises a

travers la division cellulaire pour permettre le ré-établissement des profils d'expression. La répression
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par les PcG est un de ces phénoménes épigénétiques, car dans différentes lignées cellulaires,
possédant le méme génome, les mémes complexes ciblent des génes distincts.

Des analyses génétiques ont mis en évidence la présence d’'un systéme antagoniste qui implique les
protéines du groupe Trithorax (trxG) qui marquent les génes ciblés par les PcG pour leur activation
transcriptionnelle (Poux S, 2002, Development). En I'absence de trxG, un geéne homéotique peut
devenir réprimé par l'action des PcG, méme dans des cellules dans lesquelles il a été activé
précédemment. C'est pour cela que les protéines PcG ont été associées a I'hétérochromatine
facultative. Le role principal des complexes trxG réside dans l'inhibition de la répression par les PcG,
plutdt que dans linitiation ou I'activation de la transcription (Klymenko T, 2004, EMBO Rep). Des
orthologues des PcG et des trxG ont été identifiés chez le nématode C. elegans (Ross JM, 2003, Dev
Cell), chez les plantes et chez les vertébrés (Alvarez-Venegas R, 2003, Curr Biol / Schumacher A,
1997, Trends Genet). Ainsi le systéme de mémoire de l'identité cellulaire semble avoir été conservé

au cours de I'évolution.

Les madifications post-traductionnelles des histones, la méthylation de 'ADN et la présence d’ARN
non codants jouent un réle non négligeable dans la distinction des génes a réprimer (par les PcG) ou
a activer (par les trxG). Ces marques épigénétiques influencent la structure de la chromatine et sont

nécessaires pour le maintien de la répression ou de I'expression des génes.

2 Les PcG s’organisent en complexes pour réprimer | es genes

Les protéines PcG sont structurellement et fonctionnellement diverses et forment de larges complexes
multimériques. Chez D. melanogaster, I'extinction par les PcG implique 3 types de complexes qui
semblent travailler de concert. lls ont été baptisés PRC1, PRC2 et PhoRC. Ces complexes possedent
des activités catalytiques pour modifier post-traductionnellement les queues des histones et sont
impliqués dans la répression transcriptionnelle de genes cibles en altérant la structure chromatinienne

locale. Des orthologues de toutes les protéines PcG sont présentes chez les mammiféres.

2.1 Le complexe PRC1

2.1.1 Structure

- Drosophile

La purification biochimique du PRC1 a partir de la drosophile a permis d'identifier ses 4 principaux
composants (Shao Z, 1999, Cell) : Polycomb (Pc), Posterior sex combs (Psc), polyhomeotic (Ph) et
Ring, mais également une quantité plus faible de Sex comb on midleg (Scm). Des protéines
additionnelles ont également été co-purifiées : Zeste, des facteurs associés a TBP (TATA-box binding
protein) comme TAFII1250, TAFII110, TAFII85 et TAFII62, ainsi que des éléments d’autres complexes
protéiques, tels que MI2, SIN3A et SMRTER (Saurin AJ, 2001, Nature). L’'association avec les
protéines sus-citées pourrait-étre artéfactuelle, mais la présence de facteurs du promoteur TAF est
intriguante, supposant une interaction directe entre les complexes PcG et des complexes associés a

des promoteurs de génes. Aucune expérience n'a permis de valider cette interaction in vivo.
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Certains génes PcG ont des homologues qui pourraient fonctionner en tant qu'alternative dans
différents tissus, différents stages développementaux ou méme au niveau de différents génes cibles
au sein de la méme cellule. Par exemple, il existe 2 génes ph, qui codent pour les protéines
Polyhomeotic proximal (Php) et Polyhomeotic distal (Phd) dont les fonctions précises n'ont pas été
définies (Dura J, 1987, Cell).

- Mammifére

Le complexe PRC1 de mammifere a été isolé a partir de cellules HelLa en purifiant une protéine de
fusion exprimée de maniére exogéne (Levine SS, 2002, Mol Cell Biol). Les 4 principaux composants
décrits pour la drosophile ont été retrouvés, en revanche aucune protéine TAF n'a pu étre détectée.
Chez les souris et les humains, toutes les protéines qui composent le PRC1 possédent plusieurs
homologues, qui pourraient fonctionner comme alternative a l'isoforme « principale » a différents
stages du développement ou dans différents tissus. Les complexes purifiés contiennent les CBX2, 4,
6, 7 et 8, PHC1, PHC2 et PHC3, RING1 et RNF2, BMI1 et son homologue Mel-18. lIs sont
respectivement les homologues de Pc, Ph, Ring et Psc de la drosophile. La présence de plusieurs
homologues et la dépendance de la staechiométrie par rapport a la protéine cible ou I'étiquette utilisée
pour la purification renforce I'idée que les PRC1 purifiés sont composés de plusieurs complexes

Iégérement différents.

2.1.2 Fonction

D'un point de vue fonctionnel, le chromodomaine de Pc et ses homologues CBX se fixe
spécifiguement sur la lysine 27 tri-méthylée de I'histone H3. Des études in vitro prouvent que cette
interaction est 5 fois plus forte avec un peptide tri-méthylé par rapport & des peptides mono- ou di-
méthylés (Fischle W, 2003, Genes Dev). Ring chez la drosophile et RING1 et RNF2 chez les
mammiféres possedent un domaine RING, qui agit comme E3 ubiquitine-ligase, capable de mono-
ubiquitinyler la lysine 119 de I'histone H2A (Wang H, 2004, Nature / de Napoles M, 2004, Dev Cell /
Cao R, 2005, Mol Cell). La présence de BMI1, qui contient également un domaine RING, favorise
l'activité catalytigue de RING1 (Buchwald G, 2006, EMBO J / Li Z, 2006, JBC). PRC1 catalyse
H2AK119ubl, qui réprime I'élongation transcriptionnelle en inhibant 'ARN polymérase 1l (Zhou W,
2008, Mol Cell / Stock JK, 2007, Nat Cell Biol). In vitro, le PRC1 prévient I'activité de remodelage du
complexe SWI/SNF (Shao Z, 1999, Cell) et est capable de condenser la chromatine en I'absence des
gueues d’histones (Francis NJ, 2004, Science). La fonction précise de Ph au sein du complexe PRC1
n'a pas encore été caractérisée, mais il a été proposé que Ph pourrait promouvoir la propagation des
complexes PcG (Kim CA, 2002, Nat Struct Biol).

2.2 Le complexe PRC2

2.2.1 Structure

- Drosophile
Des purifications biochimiques du PRC2 a partir de drosophiles ont révélé la présence de E(z)

(Enhancer of zeste), Su(z)12 (Suppressor of zeste 12), Esc (Extra sex comb) ou son homologue Escl
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et P55 (RBAP46/RBAP48) (Czermin B, 2002, Cell / Muller J, 2002, Cell / Cao R, 2002, Science /
Kuzmichev A, 2002, Genes Dev / Ng J, 2000, Mol Cell Biol). Cette derniére est une protéine de
fixation aux histones qui est également associée avec CAF1 et d’'autres complexes de remodelage de
la chromatine (Polo SE, 2006, Curr Opin Genet Dev / Taylor-Harding B, 2004, Mol Cell Biol). Plusieurs
espéces moléculaires de complexes contenant E(z) ont été détectées. L'espece la plus majoritaire est
un complexe d’environ 600kDa, universellement accepté comme le complexe PRC2. Un second
complexe d’environ 1MDa contient la protéine Pcl (Polycomb-like) (Tie F, 2003, Mol Cell Biol).
D’autres complexes plus grands et moins caractérisés sont présents a des stades tardifs du

développement, contenant la désacétylase SIR2 (Furuyama T, 2004, Curr Biol).

- Mammiferes

Chez les mammiféres, la situation est plus compliquée. Les complexes PRC2, PRC3 et PRC4 ont été
caractérisés biochimiquement, ils different par la présence de différentes isoformes de EED,
I'hnomologue de Esc (Kuzmichev A, 2004, Mol Cell / Kuzmichev A, 2005, PNAS). PRC4 est accumulé
lorsqu’'EZH2, I'homologue de E(z), est sur-exprimée dans des cellules en culture. Il contient une
isoforme EED qui est exprimée uniquement dans des cellules souches non différenciées et SIRT1,
'homologue de mammifére de SIR2. Le knock-out de SUZ12 réduit le niveau de EZH2, indiquant que
la formation du complexe stabilise la protéine EZH2 (Pasini D, 2004, EMBO J). Le PRC2 peut contenir
la protéine PHF1, I'homologue de Pcl (Sarma K, 2008, Mol Cell Biol / Cao R, 2008, Mol Cell Biol),
deux autres homologues existent cependant chez les mammiféres : PHF19 et MTF1. Enfin, un
complexe homologue au PRC2 précédemment décrit contenant EED, SUZ12 et EZH1, le paralogue
de EZH2 a été purifié (Margueron R, 2008, Mol Cell / Shen X, 2008, Mol Cell).

2.2.2 Fonction

Chacun de ses composants contribue a la capacité du PRC2 a se fixer sur les nucléosomes et a
méthyler la lysine 27 de I'histone H3 via le domaine SET de E(z) (Ketel CS, 2005, Mol Cell Biol), qui
ne possede pas d'activité méthyl-transférase lorsqu’elle est isolée (Czermin B, 2002, Cell / Muller J,
2002, Cell). E(2) est catalytiquement inactive in vitro si elle n'est pas associée aux autres membres du
complexes PRC2, qui sont responsables de la fixation aux histones/nucléosomes ou de
laugmentation de l'activité enzymatique (Cao R, 2004, Curr Opin Genet Dev / Nekrasov M, 2005,
EMBO Rep / Tie F, 2007, Mol Cell Biol). In vivo, la tri-méthylation de H3K27 est caractéristique des
génes ciblés par les PcG (Schwartz YB, 2006, Nat Genet), mais E(z) est également responsable des
mono- et di-méthylations de plus de 50% des H3K27 dans le génome de la drosophile (Ebert A, 2004,
Genes Dev). EED est nécessaire pour tous les états de méthylation de H3K27, suggérant que
plusieurs complexes contenant EED mono-méthylent H3K27 (Montgomery ND, 2005, Curr Biol).

Chez la drosophile, Pcl est nécessaire pour I'extinction des genes homéotiques, et est retrouvé au
niveau des sites Polycomb sur les chromosomes polyténes (Papp B, 2006, Genes Dev / Tie F, 2003,
Mol Cell Biol). L’homologue de mammifere, PHF1, favorise l'activité de EZH2 (Sarma K, 2008, Mol
Cell Biol). Cela indique que le « gros » complexe est présent au niveau des genes ciblés par les PcG
et qu'il est responsable de la tri-méthylation de H3K27. EZH1 posséde également une activité H3K27

méthyl-transférase et réprime la transcription in vivo (Margueron R, 2008, Mol Cell / Shen X, 2008,
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Mol Cell). Les complexes PRC2-EZH2 et PRC2-EZH1 auraient des fonctions complémentaires et non-
redondantes, le premier agirait dans des cellules en prolifération tandis que le second serait
préférentiellement présent dans des cellules différenciées quiescentes.

En présence de I'histone H1, PRC2, mais pas PRC3, méthyle H1K26, qui posséde un contexte en
acides aminés proche de celui de H3K27 (Kuzmichev A, 2004, Mol Cell).

Enfin, les souris déficientes en Ezh2 ne sont pas viables (O'Carroll D, 2001, Mol Cell Biol) et les
cellules privées de EED ont tendance a se différencier spontanément (Boyer LA, 2006, Nature)

soulignant I'importance de ces protéines dans le développement.

2.3 Le complexe PhoRC

Seul ce troisietme complexe contient une protéine capable de se lier directement a I'ADN, et qui
semble essentielle pour la répression par les PcG : Pho (pleiohomeotic), elle posséde un paralogue
Phol (Brown JL, 1998, Mol Cell / Fritsch C, 1999, Development / Brown JL, 2003, Development). Ces
2 protéines sont les homologues du facteur de transcription mammifere Yin-Yang 1 (YY1), ainsi
dénommeé car il possede a la fois des fonctions d'activateur et de répresseur transcriptionnel. Bien
gu’il ait été rapporté qu'il interagit avec les complexes PRC1 (Levine SS, 2002, Mol Cell Biol) et PRC2
(Satijn DP, 2001, Mol Cell Biol / Poux S, 2001, Genes Dev / Wang L, 2004 Mol Cell / Liu H, 2007,
Genes Dev) chez les drosophiles et chez les mammiféres, Pho recrute le PRC2 au niveau de certains
génes (Caretti G, 2004, Genes Dev). Pho a été identifié dans 2 autres types de complexes.

Dans le premier il est associé au complexe INO80 impliqué dans le remodelage de la chromatine, qui
est connu pour étre impliqué dans les mécanismes PcG (Klymenko T, 2006, Genes Dev). Dans le
second complexe, PhoRC, jouant un réle dans la répression des génes homéotiques, et contenant
une protéine a domaine MBT, Sfmbt. Le domaine MBT est retrouvé dans de nombreux homologues
de mammiferes. Sfmbt de drosophile est considérée comme une véritable protéine PcG, nécessaire
pour I'extinction par les PcG. Son domaine MBT se fixe spécifiquement sur les lysines mono- et
di-méthylées de H3K9 et H4K20 (Klymenko T, 2006, Genes Dev).

Au moins au niveau des génes HOX de drosophile, les 3 complexes se fixent simultanément au
niveau d’'une région possédant une séquence spécifique en ADN appelée PRE (Polycomb Response
Element) (Papp P, 2006, Genes Dev). Le ciblage de PRC1 et PRC2 au niveau des PRE des génes
HOX est dépendant de Pho, comme cela a été démontré dans des animaux mutants en Pho (Wang L,
2004, Mol Cell) ou lors de la perturbation du site de fixation a 'ADN (Klymenko T, 2006, Genes Dev).
PhoRC cible un grand nombre de sites génomiques (196 PRE), ou il co-localise avec PRC1 et PRC2,
établissant son implication dans la répression par les PcG au cours du développement de la
drosophile. Le site de fixation de Pho sur 'ADN au niveau des PRE a été défini ainsi:
G /,°IcGCCAT'/.TT (Oktaba K, 2008, Dev Cell). Bien que les PRE soient nécessaires et suffisants
pour le recrutement des complexes PRC chez la drosophile, de tels éléments n'ont pas encore été

identifiés chez les vertébrés ni chez les plantes.

54

© 2010 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Julien Vandamme, Lille 1, 2009

2.4 Modele de recrutement des complexes PcG

2.4.1 Chez la drosophile

Dans le modéle « simple », le complexe PhoRC se fixe au niveau des PRE, il recrute le PRC2 qui
catalyse la méthylation des lysines 27 des histones H3 environnantes. Ces modifications constituent
des sites d’ancrage pour le complexe PRC1 qui reconnait H3K27me3 via le chromodomaine de Pc. Le
PRCL1 réalise I'ubiquitinylation de H2AK119 et compacte la chromatine, ce qui réprime la transcription

des genes ciblés.

Mammifére

Drosophile

Figure 8 - Modeéle actuel pour décrire I'établissement de I'hétérochromatine facultative au niveau des
génes homéotiques chez la drosophile. Recrutement séquentiel des différents complexes Polycomb:
PhoRC au niveau des PRE (Polycomb Response Elements), puis PRC2 qui catalyse la tri-méthylation
de H3K27, qui constitue un site de fixation pour le PRC1, via la protéine Pc. Les PRE n’existent pas
chez les mammiféres mais les complexes PRC2 et PRC1 sont conservés.

2.4.2 Chez les mammiféres

Des PRE n'ont pas encore été identifiés, I'interaction entre les protéines YY1 et YY2, homologues de
Pho et Phol, avec les PRC n'a pas été associée a la répression par les Polycomb. Cependant le
recrutement du PRC2 au niveau des promoteurs des génes cibles entraine une méthylation de
H3K27. Les homologues de Pcl, dont certains interagissent directement avec des facteurs de
transcription (communication personnelle Boulay G & Leprince D) pourraient cibler les PRC2. PRC1

est supposé coopérer avec le PRC2 pour maintenir/établir la répression en bloquant la transcription
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via la mono-ubiquitinylation de H2A par RNF2 et en influencant la compaction de la chromatine dans
des cellules souches embryonnaires murines (Levine SS, 2004, Trends Biochem Sci / Stock JK, 2007,
Nat Cell Biol / van der Stoop P, 2008, PLoS One).

2.4.3 Le modele n'est pas universel

Certaines études ont permis de nuancer ce modeéle de recrutement des PRC. Par exemple, au niveau
du X inactif TARN Xist peut recruter le PRC1 en absence du PRC2, et des régions déplétées en
H3K27me3 peuvent étre ciblées par le PRC1 (Schoeftner S, 2006, EMBO J).

3 Lenoyau du PRC1 a la loupe

Un mécanisme commun d’évolution est la duplication d’'un géne et des divergences ultérieures des
séquences codantes ou des éléments régulateurs. Les génes PcG ont probablement subi de
nombreux événements de duplication au cours de leur histoire évolutive. Les invertébrés existants
comme la drosophile possédent des copies uniques des protéines PcG, a une exception pres pour les
Psc. A 'opposé, les espéces vertébrées possedent de multiples paralogues de la plupart des PcG.
L'exemple le plus frappant de I'expansion des PcG concerne la famille Pc.

Les domaines clefs des homologues PcG sont hautement conservés entre les organismes distants
d'un point de vue évolutif mais également parmi les paralogues dans un organisme donné.
Cependant, en dehors des domaines clefs, les protéines PcG ont parfois divergé significativement par
rapport a leur équivalent chez la drosophile, et méme entre paralogues. Ceci laisse penser que les
paralogues possedent des profils d'expression et des fonctions spécialisés. Un des challenges
important est de comprendre la signification fonctionnelle de I'émergence des paralogues et comment
cela influence la composition du PRC1, le ciblage génomique et/ou les mécanismes de répression

transcriptionnelle.
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Figure 9 - Représentation schématique des protéines composant le cceur du PRC1 chez la drosophile
(minuscules) et leurs homologues chez 'lhomme (majuscules)

3.1 Les homologues Pc

Représentée par un géne unique chez les invertébrés, ont été identifiés a ce jour cing homologues Pc
chez les mammiféeres, plus connus sous le nom de CBX. Les protéines homologues a Pc possédent
toutes un chromodomaine dans leur extrémité N-terminale et une « boite Polycomb » (Pc box) dans
leur extrémité C-terminale (Muller J, 1995, EMBO J / Schoorlemmer J, 1997, EMBO J). Le
chromodomaine reconnait spécifiqguement H3K27me3. La Pc box est un motif d'une quinzaine
d’acides aminés nécessaire pour la répression transcriptionnelle des génes cibles et pour l'interaction
avec Ring, la sous-unité catalytique active du PRC1. Des différences entre les paralogues
mammifeéres existent au niveau de leur taille, de la structure de leurs domaines et de leurs propriétés

biochimiques: ces protéines pourraient avoir certaines fonctions communes et d’autres divergentes.
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Elles affectent de maniére différente la régulation du cycle cellulaire. La sur-expression de CBX7 ou
CBX8 mais pas CBX4 permet a des fibroblastes humains et murins d’échapper a la sénescence
réplicative en partie en raison de la répression du locus INK4a-ARF (Gil J, 2004, Nat Cell Biol /
Dietrich N, 2007, EMBO J). Cependant, elles réalisent cela dans un contexte de complexes PRC1
distincts : CBX8 dépend de Bmil (orthologue Psc) pour se fixer sur le locus INK4a-ARF pour
prolonger la durée de vie de la cellule, alors que I'échappement de la sénescence induit par CBX7 est
indépendant de Bmil. Il serait nécessaire de démontrer si les complexes PRC1-CBX7 contiennent
préférentiellement un autre orthologue Psc (Tableau 2) pour réaliser la répression CBX7-dépendante
de ce locus suppresseur de tumeur. CBX2 contr6le également négativement le locus INK4A/ARF
dans les cellules lymphoides et les cellules souches embryonnaires murines, la mécanistique n’'a pas
été détaillée (Coré N, 2004, Oncogene).

Les protéines CBX interagissent spécifiguement avec d'autres protéines non-Polycomb. CBX4 est le
seul membre de la famille qui se lie avec le co-répresseur transcriptionnel CtBP (C-terminal binding
protein) (Sewalt RG, 1999, Mol Cell Biol). Ce dernier interagit avec des facteurs de transcription qui
pourraient cibler les complexes contenant CBX4 vers des séquences spécifiques d’ADN. CBX4 est
également le seul des orthologues Pc a posséder une activité E3 SUMO ligase a ce jour (Kagey MH,
2003, Cell). Toutes les cibles de CBX4 SUMO n'ont pas été identifiées, cependant la sumoylation de
plusieurs régulateurs transcriptionnels, dont CtBP, est assurée par CBX4 (Roscic A, 2006, Mol Cell).
Des études de BIiFC (Bimolecular fluorescence complementation) ont permis de déterminer les
distributions sub-nucléaires des protéines CBX associées a la chromatine dans des cellules vivantes
(Vincenz C, 2008, PNAS). Différentes CBX se fixent sur des régions distinctes de la chromatine. Ni le
chromodomaine, ni la Pc box ne sont essentiels pour I'association avec la chromatine ou RNF2 dans
des cellules COS1 (African green monkey kidney fibroblast-like). De plus, cette étude révele que les
sites de fixation des CBX sur les autosomes n’est pas superposable a la marque H3K27me3 dans des
cellules souches embryonnaires humaines et murines. Notons pour finir que la protéine CBX6 a été

trés peu étudiée, bien qu’elle posséde une structure proche des autres membres de la famille CBX.

3.2 Les homologues Psc

Mel-18 et Bmil (2 des 6 orthologues Psc présentes chez les mammiferes) sont également des
paralogues non redondants, en dépit de 63% d'identité de séquence en acides aminés. Les souris
déficientes en Bmil et Mel-18 démontrent des phénotypes similaires mais uniques (Akasaka T, 1996,
Development / van der Lugt NM, 1994, Genes Dev), et seulement 30% des génes régulés par Bmil
sont co-régulés par Mel-18 et vice-versa (Wiederschain D, 2007, Mol Cell Biol). Dans certains cas,
Mel-18 et Bmil ont des activités opposées sur la régulation du cycle cellulaire. Les souris
transgéniques Ep-myc possedent dans leur génome l'oncogéne myc placé sous le contréle de
'amplificateur de la chaine lourde p d'immunoglobuline, elles développent naturellement des
malignités lymphoides précoces (Adams JM, 1985, Nature). L'insertion rétrovirale de Bmil dans ces
souris accélere I'apparition des lymphomes (Haupt Y, 1991, Cell) = activité oncogénique, alors que
des cellules d’'une autre souris transgénique, sur-exprimant Mel-18, arrétent leur cycle cellulaire au

stade G1/S = activité suppresseur de tumeur (Sparmann A, 2006, Nat Rev Cancer). De plus, la
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suppression de l'expression de Mel-18 dans des fibroblastes favorise I'émergence de tumeurs
lorsqu’elles sont injectées dans des souris (Kanno M, 1995, EMBO J / Tetsu O, 1998, Immunity).
Cependant, la relation entre ces 2 paralogues est complexe. La répression de Bmil et Mel-18 par des
interférences a I'ARN dans des lignées cellulaires cancéreuses révele paradoxalement des
conséquences similaires, a savoir l'inhibition de la croissance cellulaire (Wiederschain D, 2007, Mol
Cell Biol). De plus, Mel-18 peut agir en tant que suppresseur de tumeur en réprimant Bmil dans des
cellules cancéreuses (Guo WJ, 2007, Cancer Res). Ces divergences constituent un des points
importants a résoudre pour les futures thérapies anti-cancéreuses. Bien que Bmil et Mel-18 forment
des complexes PRC1 stables de compositions similaires, seul Bmil a été décrit comme étant capable
de réguler de maniére positive I'ubiquitinylation de H2AK119 (Cao R, 2005, Mol Cell). Une étude
structurale suggere que Bmil augmente l'activité de RNF2 en stabilisant l'interaction entre la E2
ligase, RNF2 (E3 ligase) et le substrat H2A (Li Z, 2006, JBC). Bmil posséde une région de
reconnaissance de la surface de H2A qui n'a pas été conservée dans Mel-18. De plus, Bmil contrble
l'auto-ubiquitinylation de RNF2 au niveau de lysines spécifiques pour générer des chaines atypiques
qui sont nécessaires pour la mono-ubiquitinylation de H2A. Par conséquent, la présence de différents

homologues Psc dans le PRC1 pourrait modifier son activité catalytique in vivo.

3.3 Les homologues de Ring

Les homologues de Ring chez les vertébrés, RING1 et RNF2, possédent également des divergences
fonctionnelles. Bien qu'elles partagent de longues séquences fidélement conservées, les souris
déficientes en RING1 et RNF2 ont des phénotypes radicalement différents (del Mar Lorente M, 2000,
Development / Voncken JW, 2003, PNAS). Les souris hétérozygotes pour RING1 exposent des
transformations homéotiques classiques et un défaut au niveau du squelette, alors que les souris
hétérozygotes RNF2 ne montrent aucun phénotype au niveau du squelette. Cependant, RNF2 est
essentiel pour une gastrulation normale et les embryons qui en sont déficients ne survivent pas plus
de 10,5 jours. La gravité différente de ces 2 phénotypes corréle avec I'étendue de la déplétion de
H2Aub dans ces souris KO. L'ubiquitinylation globale de H2A est dramatiquement réduite dans les
cellules souches embryonnaires déficientes en RNF2 par rapport a RING1 (de Napoles M, 2004, Dev
Cell). Un travail biochimique supporte les fonctions différentes observées dans I'étude sur les souris.
Des protéines recombinantes pleine longueur de RNF2 mais pas RING1 possédent une activité
ubiquitine-ligase pour H2A, et I'association de RNF2 avec RING1 augmente cette activité (Wang H,
2004, Nature / Cao R, 2005, Mol Cell). Cependant, les situations in vivo sont probablement plus
nuancées que ce que les résultats obtenus in vitro suggérent. Bien que la modification H2Aub globale
soit dramatiquement réduite dans les cellules déficientes en RNF2, le marquage de H2Aub est
maintenu au niveau du chromosome X inactif (de Napoles M, 2004, Dev Cell), seules les cellules
doublement KO RING1/RNF2 perdent H2Aub au niveau de cette structure, révélant la redondance

fonctionnelle de RING1 et RNF2 dans certains contextes.
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3.4 Les homologues de Ph

Chez la drosophile, le locus polyhomeotic code pour 2 protéines : Phd (distal) et Php (proximal), qui
possedent des profils de localisation exactement superposables avec celui de Pc sur les
chromosomes polyténes (Franke A, 1992, EMBO J). Environ 80 sites de fixation pour la protéine Php
ont pu étre identifiés par immuno-localisation (DeCamillis M, 1992, Genes Dev). Il existe 3
homologues chez les mammiféres : PHC1, PHC2 et PHC3 qui ont été purifiées dans un méme
complexe PRC1 (Levine SS, 2002, Mol Cell Biol). Toutes ces protéines possedent 2 domaines
remarquables. D’'une part un domaine SAM carboxy-terminal (Sterile a Motif) de 70 acides aminés,
responsable d'interactions protéine-protéine, en particulier d’homo- ou d’hétéro-oligomérisations, par
exemple avec le SAM de Scm (Kim CA, 2005, JBC). De plus, le domaine SAM possederait la capacité
de se lier a 'ARN (Kim CA, 2003, Trends Biochem Sci). D'autre part il existe un motif FCS qui
correspond a un domaine a doigt de zinc susceptible de se fixer a 'ARN (Zhang H, 2004, Mol Cell) ou
'ADN. Les souris déficientes pour PHC2 montrent des transformations homéotiques et leurs
fibroblastes embryonnaires rentrent prématurément en sénescence (Isono K, 2005, Mol Cell Biol).
PHC3 interagit avec le facteur de transcription E2F6 en G, cette interaction est perdue dans des
cellules en prolifération et dans des cellules d’ostéosarcomes, suggérant que la perte d'expression de

cette protéine pourrait favoriser la tumorigenése (Deshpande AM, 2007, Oncogene).

Drososophile | Domaine Activité Drthologues humains Complexe
Pc chromodomaine, Pc box Fixation sur H3K27me3 | CBX2, CBX4, CBX6, CBX7, CBX8 PRC1
Php, Phd SAM, FCS Fixation ARN ? PHC1, PHC2, PHC3 PRC1
Psc RING BMI1, Mel-18, PCGF-1-3-5 et 6 PRC1
Ring RING E3 ligase H2AK119ubl | RING1, RNF2 PRC1
Scm 2 x MBT, SAM, FCS SCMH1, SCML2 (pas de FCS) PRC1?
E(2) SET, SANT Méthylation de H3K27 EZH1, EZH2 PRC2
Esc 5 x WD40 Cofacteur de E(Z) EED PRC2
Escl 5 x WD40 Cofacteur de E(Z) EED
Su(2)12 Zn-finger C2H2, VEFS box SUz12 PRC2
Pcl 2 x PHD, TUDOR PHF19 (Pcl3), MTF2 (Pcl2), PHF1 (Pcll) PRC2
Pho 4 x Zn-finger C2H2 Liaison a 'ADN YY1, YY2 PhoRC
Phol 4 x Zn-finger C2H2 Liaison a 'ADN YY1, YY2 PhoRC ?
Sfmbt 4 x MBT, SAM, FCS Eizl(&tzi%r;]selir;iﬁ);t L3MBTL2, MBTD1 (pas de SAM) PhoRC
SFMBT1, SFMBT2 (pas de FCS)

Tableau 2 - Protéines Polycomb et complexes associés chez la dros

4 Les genes cibles des PcG

ophile et 'THomme

© 2010 Tous droits réservés.

Pendant longtemps, les PcG ont été suspectés de cibler d’autres génes en plus des clusters de génes
Hox. Les mécanismes PcG sont indispensables a de nombreux processus, de la spermatogenéese
(Chen X, 2005, Science) au renouvellement des cellules souches neurales et hématopoiétiques
(Molofsky AV, 2003, Nature / Lessard J, 2003 Exp Hematol / Park 1K, 2003, Nature) et la progression

du cycle cellulaire (Martinez AM, 2006, Genes Dev). La combinaison de I'immunoprécipitation de la
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chromatine associée aux puces a ADN (ChIP on chip) ou au pyroséquencage a permis d'apporter une
image a I'échelle du génome. Ces études montrent que, chez les mammiféres et les drosophiles, un
grand nombre de génes sont ciblés par les PcG. Une grande proportion de ces génes code pour des
régulateurs transcriptionnels, des morphogenes, des récepteurs et des protéines de signalisation qui
sont impliqués dans toutes les principales voies du développement.

De plus, bien que les mutants PcG de drosophile et les souris déficientes pour des membres
individuels du PRC1 partagent des effets homéotiques similaires, chacun posséde un phénotype
unique, suggérant que différents complexes PRC1 existent et possedent certainement quelques

génes cibles non redondants.

4.1 Genes Hox et réegulateurs du développement

- Drosophile

Une étude in silico a permis de prédire 167 séquences PRE dans le génome de la drosophile, et
certaines ont été validées expérimentalement (Ringrose L, 2003, Dev Cell). Parmi toutes ces cibles,
un grand nombre correspond a des genes agissant précocement au cours du développement comme
les génes responsables : de la segmentation, du profil des disques imaginaux, de lI'oogenése, de
'organisation des chromosomes et du contréle du cycle cellulaire. Une autre étude, présentant des
résultats de ChIP on chip, détaille les sites de fixation des protéines Pc et Ph sur les chromosomes 2
et X (Negre N, 2006, PLoS Biol). Pc et Ph co-localisent au niveau de larges régions chromosomiques,
plus de 70 séquences communes d’ADN ont été identifiées, représentant 37 génes uniques. D’'une
maniéere intéressante, les profils de liaison de ces protéines ont un comportement dynamique pendant
le développement embryonnaire. Par exemple, de nouveaux sites de fixation apparaissent a des
stades plus tardifs ou certains sites présents a un stade précoce disparaissent au cours du temps,
suggérant que la répression par les PcG est un processus dynamique. A l'aide du méme type
d’approche, 2 autres études ont été publiées sur des cellules drosophiles en culture (Schwartz YB,
2006, Nat Genet / Tolhuis B, 2006, Nat Genet). Elles ont confirmé que les complexes PcG
co-localisaient et ciblaient de nombreux régulateurs du développement et des facteurs de

transcription. De plus, les régions ciblées par Pc sont enrichies en H3K27me3.

- Mammiféres :

Une étude a I'échelle du génome dans des fibroblastes embryonnaires humains a mis en évidence
gue de nombreux génes ciblés par les complexes PRC1 et PRC2 correspondaient aux orthologues
des génes prédits par I'analyse in silico chez la drosophile, en particulier les genes homéotiques et les
génes de la segmentation (Bracken AP, 2006, Genes Dev). A ceux-la s'ajoutent plus d’'un millier
d’'autres cibles, des génes impliqués dans différents processus de différenciation : musculaire,
neuronale, osseuse, sexuelle, épidermique et 'hématopoiése. Des analyses de ChIP on chip avec
des membres du PRC1 et du PRC2 dans des cellules souches humaines et murines ont présenté des
résultats superposables. Les genes ciblés sont importants pour le développement, la morphogenése,

'organogenése, la neurogenése, la signalisation cellulaire et la régulation transcriptionnelle (Boyer LA,
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2006, Nature). Durant la différenciation, l'occupation des sites décrits précédemment par les
complexes PcG est drastiquement réduite, démontrant que les génes réprimés par les PcG dans les
cellules souches embryonnaires sont potentiellement activés lorsque les cellules perdent leur état
totipotent. Le concept trivial qui émerge de ces résultats suggere que pour maintenir la totipotence, la
cellule utilise les complexes PcG afin de maintenir la répression des régulateurs du développement, et

que pour se différencier, elle les dé-réprime.

4.2 Cellules souches et domaines bivalents

Il a été proposé que dans les cellules souches embryonnaires, la totipotence est corrélée a des états
« bivalents » de la chromatine. Dans ces cellules, les génes ciblés par les PcG possédent
simultanément la marque répressive H3K27me3 et la marque activatrice H3K4me3 (Bernstein BE,
2006, Cell / Azuara V, 2006, Nat Cell Biol). Les mécanismes résultant de la mise en place de ces 2
marques sont encore inconnus. Pendant la différenciation, ces domaines bivalents possedent
exclusivement une des 2 modifications activatrices ou répressives, indiquant que cette bivalence est
une fonction importante des génes ciblés dans les cellules souches embryonnaires. De plus, une
analyse des localisations génomiques des complexes PRC1 et PRC2 conclut que les domaines
bivalents dans les cellules souches murines et humaines peuvent étre classés en 2 catégories, d’'une
part les régions qui contiennent les deux complexes PRC, d’autre part les régions enrichies en PRC2
exclusivement (Ku M, 2008, PLoS Genet). Les flots CpG présents au niveau des domaines bivalents,
de par leur longueur, leur état de méthylation et leur proximité les uns des autres, définiraient les
domaines spécifiques de fixation des PRC a I'image des PRE chez la drosophile. Les conclusions de
ces analyses suggerent que les PcG pourraient maintenir la totipotence des cellules souches,
cependant une autre étude a réfuté cette hypothése car les mutants EED maintiennent leur

totipotence a travers plusieurs cycles cellulaires (Chamberlain SJ, 2008, Stem cells).
5 Marques épigénétiques associées aux PRC1

5.1 Les « corps Polycomb » et la sumoylation

Les complexes PcG forment des structures nucléaires associées de maniere stable aux régions
péricentromériques des chromosomes autosomes humains (Saurin AJ, 1998, J Cell Biol). En
particulier, les corps Polycomb ont été retrouvés au niveau de I'hétérochromatine péricentromérique
du chromosome 1 de plusieurs lignées cellulaires. Des structures similaires ont été décrites chez la
drosophile (Buchenau P, 1998, J Cell Biol) et le nématode (Zhang T, 2006, Development). Les corps
Polycomb semblent représenter des centres d’extinction ou des sous-domaines nucléaires qui
contiennent de la chromatine silencieuse. lls sont considérés comme des sites de sumoylation depuis
que l'activité E3 sumo-ligase de CBX4 a été découverte (Kagey MH, 2003, Cell / Kagey MH, 2005,
EMBO J). En effet, CBX4 recrute CtBP et I'enzyme de conjugaison Ubc9 au niveau des corps
polycomb, ou la sumoylation de CtBP est effectuée. D’autres protéines sont probablement le substrat

de cette réaction au niveau de ces régions spécialisées.
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5.2 Ubiquitinylation de H2A

La protéine Ring de drosophile et H2AK119ub1l co-localisent au niveau du promoteur du géne Ubx et
la déplétion de Ring dans des cellules SL2 en culture entraine la perte de cette modification et la perte
de la répression de Ubx (Wang H, 2004, Nature). Chez les mammiféeres, la sous-unité catalytique
responsable de l'ubiquitinylation de H2A semble étre RNF2, bien que RING1 et BMI1 semblent
également toutes les deux participer a I'activité E3 ligase in vivo (Cao R, 2005, Mol Cell). L'étude de
souris knock-out pour Bmil a démontré que I'absence de BMI1 affectait I'ubiquitinylation de H2A au
niveau du promoteur du géne homéotique HoxC, entrainant une sur-expression de ce dernier et que
la méthylation de H3K27 par EZH2 précédait cet événement car cette modification était toujours
présente. Le r6le exact de H2AK119ub dans le processus de répression n'a pas été clairement défini,
il pourrait servir, comme les méthylations, de site d’ancrage pour d’autres complexes répresseurs ou
alors pourrait directement bloquer le remodelage de la chromatine ou les facteurs de transcription.
Pour finir, H2AK119ub est enrichi au niveau du chromosome X inactif. L'ubiquitinylation par RING
semble jouer un réle dans l'initiation de l'inactivation du X (de Napoles M, 2004, Dev Cell / Fang J,
2004, JBC / Hernandez-Munoz I, 2005, PNAS).

5.3 Machinerie ARNI

La répression transcriptionnelle des transgenes présents en multiples copies chez la drosophile, dont
la répression nécessite la présence de la machinerie ARNi, semble étre dépendante des PcG (Pal-
Bhadra M, 1997, Cell). L'orthologue murin de Ph, PHC1, est capable de se lier a 'ARN (Zhang H,
2004, Mol Cell). Le domaine responsable de la liaison a 'ARN est une région en doigt de zinc appelée
domaine FCS, qui est également présent au niveau des homologues Ph, Scm et Sfmbt (Tableau 2).

Chez les mammiféres, trés peu de données expliquent comment les PRC2 sont recrutés. Des études
récentes ont impliqué la machinerie ARN (Rinn JL, 2007, Cell), cependant cela ne doit pas étre un
mécanisme général puisqu’'un traitement a la ribonucléase de cellules U20S (Human Bone
Osteosarcoma Epithelial Cells) n'affecte pas la localisation globale de EZH2 ou SUZ12 (Aoto T, 2008,
JBC). De plus, a quelques exceptions pres, le recrutement des PcG au niveau des PRE n’est pas

affecté suite des mutations de la machinerie ARNi chez la drosophile (Grimaud C, 2006, Cell).

5.4 Déméthylases de H3K27me3

Les déméthylases des groupes JARID (H3K4) et UTX/IJMJD3 (H3K27) jouent un réle au niveau des
de la différenciation des cellules (Agger K, 2007, Nature / Christensen J, 2007, Cell / De Santa F,
2007, Cell / Lan F, 2007, Nature / Lee MG, 2007, Science). En réponse a la différenciation des
cellules NT2 par l'acide rétinoique, ces enzymes sont recrutées ou déplacées des promoteurs des
génes homéotiques. Elles apparaissent indispensables pour leur régulation, révélant une relation
directe entre les déméthylation de H3K4 et H3K27 et le contrble de I'activité transcriptionnelle pendant
la différenciation. Ces données confirment que les complexes PcG sont dynamiques, en particulier au

cours du développement.
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6 Conclusions

Le nombre de genes Hox s'est agrandi au cours de I'évolution des vertébrés. Ces genes sont
typiquement organisés en « clusters » génomiques, la drosophile posséde un cluster unique, tandis
que les vertébrés possédent de multiples clusters répartis sur des chromosomes différents (Finnerty
JR, 1998, Curr Opin Genet Dev). Depuis que les génes Hox sont considérés comme des cibles
conservées des protéines PcG et comme les clefs du déterminisme de la spécification du plan du
corps des organismes bilatéraux, il est possible d'émettre I'hypothése qu'aprés la duplication
génomique des genes Hox et PcG, ils se soient diversifiés et aient co-évolués afin d'assurer de
nouveaux rbles dans le développement des vertébrés. En plus du développement, les membres du
PcG sont connus pour réguler la mémoire cellulaire épigénétique, la pluripotence et le renouvellement
des cellules souches. L'expansion des genes PcG et leur diversification contribuent significativement a
la complexité des mécanismes hérités de répression des génes dans les organismes multicellulaires.
Chez les vertébrés, les protéines PcG répriment les génes HOX, de plus elles sont régulatrices du
cycle cellulaire en se fixant sur le locus INK4A-ARF et ciblent un grand nombre de génes contrélant le
développement (la croissance cellulaire et la prolifération). Trés peu d'éléments sont connus sur la
régulation des genes PcG ou a propos des madifications post-traductionnelles qui pourraient
influencer I'activité de leurs protéines. Les connaissances sur les modifications post-traductionnelles
de ces protéines sont également limitées. BMI1 est ubiquitinylé au niveau de I'’X inactif (Hernandez-
Munoz |, 2005, PNAS), son association a la chromatine semble étre dépendante de son état de
phosphorylation (Voncken JW, 1999, J Cell Sci / Voncken JW, 2005, JBC). Si on acquiert la
connaissance nécessaire pour comprendre comment les PcG programment les génes du
développement pour induire la différenciation des cellules souches embryonnaires, alors les
opportunités de reprogrammation de cellules différenciées afin de ré-acquérir la pluripotence ou alors
d’entrer dans une voie de différenciation alternative deviendraient envisageables.

Enfin, comprendre le réle de chaque paralogue permettrait de mieux appréhender la fonction des

multiples complexes PRC qui semblent intervenir pour le contrdle de divers processus cellulaires.
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Les méthodes d'étude des interactions protéine-prot éine et

purification de complexes

Au fur et a mesure que le séquencage du génome a avancé, les chercheurs ont revu a la baisse le
nombre de génes que possédaient les humains, passant de 120000 en 2000 (Liang F, 2000, Nature
Genetics) a environ 20-25000 depuis 2004 (International Human Genome Sequencing Consortium,
2004, Nature). Les épissages alternatifs et les modifications post-traductionnelles remplissant a
merveille leur role dans la multiplicité des formes protéiques exprimées a partir d'un géne unique.
C'est ainsi qu'apres I'ere génomique, est apparue depuis quelques années I'ére de la protéomique.
Tandis que le génome de toutes les cellules d’un organisme est le méme, le protéome (ensemble des
protéines exprimées au sein de la cellule) est quand a lui bien spécifique a chaque type cellulaire.
C’est ainsi que des études de protéomes ont vu le jour avec I'apparition de la chromatographie
bidimensionnelle conjuguée a la spectrométrie de masse.

Dans la cellule, les protéines agissent rarement seules, mais plutdt sous forme de complexes dans
lesquels chaque protéine aura un rdle bien précis : enzymatique, structural, adressage...

Les interactions proteine-protéine existent sous deux formes :

- permanente : elle est trés stable et les protéines sont purifiées uniquement sous leur forme associée

- transitoire : les 2 protéines existent sous forme dissociée ou et/ou sous forme complexée.

Plusieurs techniques ont été développées pour I'analyse des interactions protéine-protéine. La plus

utilisée est la technologie dite du double-hybride.

1 Le double-hybride (DH)

Introduite en 1989 (Fields S, 1989, Nature) pour identifier des interactions de type protéine-protéine
dans la levure, cette technique a ensuite été étendue a I'analyse des interactions de type protéine-
ADN et protéine-protéine dans la bactérie (Joung J, 2000, PNAS).

1.1 Principe de la technologie DH

Le principe de base est le suivant (Figure 9) : il faut disposer d’une souche de levure contenant dans
son génome un gene rapporteur (LacZ, histidine) dont la séquence promotrice n'active pas la
transcription, en fusionnant d’'une part une protéine A (appat) a un domaine de liaison a I’'ADN (GAL4)
qui va reconnaitre le promoteur du géne rapporteur (UAS) et d'autre part une protéine B (proie) a un
domaine activateur (DA) de la transcription. En co-exprimant les 2 protéines de fusion dans la levure,
la protéine A va se fixer au niveau du promoteur du géne rapporteur. Si une interaction physique
existe entre les protéines A et B, alors le géne rapporteur sera exprimé grace au domaine activateur
de la transcription fusionné a B. Dés qu’une interaction est identifiée (coloration bleue ou croissance
sur milieu en absence d’histidine), elle est validée par réciprocité (protéine B fusionnée au domaine de

liaison a I’ADN et protéine A fusionnée a l'activateur de la transcription).
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Figure 10 — Principe de la technique dite du « double hybride » (d’apreés wikipedia). A - En présence
du domaine Gal4-BD, la protéine se fixe sur la séquence UAS, la présence de Gal4-AD permet la
transcription du géne rapporteur. B — En absence de Gal4-AD, pas de transcription du géne
rapporteur. C — En absence de Gal4-BD, la protéine ne se fixe pas sur UAS, pas de transcription du
géne rapporteur. D — En présence d’'un appat (bait) fusionné a Gal4-BD qui interagit avec une cible
(prey) fusionnée a Gal4-AD, la transcription du géne rapporteur est détectable. AD = domaine
d’activation, BD = domaine de fixation.

1.2 Limitations

Cette technologie permet d’identifier aussi bien des interactions permanentes que transitoires,
cependant il existe des limitations car certains appéats sont auto-activateurs. Aussi, certaines
interactions validées en DH n’existent pas physiologiquement (faux positifs). Enfin, d’autres limitations
ont été décelées : les repliements structuraux, la stabilité, I'éventuelle toxicité, la mauvaise localisation
et les modifications post-traductionnelles des protéines fusion peuvent affecter les interactions
potentielles qui ne sont alors pas détectées (faux négatifs).

Pour pallier a ces problemes, les cribles double-hybride utilisent désormais des domaines protéiques
plutét que des protéines entiéres. C'est ainsi que les protéines de nombreuses espéces ont ainsi pu
étre analysées a l'aide d'études a grande échelle : E. coli (Butland G, 2005, Nature), S. cerevisiae
(Fromont-Racine M, 1997, Nature Genet), D. melanogaster (Giot L, 2003, Science), C. elegans (Li S,
2004, Science) et H. sapiens (Stelzl U, 2005, Cell) générant les éléments de base nécessaires a la

compréhension du fonctionnement des complexes protéiques au sein des cellules. Certains cribles sur
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la méme espéce possédent peu de recouvrement, ce sont les domaines protéiques choisis qui

peuvent justifier ces divergences.

Bien que les informations apportées par le double-hybride ne soient pas négligeables, elles ne
permettent pas de statuer sur la composition exacte des complexes multi-protéiques présents dans
les cellules. D'autres techniques d’'analyse ont ainsi été élaborées, en particulier la purification

d’affinité en tandem.

2 La purification d’affinité en tandem (TAP) : nouv el outil pour
I'exploration des protéomes

Mise au point par une équipe de 'TEMBL (European Molecular Biology Laboratory) dirigée par Bertrand
Séraphin en 1999 (Rigaut G, 1999, Nat Biotechnol), la technologie TAP est actuellement la technique
de référence pour la purification des complexes en condition native, méme si des purifications

d’affinité en une étape (Flag, biotinylation, anticorps) ou « tag-less » sont également utilisées.

2.1 Principe de la technologie TAP

Cette méthode simple et élégante a été décrite chez la levure, elle consiste a fusionner une protéine
d’intérét a une étiquette constituée de 3 régions importantes (Figure 10A) :

- un domaine de liaison & la calmoduline (affinité forte & la calmoduline en présence d’ions Ca’*)

- un site de clivage par la protéase TEV (Tobacco Etch Virus) isolée du tabac : dont la séquence
consensus est Glu-X-X-Tyr-X-GIn-Ser (Dougherty WG, 1989, Virology) (X peut correspondre a
différents acides-aminés mais pas n'importe lequel).

- une séquence contenant 2 domaines de la protéine A de Staphylococcus aureus, qui posseédent une
forte affinité pour les immunoglobulines G (IgG).

L'étiquette est constituée de moins de 200 acides aminés, lui conférant une masse moléculaire de
20kDa environ. Pour rappel I'étiquette de la protéine fluorescente verte GFP (Green Fluorescent
Protein) qui permet de localiser in vivo les protéines a I'aide d’un microscope a fluorescence, possede
une masse de 27kDa. Comme toute les étiquettes, la TAP peut-étre fusionnée a I'extrémité amino- ou
carboxy-terminale de la protéine d'intérét.

La séquence nucléotidique de la protéine fusion est insérée dans le génome de I'héte sous le contrble
d'un promoteur proche du promoteur endogéne de la protéine d'intérét. La protéine « TAP » est donc
exprimée dans la cellule et est susceptible de se lier aux protéines avec lesquelles la protéine
sauvage est associée naturellement. Une extraction des protéines totales dans des conditions natives
permet de récupérer toutes les protéines complexées ou non qui sont exprimées chez I'héte. Il faut
s'assurer que la protéine TAP est bien dans la fraction soluble avant de poursuivre la purification.

La purification en tandem est schématisée en Figure 10B : I'extrait protéique est mis au contact de
billes couplées a des IgG de lapin pour une premiére purification d'affinité, aprés plusieurs lavages les
complexes retenus sont élués en ajoutant la protéase TEV dans la premiére colonne d'affinité. Ainsi la
fixation et I'élution sont basées sur 2 principes biochimiques différents, éliminant les contaminants qui

se seraient fixés de maniere aspécifique sur les billes 1gG. L'éluat, additionné de calcium, est transféré
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dans une seconde colonne de purification contenant des billes associées a la calmoduline, cette
seconde étape permet de retenir les complexes associés a la protéine TAP et d’éliminer la protéase et
d’autres contaminants. Aprés plusieurs lavages avec un tampon contenant des ions Ca®*, les
complexes sont élués par ajout d’acide éthyléne-diamine/glycol-tétraacétique (EDTA/EGTA) dans la
colonne. L'EDTA/EGTA est un chélateur d’ions bivalents qui va complexer les ions calcium, I'étiquette
TAP va donc perdre son affinité pour les billes de calmoduline et les complexes se retrouveront dans
la fraction mobile.

Les protéines éluées sont séparées par électrophorése sur gel monodimensionnel de polyacrylamide
en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE). Le gel est ensuite coloré au bleu de
coomassie ou au nitrate d'argent afin de visualiser les protéines purifiées. L'identification de ces
derniéres est réalisée par spectrométrie de masse aprés une digestion protéolytique (trypsine)

(approche « bottom-up »).
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Figure 11 - Principe de la purification d’affinité en
tandem (d’arpées Rigaut G, 1999, Nat Biotech)

A. Séquence et structure de I'étiquette TAP originale
B. Représentation schématique des 2 étapes de
purification d’affinité
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2.2 Limitations \:i.
La purification TAP permet de purifier les protéines associées par des interactions permanentes, dans
des conditions proches des conditions physiologiques. Cependant certaines protéines majoritairement
exprimées dans la cellule peuvent étre identifiées en tant que faux positifs (contaminants), il en est de
méme pour les protéines qui possédent une affinité pour I'étiquette TAP. Cette technologie permet de

comparer la composition des complexes : en fonction du cycle cellulaire, aprés un stimulus (physique,

chimique) et d’avoir une idée sur la stoechiométrie des sous-unités des complexes.

Cependant certaines limitations peuvent affecter I'efficacité de cette technique. La conformation de la
protéine de fusion n’est parfois pas identique a la protéine endogéene, ce qui limite, voire abolit,
l'interaction avec ses partenaires protéiques, mais également influence sa localisation. Aussi, les
repliements ou interactions peuvent affecter I'étiquette qui ne sera plus reconnue lors des 2 étapes de

purification. Il est alors judicieux de placer I'étiquette a l'autre extrémité de la protéine. Les protéines
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non solubles posent un probléme au moment de I'extraction des protéines totales. Bien que le site de
clivage par la protéase TEV soit rare, si une des protéines du complexe contient ce dernier, elle sera
clivée lors de la premiére élution. Apres les deux étapes de chromatographie d’affinité, des études in
vitro de l'activité des complexes purifiés peuvent étre réalisées mais 'EGTA peut potentiellement jouer
un réle dans la stabilit¢ des complexes, cependant il n'a aucun effet sur les identifications par

spectrométrie de masse.

2.3 Les étiquettes TAP pour la purification de comp  lexes a partir de cellules
de mammiferes

Comme l'étiquette TAP a été décrite pour I'étude de complexes chez la levure (Gavin AC, 2002,
Nature), et bien qu'elle soit également efficace pour la purification de complexes dans d'autres
organismes ou types cellulaires : la bactérie E. coli (Gully D, 2003, FEBS Letters), le nématode C
elegans (Polanowska J. et al, 2004, Biotechniques), le tabac Nicotiana benthamiana (Rohila JS, 2004,
Plant J), le riz Oryza sativa (Rohila JS, 2006, Plant J), I'arabette Arabidopsis thaliana (Van Leene J,
2007, MCP), la drosophile Drosophila melanogaster (Veraksa A, 2005, Developmental dynamics) et
les cellules de mammiferes : souris (Bertwistle D, 2004, Mol Cell Biol) et humaines (Bouwmeester T,
2004, Nature Cell Biology), des équipes de recherche ont élaboré des variants de I'étiquette originale

pour pallier a certaines limitations du TAP conventionnel.

- le rendement

Le GS-TAP (Burckstimmer T, 2006, Nat Methods), développé pour la purification de complexes dans
les cellules humaines, est constitué de 2 domaines de liaison aux protéines G, d'un site de clivage par
la TEV et d’'un peptide de liaison a la streptavidine (SBP). Cette étiquette a permis d'isoler la méme
quantité de complexes lié a IKKy par rapport a I'étiquette TAP conventionnelle, en partant de 10 fois
moins de cellules (HEK293). Cette optimisation du rendement de la purification permet de purifier plus

efficacement les complexes présents en faible quantité dans les cellules.

- la stabilité de la protéine d'intérét et 'encomb  rement stérique de I'étiquette

Comme I'étiquette TAP peut influencer le repliement de la protéine d’intérét et/ou son activité, mettant
en péril la purification et la véracité des partenaires identifiés, une étiquette de taille réduite a été mise
au point. Le SF-TAP (Gloeckner CJ, 2007, Proteomics) ne fait que 4,6kDa mais il permet pourtant une
purification d’affinité en tandem grace a ses deux « petits » domaines Streptavidine et FLAG. Les
élutions ne se font pas par ajout d'une protéase ou d'un chélateur mais d'un métabolite : la
desthiobiotine pour la premiere dimension et d'un octapeptide FLAG pour la deuxieme. Cette
technique a permis de purifier les protéines associées a la protéine Raf (MEK1 et 14-3-3) dans des
cellules humaines (HEK293). Il est a noter que le niveau d'expression de la protéine Raf fusionnée a
I'étiquette conventionnelle dans les mémes cellules était sensiblement moins important que Raf-SF-

TAP, suggérant une instabilité de cette protéine quand elle est associée a une étiquette trop grande.

- TAP in vivo
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La premiére souris knockin TAP date de 2004, mais les résultats de la purification n'ont pas été
publiés dans l'article original, ni ailleurs (Zhou D, 2004, NAR). Jusqu’en 2006, toutes les purifications
TAP effectuées dans des cellules de mammiféres I'ont été a partir de cellules en culture, a I'exception
d’'une étude in vivo a partir d'une souris transgénique (Angrand PO, 2006, MCP). La protéine 14-3-3¢
a été fusionnée a l'étiquette TAP conventionnelle, et son expression contrblée par le promoteur
humain de l'ubiquitine C, permettant d’obtenir une expression comparable a celle de I'endogene et de
purifier plus d’'une trentaine de nouveaux partenaires protéiques par rapport a la méme purification
dans des cellules HEK293 (Brajenovic M, 2004, JBC), mettant en évidence la tissu-spécificité de

certains complexes.

- les protéines non solubles (membranaires)

Les récepteurs de la mélatonine font partie de la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G
(GPCR), ils possedent 7 domaines transmembranaires. lls sont localisés au niveau de la membrane
plasmique des cellules, ils sont donc insolubles avec le protocole classique de purification TAP. Une
mise au point des conditions de solubilisation a partir des complexes associés a la membrane,
notamment a l'aide de faibles quantités de détergents comme la digitonine, a permis de purifier les
protéines associées aux récepteurs MT1 et MT2 dans des cellules HEK293 (Daulat AM, 2007, MCP).
Ce fut la premiére fois que des protéines associées aux GPCR furent purifiées dans des conditions

natives et dans des quantités compatibles avec l'identification par spectrométrie de masse.

- expression proche de I'endogéne et haut débit

Pour les purifications d'affinité en tandem dans les cellules de mammiféres, la séquence de la protéine
d'intérét fusionnée a I'étiquette TAP est sous le contrble d’'un promoteur artificiel qui a été ajouté en
amont, et son expression dépend également du lieu ou le rétrotransposon s’est inséré dans le
génome. La protéine TAP est donc parfois largement surexprimée par rapport a I'endogéene, ce qui
peut altérer son réle au sein de la cellule et entrainer un déséquilibre dans les complexes. L'utilisation
de chromosomes bactériens artificiels (BAC) comprenant les régions promotrices et les éléments
régulateurs des genes d'intérét permet de contrecarrer cet inconvénient. A l'aide d'une technique
baptisée «recombineering », il est aisé d'introduire I'étiquette LAP (Purification d'Affinité et
Localisation) dans les transgénes BAC (Poser I, 2008, Nat Methods) qui contiennent la séquence de
la protéine d'intérét et ses régions régulatrices naturelles. L'étiquette LAP est composée de 4
domaines : la protéine GFP, un site de clivage par la protéase PreScission, un peptide-S et un site de
clivage par la TEV, permettant une élution finale dans des conditions natives. A l'aide d’'une
transfection stable dans des cellules de mammiféres, cette technologie permet une étude compléte de
la protéine d'intérét : sa localisation (GFP), ses partenaires protéiques (LAP) et ses genes cibles en
effectuant une immunoprécipitation de la chromatine avec un anticorps dirigé contre la GFP. Le
protocole décrit est applicable sur des cellules souches embryonnaires de souris afin d'obtenir des
animaux transgéniques (permettant, entre autres, d'étudier les protéines impliquées dans le
développement). Toutes les étapes de cette technologie ont été automatisées et une étude a I'échelle

du protéome entier est en cours.
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3 Bilan et choix de la méthode

Bien que les 2 technologies détaillées précédemment présentent des avantages et des inconvénients,
il est évident qu’elles apparaissent comme étant complémentaires pour la description des complexes.
Cependant, le challenge de purifier des complexes a partir de cellules humaines en culture en utilisant
la technologie TAP a été considéré comme étant un modéle plus « naturel » compte tenu de I'héte
utilisé pour les cribles double-hybride. Aussi, les complexes associés aux protéines Polycomb et HP1
semblent stables donc la méthode TAP est applicable. Enfin, compte tenu de la divergence entre le
nombre de paralogues pour chaque famille de protéines entre 'Homme et la levure, une étude par DH
n'‘apparait pas comme étant un choix judicieux si une de ces protéines est nécessaire comme
intermédiaire entre I'appat et la proie.

La technologie TAP est une méthode de purification générique qui semble tout a fait adaptée pour la
comparaison entre membres d'une méme famille protéique car le protocole peut étre facilement
standardisé. Alors il est relativement simple de générer une liste des contaminants, qui sont retirés de
la liste des protéines identifiées. Cependant, un contaminant pour la plupart des protéines peut
représenter un réel partenaire protéique pour une autre, et des analyses plus approfondies doivent
permettre de statuer.

Nous avons opté pour I'étiquette TAP traditionnelle car les premiéres purifications ont été réalisées
avant la publication du GS-TAP qui semble étre devenue I'étiquette de référence pour les purifications
TAP en cellules humaines. Notons que cette étiquette a également démontré son efficacité dans des

cellules végétales (Van Leene J, 2008, Trends in Plant Sci) et chez la drosophile (Kyriakakis P, 2008,
Fly).
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OBJECTIFS DE LA THESE

Arrivé au laboratoire en octobre 2005 alors que le Docteur Pierre-Olivier Angrand venait d'étre
sélectionné pour installer une nouvelle équipe a I'lnstitut de Recherches Interdisciplinaires. J'ai intégré
une équipe émergente qui a comptabilisé de 3 a 5 personnes au cours de mes 3 années de doctorat.
La thématique de I'équipe concerne |'épigénétique d'une maniére générale, les protéines de la
superfamille CBX (HP1 et Polycomb) en particulier. Compte tenu de I'absence de « passé » de notre
équipe, le premier objectif de ma thése a été de participer a la mise en place d'une grande partie des
techniques utilisées aujourd’hui en routine au laboratoire, en particulier la purification TAP et les

études biochimiques pour la validation des partenaires identifiés.

En ce qui concerne la partie scientifique, mon sujet de thése s’est inscrit dans le projet de
I'équipe, tous les membres de I'équipe ont été associés a I'ensemble des projets initiés pendant ces 3
années, donc les objectifs scientifiques concernaient davantage un travail d’équipe plutot qu’'un travail
individuel. Le point de départ scientifique de notre équipe de recherche était I'analyse protéomique
des complexes associés aux protéines CBX dans des ¢ ellules humaines , afin de pouvoir statuer
sur I'hypothése suggérant qu'il existe différents complexes PRC1 dans les cellules (Otte AP, 2003,

Curr Opin Genet Dev) et d'autre part d’'identifier des partenaires spécifiques a chaque isoforme HP1.

Dans un premier temps, nous avons étudié la capacité des protéines CBX a réprimer la
transcription d’un géne rapporteur. Puis nous avons mis au point un systéme inductible de répression
d’un transgene intégré au génome de cellules humaines. Ensuite, nous avons tiré profit de I'étiquette
TAP couplée a un systéme d’expression rétroviral afin d'isoler différents complexes associés aux
protéines CBX a partir de cellules humaines en culture. Les lignées cellulaires exprimant de maniere
stable les différentes protéines de fusion ont été caractérisées et leurs localisations nucléaires ont été
confirmées. Des expériences de chromatographie d’exclusion ont permis de décrire que ces protéines
participent a la formation de complexes de haut poids moléculaires. Enfin, les purifications TAP ont
été réalisées et les identifications par spectrométrie de masse ont pu mettre en évidence que
plusieurs PRC1, de composition proche, étaient présents dans des cellules humaines et que certains
partenaires protéiques étaient spécifiques a une isoforme CBX particuliére, suggérant un rble
biologique bien particulier pour chacune. L'identification de différentes protéines constituant ces
complexes nous a amené a valider les interactions a I'aide d’autres méthodes biochimiques comme le

GST-pulldown, la co-immunoprécipitation et /ou la co-localisation.

A la suite des matériels et méthodes, je présenterai dans un premier chapitre les résultats
obtenus avec les complexes PRC1 purifiés a partir des CBX Polycomb. Dans un second chapitre, je
discuterai les résultats préliminaires des purifications TAP a partir des CBX HP1. Pour finir, je
dresserai un bilan sur les contaminants omniprésents dans les purifications TAP réalisées a partir de

cellules Hela, dans nos conditions expérimentales.
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MATERIELS ET METHODES

1 Clonage GATEWAY (recombinaison in vitro )

De facon a pouvoir manipuler plusieurs séquences codantes a la fois, nous avons opté pour la
technologie GATEWAY (Invitrogen), qui permet une standardisation des clonages. Celle-ci met en jeu
des transferts d’ADN entre différents vecteurs grace a des recombinaisons sites spécifiques. Elle
s'inspire du processus naturel d’intégration/excision du phage A dans le génome d’E. coli. Les sites
naturels de recombinaisons attB, attL, attR et attP ont été modifiés de facon a augmenter l'efficacité
de recombinaison et a permettre un clonage directionnel. Le clonage GATEWAY est simple, rapide et
efficace :

1°"® étape : clonage de la séquence codante (ORF) en ajoutant & chacune de ses extrémités deux
sites de recombinaison attB : attB1 et attB2. Ces deux sites sont [égérement différents I'un de l'autre,
ce qui permet d'assurer tout au long du processus un clonage directionnel. Cette opération est
réalisée a 'aide d'une réaction d’amplification en chaine (PCR) utilisant un couple d’amorces dont les
extrémités 5’ contiennent les séquences attB1 et attB2. Les ORF proviennent d’ADN complémentaires
IMAGE commandés au RZPD (Deutsches Ressourcenzentrum fiir Genomforschung). Les amorces

ont été commandées chez Invitrogen. La liste des ORF et des amorces est disponible en Tableau 3.

Proteine ORF Gateway 5' Gateway 3'

CBX2 BC004252.1 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctccATGGAGGAGCTGAGCAGC ggggaccacttigtacaagaaagctgggtTCAGTAATGCCTCAGGTT
CBX4 BC014967.1 ggggacaagttigtacaaaaaagcaggctccATGGAGCTGCCAGCTGTT ggggaccacttigtacaagaaagctgggtCTACACCGTCACGTACTC
CBX6 BC012111.1 ggggacaagttigtacaaaaaagcaggctccATGGAGCTGTCTGCAGTG ggggaccacttigtacaagaaagctgggtTCACTTGCTCGCCCCAAT
CBX7 PcDNA3.Gal4.CBX7 | ggggacaagtitgtacaaaaaagcaggciccATGGAGCTGTCAGCCATC ggggaccacttigtacaagaaagctgggtTCAGAACTTCCCACTGCG
CBX8 BC008937.2 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctccATGGAGCTTTCAGCGGTG ggggaccacttigtacaagaaagctgggtcTCATCTTTTCTCTTTAAA
CBX1 BC002609.1 ggggacaagttigtacaaaaaagcaggctccATGGGGAAAAAACAAAAC ggggaccacttigtacaagaaagctgggtcTTAGTTCTTGTCATCTTT
CBX3 BC000954.1 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctccATGGCCTCCAACAAAACT ggggaccacttigtacaagaaagctgggtcTTATTGAGCTTCATCTTC
CBX5 BC006821.1 ggggacaagttigtacaaaaaagcaggctccATGGGAAAGAAAACCAAG ggggaccacttigtacaagaaagctgggtTTAGCTCTTTGCTGTTTC
PHC1 BC073964.1 ggggacaagttigtacaaaaaagcaggctccCATGGAGACTGAGAGCGAG ggggaccacttigtacaagaaagctgggtTTAGGTCTCCTTGAGGAC
PHC2 BC130630.1 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctccATGGAGAATGAGCTGCCAG ggggaccacttigtacaagaaagctgggtCTAGGAGTCCTTGAGCATG
PHC3 BC131772.1 ggggacaagtttgtac gcaggctccATGGATACTGAACCAAACC ggggaccacttigtacaagaaagctgggtTTAAGATTCCTTCAGAGAG
RING1 BC051866.2 ggggacaagtttgtac gcaggctccATGACGACGCCGGCGAATG ggggaccacttigtacaagaaagctgggtTCACTTTGGATCCTTGGTGG
RNF2 BC012583.1 ggggacaagtttgtac gcaggctccATGTCTCAGGCTGTGCAG ggggaccacttigtacaagaaagcetgggtcTCATTTGTGCTCCTTTGT
PCGF1 BC004952.1 ggggacaagtttgtac gcaggctccATGAGGCTTCGGAACCAG ggggaccacttigtacaagaaagctgggtCTACCTCCTCTTCTCTTTC
MEL18 BC004858.2 ggggacaagtttgtac gcaggctccATGCATCGGACTACACGG ggggaccacttigtacaagaaagctgggtTCAAGTTAAGGGGGGCAC
PCGF3 BC107061.2 ggggacaagtttgtac gcaggctcc ATGTTGACCAGGAAGATC ggggaccacttigtacaagaaagctgggtTCACAGCAAGTCCATCTTG
BMI1 BC011652.2 ggggacaagtttgtac gcaggctagactgccATGCATCGAACAACGAGA | ggggaccacttigtacaagaaagctgggtaACCAGAAGAAGTTGCTGA
PCGF5 BC051845.1 ggggacaagtttgtac gcaggctccATGGCTACCCAAAGGAAAC ggggaccacttigtacaagaaagctgggtCTAACCGAAATCAATTCTTG
PCGF6 BC007602.1 ggggacaagtttgtac gcaggctccATGGAGGGGGTCGCGGTG ggggaccacttigtacaagaaagctgggtTCAAGTTATCTTCAGAGG
14-3-3¢ | BC000179 .2 ggggacaagtttgtac gcaggctccATGGATGATCGAGAGGATC ggggaccactttgtacaagaaagctgggtTCACTGATTTTCGTCTTCC
14-3-37 | BC003623.2 ggggacaagtttgtac gcaggctccATGGATAAAAATGAGCTGG ggggaccactttgtacaagaaagctgggtTTAATTTTCCCCTCCTTC

© 2010 Tous droits réservés.

Tableau 3 - Tableau des différents oligonucléotides utilisés. En rouge les séquences GATEWAY, en
italiqgue la séquence Kozak, en majuscule les 18 premiers ou derniers nucléotides correspondant a la
séquence d'intérét. pcDNA3.Gal4.CBX7 nous a été généreusement fournis par David Bernard (CLB,
Lyon).
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2°me étape : sous-clonage du produit PCR obtenu dans un vecteur d’entrée universel pDONR201
(Invitrogen) qui contient les sites attP1 et attP2 capables de recombiner avec attB1 et attB2 au cours
de la réaction BP (Intégrase + Integration Host Factor). On obtient alors un « clone d'entrée » dans
lequel 'ORF est maintenant flanquée de deux sites attL : attL1 et attL2. Les clones d’entrée sont
résistants a la kanamycine.

3°me étape : incubation du clone d’entrée avec le vecteur de destination. Ce dernier contient les sites
attR1 et attR2 qui recombinent spécifiguement avec attLl et attL2 au cours de la réaction LR
(excisionase), permettant I'obtention d’un « clone d’expression ». Le produit de cette réaction est
transformé dans des bactéries compétentes TOP10 (Invitrogen) pour I'amplification et la purification

du clone d’expression. Les clones d’expression sont résistants a I'ampicilline.

2 Amplification PCR

Pour le clonage des EST, les réactions d’amplification en chaine sont réalisées avec les polymérases
KOD HiFi ou KOD XL (Invitrogen) en fonction de la taille des fragments a amplifier, en suivant les
instructions du fournisseur. Les cycles d’amplification sont réalisés dans un thermocycleur PTC-200
(MJ Research).

3 Vecteurs rétroviraux

Les vecteurs rétroviraux de la leucémie murine de Moloney (MoMLV) ont été construits a partir du
PLNCX2 (Clontech) dans lequel la cassette IRES-pac issue de pIRESpuro (Clontech) a été introduite,
afin de lui conférer une résistance a la puromycine.

Alors, des vecteurs compatibles pour une recombinaison GATEWAY ont été générés pour
I'expression d’'une protéine étiquetée TAP (pRP-NTAP-GW) ou GFP (pRP-NGF-GW) en insérant les
cassettes GATEWAY et : TAP (a partir de pZome-1-N, Cellzome AG) ou GFP (a partir de pEGFP-N1,

Clontech) respectivement.

4  Vecteurs d’expression

Pour la production de protéines recombinantes étiquetées GST (glutathione-S-transférase), une
cassette GATEWAY a été introduite dans le vecteur pGEX-4T1 (Amersham). Pour les étiquettes HA,
Flag, GAL4 et GAL-EBD, nous avons utilisé des plasmides qui contiennent ces séquences et les
motifs de recombinaison GATEWAY, un promoteur de mammifére, une résistance antibiotique et une
origine de réplication bactérienne. lls ont été généreusement fournis par Cellzome AG.

Pour tester les activités répressives nous avons utilisé les vecteurs plasmidiques suivants :

- rapporteurs :

Elb (Cellzome AG), bax (promoteur entier du géne murin PM bax PF -2673/-1) et p21,
généreusement fournis par Didier Monté (IBL, Lille)

- normalisateur :

pRL-TK (Promega) contenant le géne codant la luciférase Renilla sous le contrdle du promoteur

minimal de la Thymidine kinase du virus de I'herpées simplex.
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5 Culture cellulaire

Nous avons utilisé plusieurs lignées cellulaires :

- HEK293gp (ATCC CRL-1573): production de rétrovirus

- HEK293-CI7 : lignée cellulaire de base HEK293 contenant une copie unique (clone n%7) d'un
transgéne composé de 4 sites UASga 4 €t d’'un promoteur de la thymidine kinase en amont de la
séquence codant pour la luciférase Firefly (lignée généreusement fournie par D. Schultz)

- HelLa (Human cervix epithelioid carcinoma — HPA cultures),

- HEK293 (Human Embryonic Kidney, HPA cultures)

Les cellules sont cultivées dans du milieu de culture DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
complété par 10% de SVF (Sérum de veau feetal, Gibco BRL, Life Technologies, Invitrogen), 100
unités/mL de pénicilline (Invitrogen) et 100ug/mL de streptomycine (Invitrogen), a 37<C sous une
atmosphére humide a 5% de dioxyde de carbone. Lorsque les cellules sont a confluence, elles sont
lavées avec du PBS (Phosphate Buffer Saline, Gibco, Invitrogen) puis décollées du support et

dissociées a l'aide d’une solution de 0,05% trypsine-EDTA (Gibco, Invitrogen).

6 Infection rétrovirale pour I'obtention de lignée stable

Les cellules productrices de rétrovirus recombinants (HEK 293gp), dérivées de cellules HEK293, sont
ensemencées dans une plaque 6 puits a raison de 3.10° cellules par puits, puis transfectées 24h plus
tard avec 0,8ug de plasmide rétroviral a I'aide de 'Exgen 500 (Euromedex) en suivant les instructions
du fournisseur. Aprés 48h, le milieu de culture contenant les virus est filtré a travers un filtre 0,45um
(Millipore).

Les cellules HeLa ou 293-CI.7 sont ensemencées dans une plaque 6 puits & raison de 10° cellules par
puits. Trois mL de surnageant filtré en présence de 8ug/mL de Polybrene sont utilisés pour réaliser
une infection pendant 24h. Les cellules sont ensuite incubées pendant 24h avec du milieu de culture
normal. La population polyclonale est ensuite sélectionnée avec 1ug/mL de puromycine. Les cellules
résistantes en prolifération sont testées pour I'expression de la protéine étiquettée par western blot

et/ou immunofluorescence et/ou activité sur le géne rapporteur luciférase.

7 Transfection des cellules

Les transfections sont réalisées en plaque de 6 (co-immunoprécipitations, infection virale), 12 ou 24
puits (activité luciferase). Les cellules sont ensemencées a J-1 pour obtenir une confluence de 60% le
jour J (1,2 millions de cellules / plaque). Les cellules sont rincées une fois avec de I'OPTI-MEM puis
mises en culture dans 3 mL d’'OPTI-MEM par puits d’'une plaque 6 puits. L'agent de transfection utilisé
est un polymeére d'éthylénimine (PEI, Exgen 500, Euromedex). Le mélange de transfection contient :
500ng d’ADN final et 2 pmoles de PEI pour 1 puits d’'une plaque 6 puits. L’ADN et le PEI sont dilués
dans 200uL d’eau physiologique et incubés pendant 30 minutes a température ambiante avant d'étre
déposés sur les cellules. Apres 6h, le milieu est aspiré et remplacé par du milieu complet normal.

Quarante huit heures aprés la transfection, les surnageants sont collectés (infection virale) ou les

cellules sont lavées une fois au PBS puis lysées dans 300uL de tampon de lyse cellulaire (Tris 250
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mM pH8, glycérol 25% (v/v), MgCl, 7,5 mM, NaCl 500 mM, NaF 125 mM et NazVO, 5 mM, NP40 0,2
% (v/v), cocktail d’inhibiteurs de protéases (cOmplete, EDTA-free, Roche)).

8 Mesure de l'activité luciférase

- Transfection transitoire : luciférase firefly (rapporteur) / luciférase renilla (normalisateur)

Vingt pL d’extrait cellulaire par échantillon sont déposés dans une plagque 96 puits. La plaque est
déposée dans le luminométre Centro LB 960 (Berthold). La luciférine est injectée a raison de 30uL de
luciférine par puits. En présence de luciférase Firefly, cette derniére est dégradée et émet de la
lumiere. Suite a l'injection, la lumiére est mesurée pendant 5 secondes. La réaction est stoppée par
l'injection de 30uL du second réactif « stop n glo», qui permet le dosage de l'activité luciferase
Renilla. La lumiere émise est mesurée pendant 5 secondes. Ainsi un rapport entre les 2 lumiéeres

mesurées permet d’obtenir une valeur normalisée.

- Lignées stables

Les cellules sont traitées avec 1/1000°™ d'éthanol ou 1uM d’hydroxytamixofen (4-OHT) pendant la
durée déterminée, puis les cellules sont lavées au PBS et lysées avec le tampon de lyse cellulaire.

La procédure est similaire a la précédente, mais seulement la premiére injection est réalisée, la
normalisation est effectuée par la mesure de la concentration en protéines totales des échantillons par
Bradford (BioRad Protein Assay).

9 Western blot

- Préparation des échantillons

Les cellules en culture subconfluentes sont lavées une fois avec du PBS, puis lysées pendant 15
minutes a 4C dans un tampon de lyse cellulaire. L’ extrait cellulaire est centrifugé a 16000 g pendant
10 minutes a 4. Le surnageant est conservé et la concentration en protéines est mesurée a l'aide

du réactif Bradford.

- Migration

Vingt a 40ug de protéines sont dénaturés dans une solution de Laémmli (pour du 5x : 5% SDS, 1% [3-
mercaptoéthanol, 0,25M Tris HCI pH6,5, 5% glycérol, 0,05% bleu de bromophénol) et ébouillantés a
99T pendant 5 minutes avant d'étre déposés dans un puits d’'un mini- ou midi-gel NUPAGE Novex 4-
12% Bis-Tris (Invitrogen). La migration électrophorétique a 200V est réalisée dans un tampon de
migration dénaturant NUPAGE MOPS SDS Running Buffer (Invitrogen) agrémenté d’'un antioxydant

(Invitrogen).

- Transfert

Aprés la migration, un transfert semi-sec du gel d'acrylamide est effectué sur une membrane de
nitrocellulose (Nitrocellulose transfert membrane, Whatman) a I'aide d’un tampon de transfert Towbin
(25mM Tris, 192mM Glycine, 20% v/v methanol, pH 8.3, 0,1% SDS) pendant 2h a 100mA constants.
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L'efficacité du transfert est vérifiée par coloration de la membrane au Rouge Ponceau (0.1% de

ponceau S dans 5% d’acide acétique, Sigma Aldrich).

- Révélation immunologique

La membrane est incubée pendant une heure dans une solution de saturation (100mg/mL lait, 1%
Tween 20 dans PBS) sous agitation. L'anticorps primaire utilisé a la dilution adéquate dans la solution
de saturation est incubé avec la membrane pendant 1h a température ambiante. Aprées 3 lavages de 5
minutes au PBS, la membrane est incubée avec I'anticorps secondaire couplé a la peroxydase, dilué
au 1/10000°™. Aprés 3 lavages de 5 minutes dans du PBS, les protéines immunodétectées sont

révélées par chimioluminescence (GE Healthcare).

10 Immunodétection sur cellules fixées

Les lignées cellulaires qui expriment de maniére stable la protéine d'intérét fusionnée a la GFP ou a
I'étiquette TAP sont ensemencées sur des lamelles rondes qui ont été préalablement traitées avec de
la poly-D-lysine. Quand les cellules atteignent une confluence de 70-80%, elles sont rincées une fois
avec du PBS puis fixées avec 4% de paraformaldéhyde pendant 20 minutes. Elles sont ensuite
rincées 2 fois au PBS puis perméabilisées dans 0,1% Triton X-100 pendant 5 minutes. Apres 2
lavages au PBS, les cellules sont saturées avec 1% de sérum de veau fcetal dans du PBS pendant
1h. Ensuite les incubations avec les anticorps primaires et secondaires (Alexa Fluor 594) adéquats
sont réalisées. Enfin, une coloration de I’ADN des noyaux est effectuée a I'aide du colorant Hoechst
33342 (Sigma) 10ug/mL dans du PBS pendant 1 minute. Aprés 5 lavages au PBS, la lamelle est
montée sur lame dans du MOWIOL (Sigma).

TAP : Ire = polyclonal anti-protéine A de lapin (sigma) a 0,5ug/mL, llre = chévre anti-lapin-Alexa594
(Invitrogen) au 1/1000°™.

GFP : Ire = monoclonal anti-GFP de souris (Clontech JL8) a 0,5ug/mL, lire = chévre anti-souris-
Alexa594 (Invitrogen) au 1/1000°™.

11 Immunoprécipitation

Quarante huit heures aprés la transfection transitoire, les cellules en plaques 6 puits sont lavées avec
du PBS froid puis lysées dans 300ul de tampon de lyse cellulaire. Les lysats sont centrifugés a 16000
g, 4T pendant 30 minutes. Vingt pL de billes anti- HA ou anti-Flag (sigma) préalablement rincées avec
du tampon de lyse cellulaire sont déposées dans 580uL de surnageant (20uL sont aliquotés en tant
gu'input). Les échantillons sont incubés sur une roue a 4T sur la nuit. Aprés 4 lavages avec le
tampon de lyse cellulaire, les protéines immunoprécipitées sont éluées a I'aide de 40ul de la solution

de Laemmli.

12 GST-pulldown

Les protéines fusionnées a la GST sont exprimées dans des bactéries E. coli BL21 (DE3) et purifiées
avec des billes de sépharose 4B couplée a la glutathione (GE Healthcare) en suivant les instructions

du fourisseur. Le tampon des protéines purifiées est ensuite changé par 100 mM Tris-HCI pH8 et 10
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% sucrose a l'aide de colonnes Amicon (Millipore) et d’'une centrifugation. Les protéines purifiées sont
a nouveau immobilisées sur les billes de séphaore 4B-glutathione et maintenues dans un tampon de
stockage (10 mM Tris-HCI pH8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA et inhibiteurs de protéases [Roche]).
Environ 2mg de protéines issues d'une extraction de protéines nucléaires a partir de cellules
adéquates en culture sont incubées avec les billes+GST sur une roue a 4C pendant une nuit. Les
billes sont ensuite lavées 4 fois avec le tampon E1A (50 mM Hepes, pH 7,9, 1 mM EGTA, 250 mM
NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA et des inhibiteurs de protéases). Les protéines retenues sont éluées
avec le tampon d’élution (10 mM glutathione in 50 mM Tris-HCI pH 8.0). Elles sont ensuite analysées
par SDS-PAGE puis par western blot.

Les extraits nucléaires pour le GST-pulldown sont préparés a partir de cellules HEK293 transfectées
de maniére transitoire avec un plasmide exprimant une protéine TAP. Quarante huit heures apres la
transfection, les cellules sont lysées dans un tampon pauvre en sels (10 mM Tris-HCI pH 7.4, 25 mM
NaCl, 2 mM MgOAc, 1 mM DTT, 1mM EDTA, 0.05 % NP-40 et des inhibiteurs de protéases [Roche])
pendant 15 minutes a 4C. Les noyaux sont culotés p ar centrifugation a 800g pendant 10 minutes a
4, puis resuspendus dans le tampon E1A pendant 2h a 4T sur une roue. Les protéines nucléaires

sont récupérées par centrifugation a 16000 g pendant 10 minutes a 4<T.

13 Chromatographie d’exclusion

Deux mg de protéines nucléaires fraichement préparées sont fractionnés dans une colonne Superose
6 HR 10/300 GL (GE Healthcare) préalablement équilibrée avec la phase mobile (50 mM Tris-HCI pH
7,4, 100 mM KCI). La chromatographie d’exclusion par FPLP (fast protein liquid chromatography) est
réalisée a l'aide d'un AKTA purifier (GE Healthcare). Les expériences sont réalisées a température
ambiante a un débit de 0,5 mL/min. En sortie de colonne, les élutions sont fractionnées par aliquots
de 500uL (une trentaine de fractions collectées par expérience). Vingt cing pL de chaque élution sont

utilisés pour une étude par western blot.

Pour 'obtention de la courbe de calibration, les protéines témoins (sigma-aldrich) suivantes ont été
analysées : bleu dextran (volume vide), thyroglobuline (669 kDa), apoferritine (443 kDa), beta-amylase
(200 kDa), alcool deshydrogénase (150 kDa), albumine de sérum bovin (66 kDa) et anhydrase
carbonique (29 kDa).

14 Purification TAP

Pour réaliser la purification TAP, les cellules exprimant la protéine fusionnée a I'étiquette TAP sont
mises en culture dans 40 boites de 15 cm de diameétre. A la confluence, les cellules sont collectées
avec un grattoir, lavées dans du PBS froid, resuspendues dans du tampon de lyse (50 mM Tris-HCI
pH 7,5, 125 mM NacCl, 5% glycérol, 0,2% NP-40, 1.5 mM MgCl,, 25mM NaF, 1 mM NasVO,, 1 mM
dithiothréitol [DTT] et inhibiteurs de protéases [Roche]) et homogénéisées mécaniquement par 20
aller-retours dans un pilon de type-B. Les extraits sont ensuite incubés pendant une heure sur une
roue a 4T pour extraire les protéines nucléaires. Les lysats sont ensuite clarifiés par
ultracentrifugation a 100000g.
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Les surnageants sont incubés avec des hilles couplées a des Immunoglobulines G (Sigma) sur une
roue pendant 2h a 4<C. Les protéines immobilisées s ont lavées avec un excés de tampon de lyse puis
avec le tampon de digestion par la TEV (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM NaCl and 0.2% NP-40)
avant d’'étre éluées par addition de 30mg de protéase TEV (Invitrogen) pendant 2h a 16<C. L’éluat est
ensuite incubé avec des billes de sépharose couplées a la calmoduline (Amersham) en présence de
2mM de CaCl, pendant 30 minutes a 4C sous rotation. Aprés plusi eurs lavages dans le tampon de
lavage (100 mM Tris-HCI pH8, 100 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 2 mM CacCl,), les protéines fixées a la

calmoduline sont éluées par ébullition dans une solution de Laemmli.

15 Analyse de spectrométrie de masse

Les protéines éluées aprées purification TAP sont séparées dans un gel dénaturant NUPAGE Novex 4-
12% (Invitrogen) puis sont colorées avec du Bleu de coomassie colloidal (Imperial Protein Stain,
Pierce). La piste est découpée a l'aide d'un scalpel sur toute sa hauteur en bandes d’environ 2mm de
hauteur. Les bandes obtenues sont décolorées dans une solution contenant 50 mM NH,HCO; et 50%
acétonitrile. Les protéines sont ensuite réduites dans du DTT puis alkylées avec de liodoacétamide.
Les bandes sont déshydratées avec de I'acétonitrile et rehydratées dans le tampon de lyse (25 mM
NH4HCO3) contenant 12,5ng/uL de trypsine pendant 30 minutes a 4C, I'exces de trypsine est retiré et
les bandes sont recouvertes par le tampon de lyse sans trypsine. Les échantillons sont ensuite
incubés sur la nuit a 37C. Les peptides tryptigues sont élués dans 3 tampons successifs, chaque
élution est réalisée sous agitation pendant 10 minutes a température ambiante : deux bains dans une
solution 45% acétonitrile, 10% acide formique puis une derniére élution dans 95% ACN, 5% acide
formique. Toutes les élutions sont poolées puis évaporées dans un speed-vac. Les échantillons, repris
dans 3uL d'acide formique 0,1%, sont analysés par chromatographie liquide en phase inverse (C18
Pepmap, Dionex) couplée par un électrospray a un spectrométre de masse en tandem (LCQ Deca
XP*, Thermo Electron Corp). L'acquisition permet de réaliser successivement un full scan dans
I'échelle 500-2000 m/z, et un scan MS/MS de lion le plus intense. Les données brutes sont
transformées en fichiers .dta puis soumises a la base de données publique Mascot
(www.matrixscience.com) de maniére a étre confrontées aux séquences de la banque Swiss-Prot. Les
parameétres pour l'interrogation de la base de données sont les suivants : 3 clivages oubliés, oxydation
des méthionines et carbamidométhylation des cystéines en modifications variables, 2 Da de tolérance
sur le peptide et 0,8 Da de tolérance pour la MS2. Les résultats sont annotés en fonction du score de
probabilit¢ Mowse (-10 x log(p), avec p la probabilité que la séquence identifiée corresponde a un
événement aléatoire). La plupart des protéines ont été identifiées avec plusieurs peptides
indépendants. Les protéines dont le score Mascot est inférieur a 38 ou le seuil de significativité est

supérieur a 5% ont été rejetées.
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RESULTATS ET DISCUSSION

© 2010 Tous droits réservés.

Partie 1 : Les protéines CBX Polycomb (CBX2, 4,6, 7 et8)

1 Etude de I'activité répressive des protéines CBX Polycomb

1.1 Systeme rapporteur exogene et sur-expression d’  une protéine fusionnée a
GALA4.

Nous avons entrepris de caractériser I'activité répressive de tous les membres de la famille CBX

Polycomb sur un plasmide exogéne codant pour la luciférase.

Gal4 (DBD) attR1

= 7> C{ —~
= \\chloramphenicol R

Y\/CCdB

4
5 LTRN& pIE-NGAL4-GW & a2

Packaging Signal

7454 bp

Promoteur CMV & ﬁ
g 3'LTR
_ Ampicilline R

Figure 12 - Carte du vecteur de destination pIE-NGAL4-GW utilisé pour obtenir un effecteur fusionné
a GAL4 (DBD)

Origine de réplication

Pour ce faire, nous avons construit un plasmide de destination (Figure 11) contenant :

- une cassette GATEWAY contenant les sites attR1 et attR2 afin de pouvoir cloner rapidement les
séquences codantes des CBX insérées dans le plasmide donneur (pDONR201)

- un domaine GAL4 (DBD) : domaine de liaison a I’ADN qui code pour les acides aminés 1 a 147 de la
protéine GAL4 issue de la levure Saccharomyces cerevisiae. Ce domaine est capable de reconnaitre
et de se fixer spécifiqguement sur les séquences UASga. (Upstream Activation Sequence) présentes
dans I'ADN.

- un promoteur fort CMV (cytomégalovirus) pour obtenir de hauts niveaux d’expression de la protéine
de fusion dans les cellules humaines

- une résistance a I'ampicilline et une origine de réplication bactérienne (afin de pouvoir sélectionner
les clones contenant le plasmide et de I'amplifier)

Les 5 séquences codantes de CBX ont été clonées dans le plasmide de destination plE-N-Gal4-GW
par une réaction LR. Nous avons obtenus 5 clones d’expression qui codent pour des protéines de

fusion GAL4-CBX, avec GAL4 situé a I'extrémité amino-terminale des protéines d'intérét.
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Nous disposions de 3 plasmides rapporteurs : G5-Elb-Fluc, G5-bax-Fluc et G5-p21-Fluc contenant
tous 5 sites UASga., €n amont d’'un promoteur et de la séquence codante du gene de la luciférase de
luciole (Firefly) : Fluc. Les promoteurs des 3 plasmides sont respectivement :

Elb (130nt) : le promoteur du géne codant pour le polypeptide IX de I'adénovirus

bax (337nt) : le promoteur du gene codant pour la protéine pro-apoptotique Bcl-2-associated X

et p21 (2278nt) : le promoteur du gene CDKN1A codant pour la protéine Cyclin-dependent kinase
inhibitor 1A.

Bax et p21 sont parmi les cibles favorites du facteur de transcription suppresseur de tumeur p53.

Ces 3 séquences correspondent a des promoteurs « forts » qui permettent d’obtenir une activité
transcriptionnelle élevée de Fluc quand ils sont transfectés dans des cellules de mammiféres.

Un seul et unique plasmide normalisateur a été utilisé dans cette premiére série d’expériences :

ubi-Rluc exprimant la luciférase de méduse (Renilla) sous le contrdle du promoteur fort de I'ubiquitine

C humaine.
(A) /~ Partenaire~, (B)
~~\Drotéique .’ SXUASc, —>
loNATN HHTED Luciferase Firefly
oo 130pb
]
l‘\
hole 5XUAS, —
Lucif Firefl
GAL4 (DBD) ""I |337pb| uciferase Firefly
5XUAS —
"I"l | Luciferase Firefly |
2278pb
| 5 ——TT—
1219pb

Figure 13 - Systéme rapporteur luciférase exogéne

A - Représentation schématique de la protéine de fusion entre I'effecteur et le domaine de liaison a
'ADN GAL4 (DBD). B - Représentation graphique des 3 plasmides rapporteurs et du plasmide
normalisateur utilisés

La protéine de fusion exprimée a partir du vecteur d’expression est susceptible d'interagir avec ses
partenaires protéiques naturels qui sont présents de maniére endogéne dans la cellule. Le domaine
GAL(DBD) permet l'adressage de la protéine (et de ses partenaires) en amont du promoteur de la
luciférase sur le plasmide rapporteur (Figure 12). L’activité répressive ou activatrice de I'effecteur (ou
du complexe) sur la transcription est évaluée en mesurant la quantité de luciférase présente dans les

cellules transfectées.

Nous avons réalisé des expériences de co-transfection dans des cellules HEK293, pour chaque
valeur, nous avons réalisé au moins 3 points, en ftriplicat. Un clone d'expression contenant la
séquence de la GFP fusionnée a GAL4 nous a servi de contrdle visuel de transfection et de référence

d’expression de luciférase normalisée.
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Des études préliminaires nous ont permis d’'estimer les quantités de plasmide a utiliser, pour 1 puits
d'une plaque 6 puits : plasmide normalisateur : 5ng, plasmide rapporteur : 100ng pour bax et p21,
500ng pour E1B-F-luc et vecteur d’expression : 100ng.

Les valeurs obtenues représentent le rapport des intensités de lumiére mesurées entre la luciferase
Firefly et la luciferase Renilla. Les résultats obtenus avec la GFP, ajustés a 100%, ont servi de

référence.

120

100 +

80 -

mE1lb
@ bax
mp2l

60

40 1

20 4

Luciferase Firefly / Luciferase Renilla

GFP CBX2 CBX4 CBX6 CBX7 CBX8

Figure 14 - Activité répressive des protéines CBX Polycomb sur 3 promoteurs différents. L'intensité
des luciférases a été mesurée 48h aprés transfection dans des cellules HEK293

D’'une maniére générale, nous remarquons que CBX4 est la protéine CBX Polycomb qui réprime le
plus dans nos conditions expérimentales. A l'inverse, CBX6 est la protéine ayant le moins d’effet sur la
transcription de la luciférase. Nous pouvons résumer les activités constatées de la maniére suivante :
Sur Elb : CBX4 > CBX2 > CBX7 = CBX8 > CBX6

Sur bax : CBX4 > CBX7 > CBX8 > CBX2 > CBX6

Sur p21 : CBX4 > CBX7 > CBX8 > CBX2 = CBX6

A I'exception de CBX2 sur Elb, les activités répressives générales observées sont conservées entre
les différents promoteurs testés. Le promoteur p21 apparait comme un promoteur puissant difficile a
réprimer contrairement au promoteur bax.

Compte tenu de ces derniéres observations, nous avons décidé de tester 'activité répressive d’autres
protéines associées au PRC1, que nous avons cloné dans le vecteur d'expression pIE-NGAL4-GW,

sur les promoteurs bax et p21.
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Figure 15 - Activité répressive de protéines décrites comme appartenant au complexe PRC1 sur deux
promoteurs différents. L'intensité des luciférases a été mesurée 48h apres transfection dans des
cellules HEK293

Nous constatons que les protéines RING1 et RNF2 n'ont pas d'effet sur p21 tandis qu’elles répriment
respectivement de 20 et 55% la transcription de la luciférase sous le contréle du promoteur bax. En ce
qui concerne les protéines polyhoméotiques (PHC1, PHC2 et PHC3), elles semblent se comporter
d’'une maniére similaire sur les 2 promoteurs testés, réprimant a plus de 70% l'activité de bax et de 40
a 60% lactivité de p2l. Enfin, les 2 protéines de la famille PCGF que nous avons étudiées se
comportent différemment. D’'un c6té Mel-18 est capable de réprimer de moitié les deux promoteurs

bax et p21, d’un autre PCGF6 ne réprime que bax, mais a presque 80%.

Discussion

Dans cette premiére série d’expériences, nous avons évalué indirectement l'activité répressive de
protéines effectrices fusionnées a GAL4 sur 3 plasmides rapporteurs contenant des promoteurs qui
leur étaient spécifiques. Nos résultats confirment que les protéines CBX sont des répresseurs
transcriptionnels. Méme si en quantité absolue, le promoteur bax permet d'obtenir de grandes
quantités de luciférase dans les cellules par rapport aux deux autres plasmides testés, c’est celui qui
est le plus facilement réprimé par les protéines CBX. Compte tenu de la structure de ces promoteurs,
nous remarquons que les promoteurs E1b et bax sont relativement courts, 130 et 337 paires de bases
respectivement, par rapport au promoteur p21 qui ne compte pas moins de 1219 paires de bases.
Ainsi, méme si le plasmide est circulaire, le site d’'ancrage des protéines de fusion est physiquement
plus éloigné du site d'initiation de la transcription pour p21 par rapport aux 2 autres promoteurs.
Cependant il est admis qu'au sein du génome, les protéines Polycomb sont localisées dans de gros
domaines (plusieurs kilobases), couvrant parfois plusieurs genes comme les genes homéotiques.
Compte tenu que dans nos conditions, p21 est le promoteur le plus « difficile » a réprimer, et que bax
et p21 sont tous les deux activés par le méme facteur de transcription p53, ce n'est pas la
mécanistique d’activation qui change d’'un promoteur a l'autre donc le site de fixation de I'effecteur

joue un role sur son activité.
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Les CBX Polycomb ne répriment pas de la méme maniére un promoteur commun, cela suggére
gu'elles possédent des activités répressives distinctes, suggérant qu’elles recrutent des complexes de
composition différentes pour réaliser la répression. Nous avons pu vérifier que l'activité répressive
était causée par leurs protéines partenaires en générant une forme tronquée de CBX7 (1-219) dans
laquelle la PC box est manquante (Figure 4). Ce mutant CBX7 ne possede plus aucune activité
répressive, comme la Pc box est indispensable pour l'interaction avec RING (Satijn DP, 1997, Mol Cell
Biol / Bardos JI, 2000, JBC), nous pouvons penser que la Pc box et les protéines qu'elle permet de
recruter sont importantes pour la répression médiée par les CBX. Mais comme nous I'avons vu, les
protéines RING a elles seules, ne sont pas en mesure de réprimer le promoteur p21, dautres
protéines sont probablement requises pour avoir un complexe PRC1 fonctionnel.

Au vu des résultats de la Figure 14, les protéines PHC, décrites comme pouvant jouer un réle dans la
diffusion des PRC1, sont en mesure réprimer fortement et de maniére assez similaire les 2
promoteurs testés, ce qui suggere qu’'elles pourraient faire partie ou recruter un complexe identique.
Enfin, les 2 membres de la famille PCGF qui ont été testées révelent des comportements divergents,

supposant gu'ils ne participent pas au méme complexe dans la cellule.

1.2 Systeme rapporteur endogene et expression induc  tible d'une protéine

fusionnée a GALA4.

1.2.1 Systéme rapporteur chromatinien, inductible par un analogue de I'cestrogéne

Compte tenu du caractere « artificiel » des tests préliminaires, nous avons souhaité mettre au point un
systeme qui allait nous permettre de suivre I'activité des CBX sur le promoteur d'un géne rapporteur
intégré de maniéere stable dans le génome. Pour ce faire, nous avons utilisé la lignée cellulaire
HEK?293-Cl.7 fournie par David C. Schultz (The Wistar Institute, Philadelphie).

Ce dernier a mis au point une lignée cellulaire dont le génome contient une copie unique d'un
transgéne rapporteur 5xGAL4-TK-luciférase, on parle de rapporteur « chromatinien ». Le transgene
contient la séquence codante pour la luciférase Firefly sous le contrdle du promoteur minimal de la
thymidine kinase du virus de I'herpés simplex. En amont de ce promoteur, 5 sites UASga sont
également présents (Sripathy SP, 2006, Mol Cell Biol). A I'image des expériences transitoires,
I'expression d'un effecteur contenant une étiquette GAL4 (DBD) permet son adressage auprés du
promoteur TK et la mesure de l'activité luciférase permet d’évaluer I'activité de I'effecteur sur la
transcription.

Dans le but de pouvoir suivre la répression du géne rapporteur chromatinien par les protéines CBX,
nous avons généré des lignées cellulaires dont 'activité des effecteurs serait inductible. Nous avons
opté pour un systeme dépendant de la présence d’'une hormone. Nous avons tiré profit du domaine de
liaison aux hormones du récepteur aux cestrogénes (DLO). Une région spécifique du récepteur aux
cestrogénes, dont la glycine 521 a été remplacée par une sérine, n’est quasiment plus sensible aux
cestrogenes naturelles présentes dans le sérum, alors qu’elle I'est 1000 fois plus a I'anti-hormone 4-

hydroxitamoxifen (4-OHT) (Littlewood TD, 1995, NAR). La génération d'une protéine de fusion avec le
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domaine DLO (G521R) permet de contrbler post-traductionnellement l'activité de I'effecteur en

ajoutant ou non du 4-OHT dans le milieu de culture.
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Figure 16 - Représentation schématique du systéeme rapporteur luciférase « chromatinien » dont la
répression ou I'activation transcriptionnelle est inductible par une hormone (4-OHT)

cytoplasme / noyau

En effet, la protéine contenant le DLO est séquestrée dans le cytoplasme des cellules, car en absence
de ligand (4-OHT), le DLO intéragit avec le complexe associé aux protéines HSP90, empéchant son
entrée dans le noyau. Par ajout de 4-OHT dans le milieu de culture, le complexe HSP90 est remplacé
par I'anti-hormone et permet a I'effecteur de pénétrer a l'intérieur du noyau (Figure 15).

Nous avons donc construit un plasmide de destination pour générer des lignées stables inductibles

par infection virale a partir de la lignée HEK293-ClI.7.

GAL4 (DBD) attR1
DLO (G521R) cat

-
%\cch
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Figure 17 - Carte du vecteur de destination pRH-N-DLO-GAL4-GW utilisé pour obtenir un effecteur
fusionné a un domaine de liaison a I'cestrogene et un site GAL4 de fixation a 'TUASga. @ son extrémité
amino-terminale.

Le plasmide pRH-N-DLO-GAL4-GW contient les séquences indispensables :

- pour la fabrication du virus : le signal d’'empaquetage et les séquences LTR (Long Terminal repeat)
5" et 3’ et un promoteur CMV

- pour I'amplification du plasmide : une origine de réplication bactérienne (Ori) et deux résistances a
I'ampicilline (bla = géne codant pour la B-lactamase) et au chloramphénicol (cat: gene codant pour la

chloramphénicol acétyl-transférase)
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- pour le clonage de l'effecteur : une cassette GW avec les séquences de recombinaison attR1 et
attR2.

- pour sélectionner les cellules qui ont intégré le transgene : un IRES (internal ribosome entry site) qui
permet l'initiation de la traduction en amont d’'un géne conférant une résistance a I'hygromycine (hpt =
géne codant pour I'hygromycine phospho-transférase). Notons que la lignée HEK293-Cl.7 est déja
résistante a la puromycine.

- pour obtenir I'étiquette d'intérét en N-terminal : les séquences codantes pour DLO (G521R) et le
domaine de liaison a 'ADN GALA4.

Nous avons cloné les différentes protéines CBX Polycomb dans le plasmide pRH-N-DLO-GAL4-GW
par une réaction LR, puis nous avons réalisé une infection virale dans la lignée HEK293-CI.7.

La concentration optimale en 4-OHT (dilué dans I'éthanol) pour l'induction a été évaluée a 500nM,
parallelement, des cellules de la méme lignée sont traitées avec de I'éthanol, les quantités de

luciférase mesurées sont normalisées par la quantité totale de protéines dans I'extrait.

120
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Figure 18 - Activité répressive des protéines CBX Polycomb sur le rapporteur chromatinien. L'intensité
de luciférase a été mesurée 48h aprés ajout de 4-OHT. Les valeurs ont été normalisées par la
guantité de protéines totales

Les protéines CBX fusionnées a DLO-GAL4 possedent des activités répressives différentes sur le
géne rapporteur chromatinien. Dans ces conditions, les modifications post-traductionnelles des
histones et le contexte génomique devaient nous permettre de suivre I'activité répressive de tous les
membres de cette famille. Nous constatons que CBX2 ne posséde aucune activité répressive dans
notre essai, que CBX6 et CBX8 ont des activités proches, mais ne sont capables de réprimer la
transcription de la luciférase que de 15-20% environ. Enfin, CBX4 et CBX7 apparaissent comme des
répresseurs forts de la transcription, en diminuant respectivement de 80 et 50% la quantité de
luciférase mesurée apres traitement au 4-OHT pendant 48 heures par rapport au contr6le. Le mutant
CBX7 qui ne possede plus la Pc box perd également sa capacité répressive dans ce test. Nous
pouvons sommairement résumer nos résultats de la maniére suivante :

CBX4 > CBX7 > CBX8 = CBX6 > CBX2
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Discussion

Nous avons réussi a mettre au point des lignées stables inductibles pour suivre I'activité des protéines
CBX sur un géne rapporteur chromatinien. Nous avons travaillé sur des populations hétérogenes suite
a linfection virale et une sélection par un traitement a I'hygromycine. Parallélement, nous avons
sélectionné une dizaine de clone pour chaque lignée, et les valeurs de luciférase mesurées étaient en
moyenne similaires a celles de la population hétérogene.

Notons que ce modele de répression inductible sur un géne chromatinien a été adopté par d'autres
équipes de recherche et qu'il a permis, entre autres, d'établir un modéle pour la transmission de la
marque H3K27me3 au cours des divisions cellulaires (Hansen KH, 2008, Nat Cell Biol). Nous avons
tenté de réaliser le méme type d’expérience en retirant du milieu le 4-OHT aprés 48h de répression,
cependant, la répression diminuait en méme temps que les cellules se divisaient, signifiant que la
répression induite par les PRC1 est perdue au cours de la division des cellules Hela.

Les résultats obtenus dans cette deuxieme série d’expériences confirment les résultats précédents.
Les « forces » de répression sont corrélées entre les deux systemes utilisés. Nous pouvons conclure
que les protéines CBX possédent des activités répressives différentes dans le modeéle choisi, ce qui
suggere qu’elles appartiennent a des complexes distincts. De plus, compte tenu de la perte d’activité
avec le mutant CBX7 [1-219], nous pensons que ce sont les protéines qui interagissent avec les CBX
qui sont responsables de la répression. C'est pourquoi nhous avons envisagé d'étudier les complexes
qui sont associés aux CBX, afin de mieux comprendre pourquoi elles avaient des activités si
différentes quand elles étaient adressées en amont d'un géne activement transcrit, dans un contexte

génomique.

1.2.2 Systéme rapporteur chromatinien, inductible p  ar un analogue de la progestérone

Afin de pouvoir étudier le recrutement séquentiel des différentes protéines associées au PRC1, nous
avons envisagé de mettre au point un second systeme inductible basé sur les mémes propriétés que
le précédent. Il existe une version tronquée du récepteur de la progestérone (42 acides aminés
manqguant en région C-terminale), qui lui confere une augmentation de son affinité pour le ligand
RU486 (ou mifépristone, un analogue chimique de la progestérone) et une forte diminution de la
sensibilité a 'hormone endogéne. Nous avons cloné cette version tronquée du DLP (domaine de
liaison a la progestérone) dans un vecteur rétroviral similaire au plasmide pRH-N-DLO-GAL4-GW,
mais portant un géne de résistance a la néomycine a la place de celui codant pour I'hnygromycine. La
carte du plasmide pRN-N-DLP-GAL4-