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RESUME

La schistosomiase représente actuellement la seconde endémie parasitaire mondiale apres le
paludisme. Annuellement, cette pathologie est responsable de 280 000 décés et 700 millions
d’'individus y sont exposés dans 74 pays a travers le monde. Actuellement, le traitement de la
schistosomiase repose sur l'utilisation d'un seul médicament, le Praziquantel®. Ainsi, le
développement de nouveaux médicaments est devenu une priorité absolue pour 'OMS. Dans
cette étude, notre objectif a été d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques afin de développer
de nouveaux précurseurs de médicaments. Au cours de ce projet, nous avons focalisé nos
recherches sur les enzymes impliquées dans la modification des histones et plus particulierement
sur les sirtuines, qui sont des lysines désacétylases NAD+ dépendantes.

Dans une premiére partie, nous avons caractérisé 5 orthologues de sirtuines de mammiféres
chez Schistosoma mansoni (SmSirtl, 2, 5, 6 et 7). De plus, nous avons étudié le potentiel des
sirtuines comme cibles thérapeutiques pour le traitement de la schistosomiase en évaluant la
toxicité d’inhibiteurs génériques de sirtuines humaines sur des parasites maintenus en culture.
Ainsi, nous avons montré que les inhibiteurs de sirtuines humaines affectent in vitro la viabilité
des schistosomules ainsi que la stabilité de I'accouplement et la production d’ceufs des vers
adultes. De plus, ces inhibiteurs induisent des changements morphologiques de I'appareil génital
du ver femelle.

Dans une seconde partie, nous avons entrepris d’étudier plus spécifiquement le réle de SmSirt2
en tant que cible thérapeutique. Ainsi, 'expression de la protéine recombinante en bactérie E.
coli (collaboration: C. Romier, IGBMC, lllkirch) ainsi que 'optimisation d’'un dosage fluorimétrique
nous ont permis de montrer que SmSirt2 présente une activité lysine désacétylase in vitro
(collaboration: M. Jung, Université Albert-Ludwigs, Freibourg). De plus, I'utilisation de ce dosage
nous a permis de mettre en place le criblage a haut débit d’'une chimiothéque de plus de 80 000
composeés afin d’identifier de nouvelles molécules inhibitrices de I'enzyme SmSirt2 (collaboration:
J. Schultz, Kancera AB, Stockholm). Les composés les plus prometteurs, ont été testés in vitro
sur des parasites en culture. Les résultats obtenus démontrent que les inhibiteurs de SmSirt2
affectent également la viabilité des schistosomules ainsi que la stabilité de 'accouplement et la
production d’ceufs des vers adultes.

Dans une derniére partie, nous avons mis en place un criblage d’'une banque d’ADNc de vers
adultes par la technique du double hybride en levure dans le but d’identifier les partenaires
protéiques de Sirtl chez S. mansoni. L'analyse partielle des résultats nous a permis de mettre en
évidence que SmSirtl interagit avec plusieurs protéines impliquées dans la régulation des génes
chez le schistosome. Au cours de ce projet, nous avons également développé et optimisé un
protocole permettant d’étudier I'activité enzymatique de SmSirt1 par injection d’ARNm dans des
ovocytes de Xénope. Ainsi, nous avons pu montrer que le sirtinol et la salermide, deux inhibiteurs
de Sirt1 humaine, présentent également une activité inhibitrice sur I'enzyme du parasite
(collaboration: K. Cailliau, Université des Sciences et Technologies, Lille).

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce projet de thése suggére que les sirtuines sont
des cibles thérapeutiques potentielles dans le traitement de la schistosomiase. Parmi les 5
orthologues identifiés chez S. mansoni, SmSirt2 semble une cible prometteuse. De plus, le
criblage a haut débit que nous avons réalisé sur 'enzyme recombinante a permis d’'identifier des
molécules qui, aprés bio-optimisation, pourront étre des candidats médicaments. Pour finir, ces
résultats participent a une meilleure compréhension du rdle biologique des sirtuines chez
S. mansoni et plus particulierement sur leur implication dans la survie et la reproduction du
parasite.



ABSTRACT

Schistosomiasis is the second most important parasitic disease worldwide after malaria. It is
responsible for about 280 000 deaths annually and 700 million people in 74 countries are
exposed to infection. Treatment of schistosomiasis currently depends on the use of the only
available drug, praziquantel, and for this reason the development of new drugs is a strategic
priority of the W.H.O. In this study, our objective was to identify novel therapeutic targets in order
to develop new lead molecules for drug development. During this project we have focused our
research on enzymes involved in histone modification, and more particularly on sirtuines, which
are NAD+-dependent lysine deacetylases.

In the first part of the project, we have identified 5 homologues of mammalian sirtuins in
Schistosoma mansoni (SmSirtl, 2, 5, 6 and 7). Moreover, we studied the potential of sirtuins as
therapeutic targets for the treatment of schistosomiasis by evaluating the toxicity for parasites
maintained in culture of generic inhibitors of human sirtuins. In this way we showed that these
inhibitors affect the viability of schistosomula and the stability of pairing and egg production of
adult worms. Moreover, these inhibitors caused major morphological changes, particularly to the
female worm genital apparatus.

A second part of our work was devoted to the more detailed study of SmSirt2 as a therapeutic
target. Immunisation of mice with the recombinant protein allowed us to obtain specific antibodies
and to show that SmSirt2 protein is expressed at all parasite developmental stages. Furthermore,
the use of the recombinant SmSirt2 expressed in E. coli (collaboration: C. Romier, IGBMC,
lllkirch) and the optimization of a fluorimetric assay allowed us to show that SmSirt2 possesses a
lysine deacetylase activity (collaboration: M. Jung, University Albert-Ludwigs, Freibourg).
Moreover, the use of this assay allowed the setting up of a high-throughput screen (collaboration:
J. Schultz, Kancera AB, Stockholm) of more than 80 000 compounds in order to identify novel
inhibitors. The most promising candidates were tested on parasites in culture and the results
obtained showed that SmSirt2 inhibitors also affect the viability of schistosomula, as well as the
stability of pairing and egg production of adult worms.

In parallel, we have carried out screening of a yeast two-hybrid cDNA library in order to identify
protein partners of Sirtl in S. mansoni. The partial analysis of the results obtained shows that
SmSirtl interacts with several proteins involved in gene regulation. In the course of this project,
using the enzyme expressed in Xenopus oocytes we were able to show that both sirtinol and
salermide, inhibitors of human Sirtl, also inhibit the schistosome enzyme (Collaboration: K.
Cailliau, University of Sciences and Technologies, Lille).

Taken together, the results of this thesis project suggest that sirtuins are potential therapeutic
targets for the treatment of schistosomiasis. Of the five orthologues of human sirtuins identified in
S. mansoni, SmSirt2 seems to be a promising target. Moreover, high-throughput screening using
the recombinant enzyme identified inhibitors that, after bio-guided optimization, could be drug
candidates. Finally, these results contribute to a better understanding of the biological role of
S. mansoni sirtuins and in particular their importance in parasite survival and reproduction.
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INTRODUCTION
| Généralités - Schistosomiase

1. Découverte de la pathologie

La premiére description de la schistosomiase est trés ancienne et remonte a 1550
avant J.C. Sur des papyrus découverts a Louxor, on peut interpréter que les égyptiens
faisaient déja état a cette époque, d’'une maladie caractérisée par une hématurie. Cette
interprétation sera confirmée par la suite par la découverte d’ceufs calcinés de schistosomes
dans le cortex rénal de momies égyptiennes. Au Moyen Age, la présence de sang dans les
urines a également été observée par des médecins portugais et espagnols dans des zones
qui sont actuellement endémiques pour la schistosomiase. Des chirurgiens francgais
accompagnant Napoléon Bonaparte lors de sa campagne en Egypte vont également faire le

méme constat.

Il faudra attendre 1852 pour que le docteur Théodore Bilharz mette en évidence, lors d'une
autopsie, la présence de petits vers blancs dans les veines mésentériques d’'un égyptien qu’il
va relier a la présence d'ceufs détectés dans les urines du patient. Il dénomme ce ver
Distomum haematobium qui sera par la suite, appelé Schistosoma haematobium. La

schistosomiase est également appelée bilharziose de par le nom de son découvreur.

En 1902, P. Manson remarque la présence d’ceufs de schistosome lors d’'un examen de
selles. Cependant, la morphologie des ceufs est différente de celle décrite par Bilharz
puisque les ceufs présentent un éperon latéral caractéristique [Manson, 1902]. Il défend ainsi
hypothése qu’il existe différentes espéces de schistosomes dont certaines sont
responsables d’'une forme intestinale et d’autres d’'une forme urinaire de la schistosomiase.
En 1907, Sambon confirme cette hypothése et nomme cette deuxiéme espéce, Schistosoma
mansoni. A la suite de ces découvertes, d’autres espéces de schistosomes capables
d’infecter 'homme vont étre identifiées: Schistosoma japonicum a été décrite pour la
premiere fois au Japon par Katsurada en 1904 [Tanaka et Tsuji, 1997], Schistosoma
intercalatum a été isolée en 1934 au Congo par Fisher alors que Schistosoma mekongi a été
découverte plus tardivement au Laos en 1978 [Ohmae et al., 2004]. Plus récemment, une
nouvelle espece, Schistosoma guineensis a été caractérisée en 2003 en République
démocratique du Congo. A ce jour, 21 espéces de schistosomes ont été répertoriées dont

six sont capables d’infecter ’lhomme [Webster et al., 2006].



2. Epidémiologie — Répartition géographique

En 2013, la schistosomiase représente la seconde endémie parasitaire mondiale
apres le paludisme. Cette pathologie est responsable de 280 000 déces annuellement et 700
millions d’individus y sont exposés dans 74 pays a travers le monde (Fig 1). On estime que
207 millions d’individus sont infectés par la schistosomiase et que 90 % des cas sont
localisés en Afriqgue sub-saharienne et plus particulierement au Nigéria, en Tanzanie, en
République démocratique du Congo et au Ghana [Steinmann et al., 2006]. L'espéce
S. haematobium représente en Afrique deux tiers du nombre de cas de schistosomiase dans
le monde alors que S. mansoni est responsable d’environ un tiers des cas. L’espéce
S. mansoni est également retrouvée localisée en Amérique latine et plus particulierement au
Brésil alors que les espéces S. japonicum et S. mekongi sont responsables de plus d’'un
million de cas de schistosomiase en Asie. Ces données épidémiologiques sont
généralement considérées comme sous estimées car dans certains pays endémiques,

aucune étude épidémiologique n’a été mise en place.
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Figure 1: Distribution géographique de la schistosomiase dans le monde en 2011. Les pays a
haut risque infectieux (en rouge) et les pays a faible risque infectieux (Orange) [OMS 2012].



3. Le cycle de vie du schistosome

La schistosomiase est une pathologie chronique due a un ver plat du genre
Schistosoma. Les schistosomes sont des trématodes a sexes séparés, hématophages et
vivant dans le systéme circulatoire de leur hoéte. lls présentent un cycle de vie complexe avec
cinq stades de développement qui sont morphologiquement différents. Les schistosomes
appartiennent a la sous classe des digénes car ils sont capables d’infester successivement
un héte intermédiaire, un mollusque gastéropode d’eau douce et un hote définitif qui est un
vertébré. Le cycle de vie du schistosome est caractérisé par une phase de reproduction
asexuée au sein du mollusque, alternée avec une phase de reproduction sexuée au sein de
son héte définitif (Fig 2).
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Figure 2: Les différentes étapes du cycle de vie du schistosome. L’héte intermédiaire est un
mollusque d’eau douce et I'héte définitif un vertébré [CDC: Center for Disease Control and Prevention]

3.1 De I’ceuf a la larve infectante du vertébré

Le premier stade de développement dans le cycle de vie du schistosome est I'ceuf.
Comme nous lavons vu au début de cette introduction, les ceufs présentent une
morphologie différente en fonction de I'espéce de schistosome considérée (Fig 3). En effet,

les ceufs de S. japonicum et de S. mekongi ont une forme arrondie, ne présentent pas



d’éperon a leur surface et sont de taille plus petite que les trois autres espéces connues pour
infecter ’lhomme. Les ceufs de S. haematobium ont une forme ovoide et présentent un
éperon terminal réduit. Pour finir, les ceufs de S. intercalatum ont une forme allongée et un
éperon terminal alors que ceux de S. mansoni sont caractérisés par une forme ovoide et la

présence d’'un éperon latéral.
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Figure 3: Morphologie d’ceuf de différentes espéces de schistosomes. De gauche a droite: ceufs
de I'espéce S. japonicum, S. mekongi, S. haematobium, S. intercalatum et S. mansoni [D’aprés CDC:
Center for Disease Control and Prevention].

Les ceufs de schistosomes contiennent une larve appelée le miracidium (Fig 4A). Au contact
d'une eau douce et dans des conditions de température et de luminosité favorables, les
ceufs éclosent pour libérer le miracidium. Cette larve nageuse de 150 a 180 nm de longueur
possede 4 couches épidermiques recouvertes par de nombreux cils lui permettant de se
déplacer dans l'eau. Libéré de l'ceuf, le miracidium part a la recherche de son héte, un
mollusque d’eau douce, il est infectieux pendant 8 a 12 heures. Chaque espéce de
schistosome présente une spécificité pour un genre de mollusque (Fig 4B). Ainsi, les
miracidiums de S. mansoni vont infecter des mollusques du genre Biomphalaria, ceux de
S. haematobium et de S. intercalatum des mollusques du genre Bulinus alors que les
miracidiums de S. japonicum vont infester des mollusques du genre Oncomelania. Pour finir,
les miracidiums de S. mekongi infestent des mollusques du genre Neotricula. Cette
spécificité d’espéce des miracidiums vis-a-vis de I'héte intermédiaire va régir en partie la

distribution géographique des différentes especes de schistosomes dans le monde.



(A)

Figure 4: Le miracidium: larve infestante de I’h6te intermédiaire. (A) Image d’un miracidium vu
par microscopie électronique a balayage. (B) Hbte intermédiaire, un mollusque d’eau douce spécifique
de chaque espéece de Schistosome. De gauche a droite: Mollusques du genre Bulinus, Biomphalaria
et Oncomelania [Lewis et al., 2008].

Dans 70% des cas, le miracidium s’introduit dans le mollusque par son pied. Grace aux
enzymes présentes dans ses glandes apicales et latérales, le miracidium lyse les cellules
épidermiques du mollusque puis s’attaque aux tissus sous-épidermiques pour rejoindre
'hémolymphe. Aprés sa pénétration au sein du mollusque, le miracidium subit une
transformation de son tégument et évolue en sporocyste primaire. En fonction de I'espéce de
schistosome considérée, le sporocyste se développe a différents endroits au sein du
mollusque. Ainsi, les sporocystes de S. mansoni et S. haematobium se développent a
proximité du site de pénétration alors que les sporocystes de S. japonicum auront tendance

a se développer plus profondément dans le mollusque et a proximité des organes creux.

Au sein du sporocyste se déroule une phase de reproduction asexuée au cours de laquelle
les cellules germinales se divisent pour donner naissance, aprés quelques semaines, a 2 ou
3 générations successives de sporocystes secondaires. Ensuite, les sporocystes
secondaires migrent vers I'hépato-pancréas et les gonades du mollusque soit de maniére
passive dans le systeme circulatoire, soit de maniére active a travers les tissus cognitifs
laches. A proximité de ces organes, un nouveau cycle de division des cellules germinales
des sporocystes secondaires suivi d’une différenciation aboutit a la formation de cercaires, la
larve infestante pour I'héte définitif, un vertébré. On estime que 3 a 8 semaines aprés
l'infestation d’'un mollusque, un miracidium peut donner naissance a plusieurs milliers de
cercaires. Les cercaires sont constituées d’un corps cercarien prolongé par une queue avec

une extrémité en forme de fourche lui permettant de se déplacer dans un milieu aqueux.



3.2 De la cercaire au développement de la pathologie

Arrivées a maturité, les cercaires s’échappent du mollusque pour se retrouver dans
'eau ou elles vont nager activement a la recherche de leur héte définitif. Aprés une premiére
phase de contact avec la peau, les cercaires pénetrent la barriere épidermique de leur héte
définitif grace a une attaque protéolytique de la peau, associée a des contractions violentes
de leur queue [Salter et al., 2000]. La phase de pénétration des cercaires au travers de la
peau s’accompagne d’'une perte de leur queue et d’'un changement de leur tégument. De
plus, les cercaires perdent leur glycocalyx afin d’échapper a la réponse immune de I'héte
définitif. Cette transformation va aboutir a un nouveau stade larvaire du schistosome que I'on
nomme le schistosomule. Aprés une durée de 2 a 4 jours dans la peau, les schistosomules
traversent I'épiderme de leur héte pour rejoindre la circulation sanguine qui va les transporter
jusque dans les capillaires pulmonaires. [Wilson et al., 1978]. Il a également été démontré
gu'un certain nombre de schistosomules empruntaient également les vaisseaux
lymphatiques pour se retrouver au niveau des poumons [Wheater et Wilson, 1979]. Au
niveau des capillaires pulmonaires, les schistosomules vont entrer dans une premiere phase
de maturation au cours de laquelle ils vont s’affiner pour pouvoir progresser dans les
capillaires et modifier leur tégument dans le but d’échapper plus facilement au systéme
immunitaire de leur héte. Aprés un passage dans les poumons de 3 a 4 jours, les
schistosomules retournent dans la circulation systémique pour atteindre le systéme porte
hépatique environ 15 jours aprés l'infestation. Au niveau du foie, les schistosomules vont
entrer dans une deuxieme phase de maturation ou ils vont subir une croissance intense
aboutissant a la formation de vers adultes, sexuellement matures aprés 30 jours

d’infestation.

Les vers adultes males et femelles sont facilement identifiables car ils présentent une
morphologie différente. En effet, alors que les vers males sont plats, trapus et de taille allant
de 6 a 13 mm de longueur, les femelles sont rondes, fines et ont une taille supérieure allant
de 10 a 20 mm de longueur (Fig 5B). Les vers adultes vivent en accouplement permanent au
sein de 'organisme de leur hote définitif. Le ver adulte male présente un canal gynécophore
ou la femelle vient se loger (Fig 5A, 5C). Les couples vont ensuite migrer a contre-courant de
la circulation sanguine pour aller se loger au niveau du plexus vésical a proximité de la
vessie pour I'espece S. haematobium et au niveau des veines mésentériques a proximité du

tube digestif pour les autres especes.



(A) (B)

Figure 5: Couples de vers adultes de S. mansoni. (A) Image colorée d’'un couple de schistosomes
prise au microscope: la femelle, de couleur plus foncée se loge dans le canal gynécophore du ver
male. (B) Morphologie d’une femelle adulte de schistosome a gauche et d’'un méle a droite. (C) Image
d’un couple de schistosomes prise au microscope électronique a balayage.

Environ 5 semaines aprés l'infestation et aprés fécondation, la femelle commence a pondre
de nombreux ceufs. En effet, on estime qu’une femelle peut pondre quotidiennement 300
ceufs pour les espéces S. mansoni, S. haematobium et S. intercalatum et jusqu’a plusieurs
milliers pour les especes S. japonicum et S. mekongi. Une partie des ceufs pondus va étre
entrainée par le flux sanguin jusque dans les capillaires des organes les plus proches: la
vessie pour les ceufs de S. haematobium, le foie et lintestin pour les autres espéces de
schistosomes. Bloqués dans les tissus, les ceufs sont a l'origine de la pathologie en
provoquant une réaction inflammatoire intense aboutissant a la formation de granulomes
bilharziens caractéristiques de la bilharziose (Fig 6A et 6B). Ces granulomes sont composés
de cellules épithélioides et de nombreuses cellules immunitaires comme les macrophages,
les éosinophiles et les lymphocytes. Par la suite, ce granulome évolue en fibrose aboutissant
a une obstruction des capillaires qui est a 'origine d’'une hypertension portale entrainant une

hépato-splénomégalie également caractéristique de la schistosomiase (Fig 6C).

Figure 6: La présence des ceufs
dans les tissus est responsable de
la pathologie. (A) Coloration d’une
coupe de granulome intestinal. (B)
Coloration d’'une coupe de granulome
hépatique. (C) Individu atteint d’'une
hépato-splénomégalie.
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L’autre partie des ceufs pondus par la femelle schistosome a proximité de la lumiere
intestinale ou uro-génitale, va traverser la paroi de ces organes creux pour étre évacuée a
I'extérieur de I'organisme dans les selles et I'urine afin de permettre la continuité du cycle de

développement du schistosome.

4. Physiopathologie et Diagnostic

D’un point de vue clinique, on distingue plusieurs phases dans I'évolution de la
pathologie chez 'lhomme. La premiére, la phase d’invasion correspond a la pénétration des
cercaires au sein de leur hote. Cette phase passe souvent inapercue mais peut étre
caractérisée, 15 a 30 minutes aprés le bain infestant, par I'apparition d’un érythéme cutané
allergiqgue plus communément appelé la dermatite du nageur. Cette dermatite est plus
importante pour les espéces S. japonicum et S. mekongi et s’accompagne, lors de la
migration des schistosomules dans l'organisme, de fievre nocturne, de céphalées, de
myalgie et de douleurs abdominales. Ces différents symptdmes apparaissent entre 14 et 84
jours apres une premiére infestation et sont caractéristiques du syndrome de Katayama
[Ross et al., 2007]

La deuxiéme phase de développement de la pathologie correspond a une phase toxémique
due a la migration et a la maturation des schistosomules dans la circulation sanguine. Cette
phase clinique est marquée par un malaise général caractérisé par une asthénie, de la
fievre, des maux de téte et une anorexie qui sont bien souvent accompagnées de troubles
anaphylactiques tels que l'apparition d’un prurit, d’'une arthralgie, d’'une myalgie et de

poussées d'urticaire.

La troisieme phase est une phase d’état correspondant a la ponte des ceufs dans
'organisme par les vers femelles de schistosome. Dans le cas d’une bilharziose uro-génitale,
cette phase est caractérisée par l'apparition de sang dans les urines s’accompagnant
généralement de signes d’irritation vésicale comme des douleurs mictionnelles pouvant se
propager aux bourses ainsi qu’au périnée. Dans certains cas, ce sont des crises de coliques
néphrétiques qui vont orienter le diagnostic. Dans le cas d’une bilharziose intestinale, le
symptdme caractéristique est une perturbation du transit ou I'individu alterne entre des crises
diarrhéiques d’intensités variables et des périodes de constipation accompagnées de
ballonnements et de douleurs coliques. La présence de sang dans les selles est également

un symptdme caractéristique de la bilharziose intestinale.

Pour finir, la derniere phase de développement de la pathologie est une phase de

complications qui correspond a la rétention des ceufs dans les tissus de I'organisme. Dans le
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cas d’'une bilharziose uro-génitale, on note une atteinte sévére de I'arbre urinaire ainsi que
du systeme génital avec, entre autres, [lapparition de fistules urétrales,
d’utérohydronéphrose, d'urétrite, de prostatite, d’'endométrite et de vaginite. L’ensemble de
ces complications favorise bien souvent le développement de cancer de la vessie [Zaghloul,
2012] et facilite la pénétration de pathogenes transmis sexuellement tel que le HIV (Human
Immunodeficiency Virus) [Secor, 2012]. Dans le cas d'une bilharziose intestinale, les
complications sont caractérisées par une hépato-splénomégalie aboutissant, dans les
formes les plus sévéres de la pathologie, & une hypertension portale. Dans des cas plus
rares, les parasites peuvent présenter une localisation cardio-vasculaire, neurologique et/ou
cutanée pouvant entrainer des myélites transverses, une paraplégie et/ou des lésions

papulonodulaires.

\

En plus de ces différents aspects de la pathologie associés a linfestation par les
schistosomes, d’autres effets de la maladie contribuent & son impact sur les populations
affectées. Dans une méta-analyse des rapports scientifiques qui concernent la morbidité
induite par la schistosomiase, les auteurs ont mis en évidence l'association de la maladie
avec I'anémie, la douleur chronique, I'intolérance a I'exercice, la sous-nutrition, un retard de
croissance et une diminution des capacités d’apprentissage [King et al., 2005]. L'impact des
maladies sur les populations est mesuré par I'estimation des années de vie en bonne santé
perdues a cause de la morbidité et de la mortalité qu’elles provoquent: les DALYs (Disability
Adjusted Life Years). L'OMS a attribué un « poids d’handicap » (disability weight) de 0,5% a
la schistosomiase, mais les travaux de King et al. ont permis de corriger ce poids pour
I'estimer entre 2 et 15%. De ce fait, les DALYs perdus, attribuables a la schistosomiase,
s’élevent a 24 millions au minimum [King, 2010], placant cette maladie au deuxiéme rang

des parasitoses, derriére le paludisme.

Les méthodes de diagnostic utilisées sont différentes au cours du cycle de
développement du schistosome dans I'organisme. En effet, pendant les phases d’invasion et
de croissance du parasite, qui correspondent a la pénétration des cercaires puis a la
migration des schistosomules dans la circulation sanguine, on observe, chez l'individu
infesté, une hyper-éosinophilie importante ainsi qu’'une réaction sérologique rapidement
positive. Pendant la phase de maturation, les ceufs pondus par la femelle schistosome sont
mis directement en évidence dans les selles, les urines et parfois dans les biopsies de

granulomes.

Au cours des phases d’invasion et de croissance, la bilharziose est fréquemment
asymptomatique et par conséquent difficile a diagnostiquer. Cependant, au cours de ces

deux phases, I'éosinophilie est importante surtout pour les espéces S. mansoni, S. mekongi
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et S. japonicum avec un taux de polynucléaires éosinophiles allant de 40 a 70 %. A partir de
la phase d’état ou les femelles commencent a pondre, ce taux diminue et est aux environs
de 10 a 20 %. Les techniques sérologiques pour le diagnostic de la bilharziose sont
sensibles et utilisent, quasiment toutes, des antigénes extraits de S. mansoni. Parmi ces
techniques, 'immunofluorescence indirecte et le test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) sont aujourd’hui les plus utilisées car elles présentent une sensibilité et une
spécificité importante. L'immunoélectrophorése, est la technique de diffusion en milieu gélifié
la plus utilisée pour le diagnostic sérologique de la bilharziose. La réaction antigéne-
anticorps est mise en évidence par l'apparition d’arcs de précipitation révélés aprés
coloration. A linverse, les techniques nécessitant des antigenes vivants, telles que la
réaction de Vogel-Minning qui utilise des cercaires [Pifano et Ron Pedrique, 1959] et celle
d’'Olivier Gonzales [Kagan et Oliver-Gonzales, 1958] qui utilise des ceufs de schistosome,
sont de moins en moins, voire quasiment plus utilisées car elles nécessitent I'entretien de

souches parasitaires au laboratoire.

Pendant la phase de maturation, le diagnostic est orienté par la mise en évidence de la
présence des ceufs dans les selles, les urines ou les biopsies. La détection des ceufs
apporte la preuve indiscutable de la parasitose mais peut étre difficile & mettre en évidence
notamment lors d’'une infestation modérée. Dans le cas d'une bilharziose urinaire, la
détection des ceufs de S. haematobium s’effectue par un examen du culot sédimentaire des
urines de 24 heures ou par une filtration des urines sur une membrane en polycarbonate. La
filtration des urines permet une évaluation quantitative du nombre d’ceuf. Chez les enfants,
I'hématurie est caractéristique d’une infestation par S. haematobium. Cette derniére est mise
en évidence a l'aide d’'une analyse au microscope d’'un échantillon d’'urine ou a l'aide de

bandelettes réactives.

Dans le cas d’une bilharziose intestinale, la recherche des ceufs s’effectue au cours d’un
examen de selles. La technique de Kato-Katz [Katz et al., 1970] est la plus utilisée a ce jour
et permet, par 'examen sous microscope d'un prélévement de matiere fécale d’estimer
lintensité de linfestation, car celle-ci est proportionnelle au nombre d’ceufs trouvés par

gramme de selle.

Pendant la phase de complication, il est possible de réaliser une cystoscopie afin de mettre
en évidence des lésions au niveau du systéme urogénital. La radiographie est utilisée afin
d’observer des calcifications vésicales, urétrales ou, dans certains cas plus avancés, une
calcification compléte de la vessie. Dans les cas de bilharziose du systeme nerveux central,
'lmagerie par Résonnance Magnétique (IRM) sera nécessaire pour mettre en évidence un

rétrécissement médullaire dans le cerveau.
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5. Traitement de la pathologie

La lutte contre la schistosomiase impose une stratégie globale comprenant le
traitement a grande échelle des populations a risques, I'accés a 'eau potable, 'amélioration
de l'assainissement, I'éducation sanitaire des populations ainsi que la lutte contre I'héte
intermédiaire, le mollusque [OMS, 2013].

5.1 Education des populations

Comme nous l'avons vu au cours de cette introduction, I'eau constitue un facteur
essentiel dans la chaine épidémiologique de la bilharziose. Dans les zones endémiques, les
femmes et les enfants sont quotidiennement exposés a des eaux contaminées par le
schistosome. L’éducation sanitaire et la prévention de la contamination des eaux par les
matiéres fécales et les urines sont difficiles & mettre en place car elles se heurtent a des
habitudes et a des impératifs de vie quotidienne. De plus, la mise en place de campagne de
prévention a grande échelle s’avére compliquée car elle nécessite des moyens financiers et
humains importants. Cependant, en Arabie Saoudite et a Porto Rico ol des investissements
ont aidés a mettre en place de larges campagnes de prévention, cette stratégie a permis

d’obtenir des résultats intéressants dans la lutte anti-shistosome.

5.2 Contrble vectoriel

Une autre stratégie utilisée dans la lutte contre la schistosomiase consiste a
éradiquer, dans les zones endémiques, les populations de mollusques vecteurs de la
pathologie et essentiels au cycle de vie du schistosome. Cette stratégie repose sur
l'utilisation de mollusquicides ou de plantes aquatiques mollusquicides ainsi que sur
différentes méthodes biologiques telles que limplantation de microparasites, d’autres
parasites trématodes, de prédateurs ou de souches de mollusques compétiteurs.
L’élimination des végétaux dont se nourrissent les mollusques a également été proposée
pour diminuer ou éradiquer les populations de gastéropodes. [Madsen, 1990]. L'utilisation de
mollusquicides a grande échelle est difficile & mettre en place et s’avére onéreuse. De plus,
cette stratégie ne présente pas un impact durable sur la diminution de la transmission de la
maladie. L’utilisation du niclosamide dans la région de Capim Branco (MG, Brésil) a permis
une réduction importante du nombre de mollusques B. glabrata infestés. Néanmoins, 3 mois
aprés l'arrét de [l'utilisation du mollusquicide, la population de mollusque s’est rétablie
[Coura-Filho et al.,, 1992]. Par ailleurs, l'utilisation massive et répétée de certains

mollusquicides a un impact néfaste sur I'environnement en détruisant la faune et la flore
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dans les zones traitées. Toutefois, ['utilisation des mollusquicides dans les zones
endémiques conjuguée a celle de la chimiothérapie sur les populations infestées reste une
stratégie de contréle envisageable. En effet, dans une étude récente menée au Kenya, il a
été montré que [l'utilisation du niclosamide dans la riviere Kambu associée a celle du
Praziquantel® (PZQ) pour traiter les populations infestées permet un meilleur contrdle a long
terme de lincidence de la schistosomiase. De plus, il a été observé une régression de
'hépato-splénomégalie chez les populations traitées au PZQ [Kariuki et al., 2013]. Il faut
néanmoins préciser que la riviere traitée ne représente pas une source importante piscicole
pour les populations, et que la dilution du niclosamide en aval de la zone de traitement a
prévenu tout effet néfaste sur les populations de poissons.

Néanmoins, des méthodes plus écologiques peuvent étre utilisées: I'asséchement
périodique des canaux d’irrigation et la destruction des végétaux dont se nourrissent les
mollusques sont deux exemples qui ont permis, dans certaines zones endémiques, un
contréle de la transmission de la bilharziose. L’utilisation de mollusques compétiteurs des
hétes intermédiaires est activement explorée, notamment au Brésil ou la souche Taim de
Biomphalaria tenagophila est totalement résistante a l'infection par S. mansoni. [Nacif-
Pimenta et al., 2012]. L’élevage a grande échelle de la souche Taim est actuellement
entrepris au Brésil, mais les résultats de I'implantation de cette souche sur le terrain ne sont
pas encore connus [Rosa et al., 2013]. Néanmoins, dans certaines zones endémiques pour
la schistosomiase, lintroduction intentionnelle ou accidentelle d’autres gastéropodes a
permis d’éliminer I'héte intermédiaire du schistosome. Ainsi, en Guadeloupe et a Porto Rico,
l'introduction de Marisa cornuarietis a permis d’éliminer B. glabrata [Pointier et Giboda,
1999]. Il en est de méme pour Melanoides tubercula qui a été utilisé avec succés au cours
d’un projet visant a éliminer la schistosomiase a St Lucie [Jordan, 1985]. De plus, une étude
réalisée sur les mémes sites, 14 ans plus tard, a permis de confirmer I'élimination totale de
B. glabrata [Pointier, 1993]. Cette stratégie représente donc une approche pertinente pour le
contr6le durable de la schistosomiase, particulierement dans le cas de foyers d'infestation
isolés et ou le risque écologique potentiel de l'introduction d’'une espéce de mollusque

étrangeére est limité.

5.3 La chimiothérapie

A ce jour, la chimiothérapie est le moyen de lutte contre la schistosomiase qui reste le
plus efficace sur la réduction de la morbidité dans les zones endémiques. Cependant,
I'arsenal thérapeutique reste limité a I'utilisation du PZQ et a quelques drogues peu utilisées,

qui ont été abandonnées. Découvert au milieu des années 70 [Thomas et Gonnert, 1977], le
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PZQ a montré une efficacité non négligeable dans le traitement de la bilharziose et s’avére
également efficace sur d’autres trématodes et sur certains cestodes. Ce médicament est trés
bien toléré et ne provoque que trés peu d’effets secondaires chez les patients traités. Le
mode d’action précis de ce principe actif, sur les vers adultes de schistosome, est encore
inconnu. Cependant, il provoque des contractions musculaires violentes et des dommages
au niveau du tégument des vers adultes qui vont permettre de les décrocher des vaisseaux
sanguins et de les éliminer progressivement par le systéme immunitaire. Le PZQ est un
dérivé de la pyrazino isoquinoline qui était utilisé, a I'origine, comme anxiolytique et qui est
aujourd’hui administré aux patients en une seule dose orale de 40 mg/kg. Des doses plus
fortes, équivalentes a 60 mg/kg, sont généralement administrées aux patients atteints de S.

japonicum.

(A) (B)

Figure 7: Le Praziquantel® ou Biltricide (Bayer). (A) Conditionnement et comprimés de PZQ. (B)
Représentation de la molécule de PZQ.

Malgré son efficacité reconnue sur I'ensemble des espéces de schistosomes capables
d’infester 'lhomme, le PZQ présente peu, voire aucun effet sur les stades ceuf et larvaires du
schistosome. Or, dans les zones endémiques, les individus sont trés souvent soumis a des
infestations successives et hébergent, au sein de leur organisme, différents stades de
développement du parasite. Ainsi, I'utilisation de plusieurs doses de PZQ est nécessaire

pour obtenir une guérison totale.

L'utilisation massive et répétée du PZQ a permis en Egypte, par exemple, de réduire
considérablement la morbidité associée a S. mansoni [Fenwick et al., 2003]. Néanmoins, son
utilisation intensive dans certaines régions d’Egypte ou du Kenya a également entrainé le
développement de résistances [Ismail et al., 1999]. De plus, des expériences in vitro ont
montré, qu’il est possible d’obtenir des souches de parasites résistantes au PZQ [Fallon et
Doenhoff, 1994]. Ce mécanisme de résistance répond aux lois Mendélienne et est di a un
géne ou un groupe de génes dominants [Liang et al., 2003]. Actuellement, I'apparition de ces
isolats de résistance est mineure mais on estime qu’aprés une vingtaine d’années
d’utilisation massive du PZQ, celle-ci pourrait devenir beaucoup plus sérieuse [Ross et al.,
2002].
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Parmi les quelques médicaments efficaces dans le traitement de la bilharziose, on peut citer
également I'Artéméther qui est un dérivé de l'Artémisinine utilisée également dans le
traitement du paludisme. Cette molécule présente l'avantage d'étre active sur les
schistosomules pendant 21 jours post-infection et est capable de tuer tous les
schistosomules immatures si elle est administrée toutes les deux semaines [Xiao et al.,
1996]. L'Artéméther est également actif sur toutes les espéces de schistosomes capables
d’infester 'lhomme et son utilisation en combinaison avec le PZQ produit in vivo chez le lapin,
un effet synergique sur la mort des vers adultes [Shuhua et al., 2000]. Les doses requises
pour traiter la bilharziose avec I'Artéméther sont plus faibles que celles utilisées pour traiter
le paludisme. Néanmoins, son utilisation dans des zones endémiques a la fois pour le
paludisme et pour la schistosomiase, est trés peu probable car elle pourrait a long terme

faire émerger des souches résistantes de Plasmodium falciparum.

Actuellement, la seule alternative au PZQ pour traiter la bilharziose est l'utilisation de
'oxamniquine dans le cas d’une infection par S. mansoni et celle du Métrifonate dans le cas
d’une infection par S. haematobium. Cependant, l'utilisation de ces deux médicaments est
trés restreinte ou a été abandonnée car leur colt de production sont tres élevés et leur

spectre d’action est limité a une seule espéece de schistosome.
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Figure 8: Molécules alternatives au Praziquantel®. (A) Artéméther, (B) Oxamniquine et (C)
Métrifonate.

5.4 La vaccination

Comme nous venons de le voir, la chimiothérapie a permis dans certains pays
endémiques de réduire significativement la morbidité due a la schistosomiase. Néanmoins,
son utilisation n’a pas permis d’interrompre la transmission [King et al., 2006] et une
alternative intéressante serait le développement d’un vaccin. Une stratégie vaccinale dirigée
contre la schistosomiase permettrait de protéger les populations a risques et préviendrait les
réinfections successives qui sont fréquentes dans les zones endémiques. Actuellement,
plusieurs candidats vaccins sont en cours de développement et utilisent comme antigenes
de I'espéce S. mansoni, la paramyosine, I'isomérase triose phosphate, la tétraspanine 2,
Sm14, la Sm23, I'lrV-5 ainsi que la glutathion-S-transférase Sm28-GST [McManus et
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Loukas, 2008]. Malgré la découverte et la publication de plusieurs candidats vaccins
potentiels utilisant des antigénes de S. mansoni, a ce jour seul un vaccin, appelé BILHVAX
ou 28-KDa GST de S. haematobium, est entré en essai clinique [Capron et al., 2005].
Développé a I'Institut Pasteur de Lille, ce vaccin, actuellement en essai clinique de phase I,
utilise la protéine Sh28 comme antigéne. La vaccination entraine la production d’anticorps
qui bloguent I'activité enzymatique de la Sh28-GST, indispensable a la production des ceufs
et impliquée dans I'élimination des produits toxiques du métabolisme chez le schistosome
[Capron et al., 2005]. Toutefois, ce vaccin ne présente pas d’effet préventif mais permet, en
association avec un traitement au PZQ, de contrdler la pathologie due a linfestation et

augmente la protection vis-a-vis de la réinfestation.

D’autres candidats vaccins dirigés contre S. mansoni sont également bientét préts a faire
leur entrée en phase d’essai clinique [Oliveira et al., 2008]. Parmi ces candidats, la protéine
Sm14, capable de se fixer aux acides gras, a montré in vivo chez la souris et le lapin une
protection vis-a-vis de S. mansoni mais également sur un autre trématode, Fasciola hepatica
[Tendler et Simpson, 2008]. Un autre candidat, prét a entrer en phase clinique, est le vaccin
a ADN Sm-p80 qui code pour une grande sous unité d’'une protéase calcium-dépendante qui
a montré un effet protecteur chez le babouin comparable a un vaccin utilisant comme

antigéne des cercaires irradiées [Zhang et al., 2010].

Plus récemment, des équipes brésiliennes ont pu montrer qu’un fragment du domaine
extracellulaire de la protéine membranaire Tetraspanine 2 (TSP2) de S. mansoni était un
antigéne prometteur qui permet chez la souris d’obtenir un niveau élevé de protection [Tran
et al., 2006]. Une autre équipe a montré que la protéine TSP2 de S. japonicum présente

également un effet protecteur chez la souris [Yuan et al., 2010].

Dans la seconde partie de cette introduction, a travers quelques rappels historigues nous
définirons la notion d’épigénétique puis nous aborderons différents mécanismes

épigénétiques impliqués dans la modification de la structure de la chromatine.

Il Généralités - Epigénétique
1. Un peu d’histoire... De la génétique a I’épigénétique

La génétique est une branche de la biologie qui étudie les caractéres héréditaires des
individus, leur transmission au cours des générations ainsi que leurs modifications. Gregor
Mendel (1822-1884) est considéré comme le pere fondateur de la génétique en établissant

des lois qui définissent la maniere par laquelle les génes se transmettent de génération en
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génération. En effet, pendant huit années, il a mené, dans le jardin de son monastere, des
expériences minutieuses portant sur la reproduction de quelques 12 000 plants de pois
comestibles. Il a déterminé sept caractéres facilement identifiables a étudier, dont chacun
peut présenter deux états différents (forme et couleur de la graine, couleur de I'enveloppe,
forme et couleur de la gousse, position des fleurs et longueur de la tige).

Graine Fleur Cosse Tige
Forme Cotylédons Couleur Forme Couleur Emplacement, [aille
® CO| L] = % E‘
iissflsse& Jaune Blanc Plein Jaune :I‘:’r:ﬁ:‘:lmg Long (~3m
Blanc & : T Cosse terminales|  Court
Pidé Wert Wiolet Etroit Wert Fleurs en haut | (~30 cm)
1 2 3 4 5 [ 7

Figure 9: Les lois de Mendel fondatrices de la génétique moderne. A gauche, photographie de
Gregor Mendel (1822-1884). A droite, les différents caractéres étudiés par Mendel lors de ses
expériences de croisements de plants de pois.

Sa méthodologie rigoureuse lui a permis de déterminer avec précision I'évolution des
caractéres étudiés sur plusieurs générations, a la suite de croisements impliquant des
lignées pures qui différent par un ou plusieurs caracteres. Ainsi, grace a ses travaux, en
1866, il affirme qu’un caractére héréditaire peut exister sous différentes versions, les unes
dominantes, les autres récessives [Mendel, 1866]. Par la suite, il en déduira les notions
d’homozygotie et d’hétérozygotie. Ces résultats novateurs, qui vont a I'encontre de la théorie
depuis longtemps admise, de I'hérédité dite par mélanges seront ignorés par la communauté

scientifique pendant prés de 35 ans.

Cependant, plusieurs découvertes importantes vont voir le jour pendant ces nombreuses
années. En 1869, par exemple, 'ADN est isolé pour la premiére fois par le biologiste suisse,
Friedrich Miescher (1844-1895), qui a publié un article dans lequel il annonce avoir isolé une
substance riche en phosphore [Dahm, 2005]. Il utilisera le terme de nucléine pour décrire
cette substance présente dans toutes les cellules, y compris dans le sperme. S’intéressant a
la reproduction du saumon, il formulera I'’hypothése que la nucléine peut avoir un réle dans la
transmission des caractéres héréditaires. Dix années plus tard, en 1878, Walther Flemming
(1843-1905), anatomiste allemand, décrit pour la premiére fois le mécanisme de mitose et
utilise les termes de prophase, métaphase, anaphase et télophase pour décrire le

mécanisme de division cellulaire [Flemming, 1878].

Il a fallu attendre 'année 1900 pour que les théories de Mendel soit prises en considération.

Ainsi, trois botanistes, I'allemand Carl Correns (1864-1933), le néerlandais Hugo de Vries
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(1848-1935) et l'autrichien, Erich von Tschermak-Seysenegg (1871-1962) vont redécouvrir,
séparément mais en méme temps les travaux de Mendel [Correns, 1950]. Ces résultats, de

nouveau publiés, on cette fois-ci fait sensation dans le monde scientifique.

En 1903, Walter Sutton (1877-1916, photo ci-contre), médecin et généticien
américain, observe pour la premiére fois une méiose et propose la théorie
de I'hérédité chromosomique en émettant 'hypothése que les chromosomes
seraient le support des facteurs héréditaires décrits auparavant par Mendel

[Sutton, 1903]. La méme année, le britannique William Bateson (1861-1926)

est le premier a démontrer que les lois de Mendel sont applicables chez un
animal en utilisant la poule comme modeéle expérimental. Il introduit les termes homozygote,
hétérozygote et allélomorphe (plus tard, abrégé allele). En France, la génétique mendélienne
sera longtemps marginalisée par les biologistes du courant « neo-lamarckiens », attachés a
'idée de I'hérédité des caracteres acquis. Néanmoins, en 1902, Lucien Cuénot (1866-1951)
sera le premier généticien frangais a démontrer I'application des lois de Mendel a I'hérédité

de la couleur du pelage chez la souris [Cuénot, 1902].

En 1909, le botaniste danois Wilhelm Johannsen (1857-1927) propose l'utilisation du mot
géne pour désigner les facteurs héréditaires de Mendel, le mot génotype pour parler des
facteurs attachés a une race entiére ainsi que le mot phénotype pour décrire les facteurs
attachés a un seul individu [Roll-Hansen, 2009]. William Bateson propose alors l'introduction

du terme génétique pour désigner la science des génes.

D’abord peu favorable au mendélisme, Thomas Morgan (1866-1945, photo
ci-contre), embryologiste et généticien américain, va jeter les fondements de
la génétigue moderne. En effet, grace aux recherches qu’il méne avec son
équipe sur la mouche du vinaigre, Drosophila melanogaster, il démontre

formellement que les chromosomes sont le support des génes en

introduisant les notions de liaisons et de recombinaisons génétiques. En
1913, Morgan et son étudiant, Alfred Sturtevant (1891-1970), construisent la premiére carte
génétique du chromosome X de la drosophile. Ainsi, par ces nombreuses recherches sur la
drosophile, Morgan va consolider la théorie chromosomique de I'hérédité. Il recevra pour ses

travaux le prix Nobel de médecine en 1933.

En 1927, un autre étudiant de Morgan, Hermann Muller (1890-1967), en s’intéressant aux
mutations chez la drosophile, démontre qu’il est possible d’augmenter de fagon considérable
la fréquence de celles-ci en soumettant les mouches aux effets des radiations ionisantes.
Ces travaux vont accélérer la recherche en cartographie génétique et permettront a Muller

d’obtenir en 1946, le prix Nobel de physiologie.
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Pendant la seconde guerre mondiale, deux américains, George Beadle (1903-1989) et
Edward Tatum (1909-1975), au cours de recherches sur une moisissure, Neurospora crassa,
vont noter qu'une mutation dans son génome peut perturber I'activité chimique de cette
derniére en empéchant la formation d’'une enzyme. lls vont donc émettre I'hypothése qu’un
géne est a l'origine de la formation d’'une enzyme [Beadle et Tatum, 1941]. Pour leurs

travauy, ils recevront en 1958, le prix Nobel de physiologie.

C’est en 1944 que la canadien Oswald Avery (1877-1955, photo ci-contre)
en s’intéressant a la transformation bactérienne chez le pneumocoque émet
pour la premiére fois I'hnypothése que 'ADN est le support de l'information
génétique qui compose les génes et donc les chromosomes. Il faudra
attendre 1952, pour que deux américains, Alfred Hershey (1908-1997) et

Martha Chase (1927-2003) confirment ces résultats grace a une série
d’expériences sur des bactériophages. Ces derniers vont, en effet, démontrer formellement

gue I'’ADN est le support de I'information génétique.

Plusieurs chercheurs vont ensuite s’intéresser a élucider la structure de I'ADN. Ainsi, en
1953, Frederick Wilkins (1916-2004) et Rosalind Franklin (1920-1958), deux biologistes
britanniques réalisent plusieurs radiographies aux rayons X de 'ADN (Fig 10A). Ces clichés
seront essentiels a James Watson (né en 1928) et a Francis Crick (1916-2004) pour
proposer que 'ADN est une molécule organisée en structure hélicoidale et qu’elle est
composée chimiquement de bases puriques (adénine (A), guanidine (G)) et pyrimidiques
(thréonine (T), Cystosine (C)) qui présentent des structures complémentaires d’'un point de
vue stérique (Fig 10B et 10C) [Watson et Crick, 1953]. Pour leurs travaux, ils ont recu en
1962 le prix Nobel de physiologie.
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Figure 10: Découverte de la structure de la molécule d’ADN. (A) Cliché au rayons X de I'ADN, pris
par Rosalind Franklin & la fin de 1952, (B) James Watson et Francis Crick
devant une maquette de la double hélice d'ADN. (C) Structure chimique de 'ADN avec les liaisons
hydrogénes représentées entre les différentes bases en pointillés.
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Dans les années suivantes, la génétique va connaitre de grandes avancées. En 1957, le
mécanisme de réplication de I’ADN est mis en évidence. Quatre ans plus tard, en 1961, deux
francais, Francois Jacob, (1920-2013) et Jacques Monod (1910-1976) élucident le
mécanisme de synthése des protéines et confirment I'existence d’un code génétique avancé
par Watson et Crick [Jacob et Monod, 1961]. lls recevront tous les deux avec André Lwoff,
en 1965, le prix Nobel de physiologie pour leurs travaux. En 1966, le déchiffrage du code
génétique est achevé par Marshall Nirenberg (1927-2010), Har Khorana (1922-2011) et
Robert Holley (1922-1993) qui recevront en 1968 le prix Nobel de physiologie pour leur

découverte.

L’épigénétique a suscité un intérét particulier a partir du moment ou les liens
entre le génotype et le phénotype se sont peu a peu précisés. Cest a
Conrad Hal Waddington (1905-1975, photo ci-contre), généticien et
professeur a l'université d’Edimbourg qui s'attache a comprendre le role des

génes dans le développement, que I'on doit le terme d’épigénétique en

1942. 1l définit 'épigénétique comme une branche de la biologie qui étudie
les relations de causes a effets entre les genes et leurs produits, faisant apparaitre le
phénotype. A I'époque, on ignorait que I'ADN est le support de I'hérédité. Néanmoains, une
étape décisive dans I'émergence de I'épigénétique va étre franchie avec les travaux de
Francois Jacob, Jacques Monod et André Lwoff. En effet, ces trois scientifiques vont
démontrer I'importance d'un facteur de I'environnement, le lactose, dans le contrble de
'expression d’un géne de la bactérie E. coli lui permettant d’utiliser le lactose comme source
d’énergie [Jacob et Monod, 1964]. Le concept de I'épigénétique, va ensuite connaitre une

relative déshérence jusque dans les années 1980.

C’est le chercheur australien, Robin Holliday (né en 1932, photo ci-contre)
qui va relancer le concept de I'épigénétique en 1975 en observant dans des
cellules en culture des changements de caracteres qui sont transmis au
cours des divisions cellulaires de maniére trop fréquente pour étre dus a des

mutations de ’ADN. Ainsi, il propose un modéle moléculaire, basé sur la

méthylation des cytosines de 'ADN, pour expliquer les changements de
l'activité des génes qui seraient transmis d’une génération a une autre. Il suggére que cette
modification de 'ADN peut avoir un effet non négligeable sur I'expression des génes au
cours du développement [Holliday et Pugh, 1975]. Depuis les années 1990, la recherche sur
I'épigénétique est florissante et d’autres mécanismes moléculaires vont également étre
reconnus comme d’importants facteurs de régulation de lactivité génique. Parmi ces
mécanismes, on peut citer, la méthylation des cytosines de I'ADN, l'ensemble des

modifications touchant les histones ainsi que les effets régulateurs des ARN non codants.

22


http://conjugaison.lemonde.fr/conjugaison/troisieme-groupe/comprendre

Dans son sens moderne, on définit I'épigénétique comme l'étude de la variation de

l'expression des génes liée a une modification de la structure de la chromatine, sans

modification de la séquence d’ADN, et transmissible d’'une cellule mére a ses cellules filles.

Dans la suite de cette introduction, nous allons nous intéresser plus précisément a 3
mécanismes épigénétiques affectant la structure de la chromatine et touchant plus
particulierement les histones. Nous aborderons les roles des facteurs de remodelage de la
chromatine, la notion de variants d’histones, ainsi que les modifications post-traductionnelles

des histones.

2. La structure de la chromatine

Dans le noyau des cellules eucaryotes, le support de l'information génétique est
organisé en une structure dynamique et complexe, composé d’ADN et de protéines, que I'on
nomme chromatine. Comme nous le verrons plus tard, cette structure peut étre remodelée,

condensée ou décondensée afin d’activer ou de réprimer la transcription.

2.1 Le nucléosome

L’unité structurale de la chromatine est le nucléosome. Il est constitué d’'un octamére
de protéines basiques, les histones, autour duquel environ 146 paires de bases d’ADN sont
enroulées (Fig 11). Cette structure forme un cylindre de 5,5 nm de haut et de 11 nm de
diamétre. Le nucléosome permet ainsi de former le premier ordre de compaction de la
chromatine et I'on estime que les 146 paires de bases enroulées autour de I'octameére
d’histones sont six fois plus compactées qu’un fragment d’ADN nu de méme longueur. Au
sein de la chromatine, les nucléosomes adjacents sont reliés entre eux par des segments
d’ADN, dits de liaison, dont la taille varie selon I'espéce et le type cellulaire. L’enchainement
des nucléosomes forme un nucléofilament de 11 nm de diamétre rappelant I'aspect d’'un
collier de perles.

Figure 11: Structure
cristallographique d’un

nucléosome obtenue
par diffraction au rayon
X. L’ADN est représenté
en blanc, I'histone H3 en
bleu, H4 en vert, H2A en
jaune et H2B en rouge
[Elsédsser et  D’Arcy,
2012].
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2.2 Les histones

Les protéines de la famille des histones sont essentielles a 'homéostasie et a la
compaction du génome. En effet, de par leurs interactions étroites avec ’ADN, elles peuvent
moduler I'accessibilité au génome et, par conséquent, avoir un role essentiel dans I'activité
des enzymes nucléaires telles que les polymérases. Les principales protéines de cette
famille sont les histones H2A, H2B, H3 et H4 mais il existe également des variants
d’histones comme nous le verrons par la suite. Le domaine central du nucléosome est un
octameére de protéines composé de deux copies de chacune des principales histones. Les
histones H3 et H4 vont s’associer en tétramére alors que les histones H2A et H2B vont

s’organiser en dimeére (Fig 12).
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Figure 12: Structure tridimensionnelle du tétramére d’histones (H3-H4), et du dimére
d’histones (H2A-H2B). L’histone H3 est représentée en bleu, H4 en vert, H2A en jaune et H2B en
rouge [Elsasser et D’Arcy, 2012].

Les histones sont des protéines qui présentent une structure globalement conservée entres
elles. Elles sont caractérisées par la présence d’'un motif « histone fold » d’environ 65 acides
aminés structurés en trois hélices-a séparées par deux boucles. Ce motif est impliqué dans
l'interaction histone-histone et dans linteraction histone-ADN. De plus, chaque histone
présente une queue a son extrémité N-terminale, plus variable et enrichie en lysine. Ces
extrémités non structurées se retrouvent a I'extérieur du nucléosome et font ainsi I'objet de
nombreuses modifications post-traductionnelles permettant, entre autres le rapprochement
des nucléosomes entre eux. Les histones H2A et H2B présentent également une queue a

leur extrémité C-terminale.

Parmi les histones importantes dans la structure du nucléosome, on peut également citer
I'histone H1 (et son variant H5 spécifique des cellules précurseurs des érythrocytes) qui se

fixe aux segments d’ADN de liaison séparant deux nucléosomes. Ainsi, elle est a la fois
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impliguée dans la stabilisation de la structure du nucléosome mais aussi dans la formation
des niveaux supérieurs de condensation de 'ADN en rapprochant les nucléosomes entre
eux, entrainant ainsi la formation de fibres plus épaisses (30 nm) que les nucléofilaments

(11nm) précédemment décrits.

2.3 Assemblage du nucléosome

La production de protéines histones recombinantes a permis d’établir un modéle
séquentiel d’assemblage du nucléosome in vitro. La capacité des histones a s’associer entre
elles pour former des dimeres, est dépendante de I'environnement ionique dans lequel elles
se trouvent. Ainsi, I'hétéro-dimérisation des histones H3 et H4 s’effectue a des forces
ioniques élevées alors que celle des histones H2A et H2B nécessite des forces ioniques plus
faibles [Banks et Gloss, 2003]. De plus, il a été montré, qu’en absence d’autres protéines ou
d’ADN, le dimére H3-H4 est présent en équilibre avec le tétramére (H3-H4), a des forces
ioniques physiologiques [Baxevanis et al., 1991]. L'utilisation d’un gradient de sel est donc
nécessaire pour étudier I'assemblage in vitro du nucléosome. Ce modele séquentiel et
réversible propose que le tétramére (H3-H4), (ou deux diméres H3-H4) est le premier a se
déposer sur 'ADN et que cette étape est suivie par I'ajout de deux diméres H2A-H2B pour

former le nucléosome (Fig 13).
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Figure 13: Modele séquentiel d’assemblage in vitro du nucléosome. Deux dimeres H3-H4 se
fixent a ’ADN pour former un tétrasome. Cette premiére étape est suivie de I'addition de deux diméres
H2A-H2B pour former le nucléosome. Un hexasome correspond a I'addition d’un dimére H2A-H2B sur
le tétrasome. Ce processus est réversible en utilisant un gradient de sel pour faire varier la force
ionique du tampon [Elsasser et D’Arcy, 2012].
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Plusieurs études ont confirmé ce modele séquentiel et réversible in vitro mais sa pertinence
in vivo est remise en question [Smith et Stillman, 1991]. En effet, dans la cellule, plusieurs
étapes sont nécessaires avant la formation du nucléosome (Fig 14). Ainsi, les histones
synthétisées dans le cytoplasme devront dans un premier temps se dimériser puis étre
importées dans le noyau de la cellule. Dans un deuxiéme temps, les diméres d’histones
seront recrutés par 'ADN au niveau de sites spécifiques avant de s’associer pour former le
nucléosome. Tout au long de ces étapes, d'autres protéines sont impliquées dans ce
processus. Les protéines chaperonnes telles que Hsp70 et Hsp90 sont, en effet, nécessaires
pour la formation des diméres d’histones dans le cytoplasme [Campos et al., 2010]. De
nombreuses autres protéines chaperonnes d’histones seront indispensables a 'assemblage
du nucléosome pour prévenir des interactions non spécifiques (mises en évidence in vitro a
des forces ioniques physiologiques) entre les histones et d’autres protéines cellulaires, mais
aussi avec '’ADN et 'ARN dans le noyau [Laskey et al., 1978 ; Ellis, 2006].
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Figure 14: Prérequis pour I'assemblage in vivo du nucléosome. Les protéines chaperonnes
d’histones facilitent la formation du nucléosome et sont impliquées dans toutes les étapes de
'assemblage (I a IV) [Elsasser et D’Arcy, 2012].
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2.4 Etats de condensation de la chromatine

La chromatine est une structure dynamique qui est caractérisée par différents

niveaux de condensation permettant de compacter tout le génome d’'un organisme sous

forme de chromosome dans un compartiment restreint: le noyau de la cellule (Fig 15).
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Figure 15: Organisation de I’ADN
dans la structure de la chromatine. Le
plus petit niveau d’organisation est le
nucléosome dans lequel I'ADN est
enroulé deux fois (165 paires de bases)
autour d’'un octameére d’histones. Dans
les niveaux supérieurs d’organisation de
la structure de la chromatine, les
nucléosomes se rapprochent entre eux
aboutissant a la condensation de I’ADN.
Le chromosome correspond au niveau
de condensation de I'ADN le plus élevé
[Felsenfeld et Groudine, 2003].

On distingue deux principaux états de condensation chromatinienne qui ont un réle majeur

dans la régulation de la transcription des génes. La premiere, I'euchromatine, est constituée

d’ADN décondensé permettant ainsi, la transcription des genes en augmentant I'accessibilité

de I'ADN a divers facteurs nucléaires comme les facteurs de transcription. La seconde,

I'hétérochromatine, qui peut étre constitutive ou facultative, est constituée d’ADN condensé,

permettant la répression de génes. L’hétérochromatine constitutive concerne des séquences

non codantes comme les séquences satellites et répétées, généralement localisées au

niveau des centromeres et des téloméres des chromosomes. L’hétérochromatine facultative

concerne des régions de ’ADN dont la structure euchromatine/hétérochromatine peut varier

suivant le type cellulaire afin de réprimer temporairement I'expression de génes.
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Ces changements d’état de condensation sont essentiels au cours du cycle cellulaire. Ainsi,
lors de la mitose, la chromatine est fortement condensée pour permettre la ségrégation des
chromosomes. Par contre, dans les autres phases du cycle cellulaire, elle devient diffuse,

résultat d’'une décondensation partielle.

Nous allons maintenant aborder les différents mécanismes épigénétiques impliqués dans la
modification de I'état de condensation de la chromatine et, par conséquent, dans la

régulation de la transcription des génes.

3. Modifications de I'état de condensation de la chromatine
3.1 Les facteurs de remodelage de la chromatine

Les facteurs de remodelage sont des complexes protéiques capables de modifier la
structure et la répartition des nucléosomes au sein de la chromatine. Ces complexes, ADN
dépendants, présentent un domaine ATPase semblable a celui que l'on retrouve chez les
enzymes de type hélicase. lIs utilisent I'énergie fournie par I'’hydrolyse de I’ATP pour altérer
la structure des nucléosomes en déstabilisant les interactions entre les histones et 'ADN
et/ou en modifiant la répartition des nucléosomes sur la chromatine [Kingston et Narlikar,
1999]. La modification de la position du nucléosome s’effectue soit par glissement sur un
méme brin d’ADN (action en cis), soit par transfert du nucléosome sur un autre brin (action
en trans). L’activité des complexes de remodelage entraine donc un changement dans I'état
de condensation de la chromatine et, par conséquent, dans I'activation ou la répression de
I'expression de genes, notamment dans les mécanismes de réplication et de réparation de
I'’ADN.

Les protéines de la famille des ATPases sont regroupées en trois superfamilles (Fig 16).
Dans la superfamille 2 on retrouve les ATPases de la famille SNF2 (Sucrose Non
Fermenting). Tous les complexes de remodelage de la chromatine ne présentent pas la
méme structure ni la méme fonction mais ont tous en commun la présence d’une sous-unité
ATPase, dite « motrice », semblable a celle que lI'on retrouve dans la famille SNF2 des
ATPases [Eisen et al., 1995]. A l'intérieur de cette famille, on distingue 4 sous familles
(SWI/SNF, ISWI, NURF/Mi-2 et INO80) composées des complexes de remodelage de la
chromatine (Fig 16).
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Figure 16: Membres des sous-familles SWI/SNF, ISWI, INO80 et CHD1 impliqués dans les
complexes de remodelage de la chromatine. Les complexes sont représentés par des rectangles,
leurs poids moléculaires ainsi que le nombre de sous-unités qui les composent sont mentionnés
[D’aprés Lusser et Kadonaga, 2003].

A. La famille SWI/SNF (mating-type switching/Sucrose Non Fermenting)

Les complexes de remodelage de la famille SWI/SNF présentent tous une sous-unité
ATPase, bien conservée avec deux domaines, DExx et HELICc, apparentés au domaine
catalytique retrouvé chez les hélicases, un domaine HSA (Helicase-SANT-associated),
impliqué dans la fixation de I'actine et un bromodomaine permettant la liaison du complexe
aux histones acétylées (Fig 17). En plus de leur sous-unité ATPases, ces complexes de
remodelage possedent un nombre variable de sous-unités (de 8 & 15) qui sont impliquées
dans leur fixation a I'ADN ainsi qu’a d’autres protéines pour participer au processus de

remodelage.
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Figure 17: Organisation des domaines fonctionnels de la sous-unité ATPase des membres de
la sous-famille SWI/SNF. Cette sous-unité est composée d'un domaine DExx et d’'un domaine
HELICc séparés par une petite insertion. Ces domaines sont responsables de l'activité ATPasique.
Les membres de la famille SWI/SNF possédent également un domaine HSA, important dans la
fixation de I'actine, et un bromodomaine essentiel a la fixation de lysines acétylées [Tang et al., 2010].

La famille SWI/SNF a été découverte initialement chez la levure [Sudarsanam et Winston,
2000]. La purification de la protéine SWI2/SNF2p chez Saccharomyces cerevisiae a permis
de montrer qu’elle faisait partie d’'un complexe composé de 11 sous-unités polypeptidiques
avec un poids moléculaire d’environ 2 KDa chacune. Ce complexe contient une sous-unité
ATPase (SWI2/SNF2p) mais aussi, deux protéines de liaison a 'actine (Arp7p et Arp9), ainsi
que d’autres sous-unités impliquées dans la liaison avec 'ADN ou avec des protéines. Ce
complexe purifié altéere in vitro la structure du nucléosome et cela de maniére ATP

dépendante [Vignali et al., 2000].

Un autre complexe, appelé RSC (Remodeling the Structure of Chromatin) a également été
identifié chez la levure [Cairns et al., 1994]. Composé de 17 sous-unités, il montre de
nombreuses similarités de structure avec le complexe SWI/SNF, notamment au niveau de sa
sous-unité ATPase Sthl qui est un homologue de SWI2/SNF2p. Néanmoins, les complexes
RSC et SWI/SNF ne régulent pas les mémes régions de la chromatine.

Chez 'hnomme, deux complexes homologues a ceux retrouvés chez la levure, ont été
biochimiquement et génétiquement caractérisés. Le premier, le complexe BAF (Brgl
Associated Factors), homologue au complexe SWI/SNF de la levure, contient une des deux
sous-unités ATPases hBRM (human Brahma) ou BRG1 (Brahma-related Gene 1). Le
second, le complexe PBAF (Polybromo-associated BAF), similaire au complexe RSC de la

levure ne possede que la sous-unité ATPase BRG1 [Mohrmann et Verrijzer, 2005].

Les complexes de la famille SWI/SNF sont capables de déplacer les nucléosomes le long de
'ADN par glissement mais aussi de catalyser I'éjection ou linsertion d’un nucléosome
permettant ainsi de remodeler la structure de la chromatine et donc d’en modifier son état de
condensation [Saha et al., 2006]. Si I'on s’intéresse au mouvement par glissement du
nucléosome sur 'ADN, le modéle proposé fait intervenir plusieurs étapes. Dans une
premiére étape, le complexe SWI/SNF s’attache a un nucléosome aboutissant a la
déstabilisation des interactions entre les histones et 'ADN. La seconde, correspond a une
translocation de I'ADN, initiée par la sous-unité ATPase du complexe de remodelage

permettant la formation d’'une boucle qui va se propager autour du nucléosome (Fig 18). Ces

30



deux étapes vont permettre le glissement du nucléosome sur 'ADN et ainsi générer des
sites qui seront plus accessibles a des facteurs de transcription [Lorch et al., 2006]. Le
mécanisme par lequel un nucléosome est inséré dans la chromatine ou en est éjecté, reste
encore trés peu connu. Néanmoins, il semble que les protéines chaperonnes des histones
soient essentielles aux processus et que le nucléosome éjecté ne soit pas celui directement

attaché au complexe mais plutdét un nucléosome adjacent [Dechassa et al., 2010].

K = N 5 A = N Figure 18: Mécanisme de remodelage de la
chromatine par les complexes de la famille

§ Do e e, SWI/SNF. Les étapes de ce mécanisme

) incluent la fixation du complexe sur la

chromatine puis la déstabilisation des contacts
ADN-histone, la formation d’'une boucle d’ADN
qui se propage autour du nucléosome de
maniére a repositionner par glissement le
nucléosome. Ce mouvement par glissement
peut également aboutir a [I'éjection d'un
nucléosome adjacent [Wilson et Roberts,

2011].
Loop propagation
Sliding / \ Ejection of adjacent /
Y nucleosome
< e
e S
Qo Qe
Co——&R B~ & 3
il [ > — & 35 \5
L e =g =

D’'une maniére générale, les facteurs de remodelage de la famille SWI/SNF sont considérés
comme des activateurs de la transcription mais il a été démontré dans plusieurs études que

ces derniers peuvent également réguler négativement I'expression des génes.

B. La famille ISWI (Imitation switch)

Identifiée chez la mouche, Drosophilia melanogaster, la protéine ISWI présente de
fortes similitudes avec la protéine SWI2/SNF2p que I'on retrouve dans les complexes de
remodelage de la famille SWI/SNF. Cette protéine est caractéristique des complexes de la
famille ISWI et représente leur sous-unité ATPase. Elle présente un domaine ATPase bien
conservé qui contient les domaines DExx et HELICc. Cette sous-unité posseéde également
en position C-terminale un domaine SANT (Swi3 Ada2 N-CoR TFIIIB) et un domaine SLIDE
(SANT-like ISWI) importants dans la reconnaissance du substrat en permettant I'interaction
du complexe avec 'ADN enroulé autour du nucléosome mais aussi avec la queue N-
terminale de I'histone H4 (Fig 19). Cette interaction avec I'histone H4 est critique pour
l'activité des complexes de la famille ISWI [Clapier et al., 2001]. Ces complexes possédent
un nombre plus faible de sous-unités (de 2 a 4) en comparaison avec ceux de la famille des
complexes SWI/SNF (supérieur a 9). Ces sous-unités additionnelles sont également

importantes pour favoriser une interaction spécifique avec I’ADN ou les histones.
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Figure 19: Organisation des domaines fonctionnels de la sous unité ATPase des membres de
la sous famille ISWI. Cette sous-unité est composée d’'un domaine DExx et HELICc, séparés par une
petite insertion, qui sont responsables de l'activit¢ ATPasique. Les membres de la famille ISWI
possedent également un domaine SANT et SLIDE qui sont importants pour leur fixation aux histones
[Tang et al., 2010].

Chez la drosophile, les complexes NURF (Nucleosome Remodeling Factor), CHRAC
(Chromatin Remodeling and Assembly Complex) et ACF (ATP-utilizing Chromatin
remodeling and assembly Factor) ont été caractérisés comme étant des complexes de
remodelage de la chromatine qui présentent la protéine ISWI comme sous-unité ATPase
[Tsukiyama et Wu, 1997]. Seules les sous-unités additionnelles différent dans ces trois
complexes, leur conférant ainsi des activités différentes. Chez la levure, les complexes ISW1
et ISW2 présentent une sous-unité ATPase caractérisée par la présence des protéines Iswl
et Isw2 respectivement. Ces deux protéines sont des homologues de la protéine ISWI
identifiée chez la drosophile.

In vitro, il a été montré que les complexes CHRAC, ACF et ISW2 sont capables de moduler
la position du nucléosome sur 'ADN alors que les complexes NURF et ISW1 sont dépourvus
de cette activité [Langst et Becker, 2001 ; Varga-Weisz et al., 1997] Il semble donc qu’'une
méme sous-unité ATPase peut catalyser différentes réactions en fonction des sous-unités

additionnelles qui vont composer le complexe dans lequel elle s’intégre.

Chez 'hnomme, hSNF2h et hSNF2hL sont des homologues de la protéine ISWI de la
drosophile. Ces sous-unités ATPases sont présentes dans les complexes de remodelage
hWCRF (Williams syndrome Chromatin Remodeling Factors), hCHRAC, hRSF (Remodeling
and Spacing Factor) et mMNoRC (Nucleolar Remodeling Complex) [Tsukiyama et Wu, 1997].

D’'une maniére générale, les complexes de remodelage de la chromatine de la famille ISWI
sont impliqués dans de nombreux processus cellulaires comme la réplication et la réparation
de I'ADN, la régulation de la transcription des génes (activation/répression) et dans le

maintien de la structure des chromosomes.

C. La famille NURD/Mi2/CHD (Chromodomain-Helicase-DNA-binding)

Les complexes de remodelage de la famille NURD/Mi2/CHD posséedent une sous-
unité ATPase, NURD/Mi2, semblable aux protéines de la famille CHD (Chromodomain

Helicase DNA-binding) de la superfamille SNF2 des ATPases. Leur sous-unité est
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caractérisée par la présence des domaines DExx et HELICc et de deux chromodomaines
(Fig 20). Généralement, les protéines contenant des chromodomaines sont associées a la
formation de I'hétérochromatine [Jones et al., 2000] et sont impliquées dans la fixation aux
histones méthylées [Eissenberg, 2012].
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Figure 20: Organisation des domaines fonctionnels de la sous unité ATPase des membres de
la sous famille CHDL1. Cette sous-unité est composée d’'un domaine DExx et d’'un domaine HELICc,
séparés par une petite insertion. Les membres de la famille CHD possédent également deux
chromodomaines organisés en tandem et importants pour la fixation aux histones [Tang et al., 2010].

Ces complexes ont la particularité de posséder, en plus de leur sous-unité ATPase, des
sous-unités aux activités désacétylase et déméthylase favorisant la répression de la
transcription des génes [Zhang et al., 1999]. D’autres sous-unités permettent le ciblage du
complexe de remodelage au nucléosome et aux histones et plus précisément au niveau des
sites méthylés de 'ADN. A l'inverse des autres facteurs de remodelage, les complexes de la
famille NURD/Mi2/CHD ne se fixent pas directement au nucléosome mais via un facteur de

transcription accroché a 'ADN.

D. La famille INO80 (Inositol auxotroph 80)

Les complexes de la famille INO80 présentent une sous-unité ATPase semblable a
celle que l'on retrouve dans les complexes de la famille SWI/SNF. Néanmoins, dans ces
complexes, les domaines DExx et HELICc sont séparés par une longue insertion qui est
impliguée dans la fixation de sous-unités essentielles a leur activité ATPasique (Fig 21). Leur
sous-unité ATPase présente également un domaine HSA, impliqué dans la fixation de

l’actine.
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Figure 21: Organisation des domaines fonctionnels de la sous-unité ATPase des membres de
la sous-famille INO8O0. Cette sous-unité est composée d’un domaine DExx et d’'un domaine HELICc
séparés par une grande insertion qui est essentielle a son activité ATPasique. Les membres de la
famille INO80 possedent également un domaine HSA qui est important pour leur fixation a I'actine
[Tang et al., 2010].

Ces complexes, conservés de la levure jusqu’a I’homme, sont impliqués dans la réplication
de 'ADN, la transcription des génes et la réparation de 'ADN en altérant I'accessibilité a

I’ADN au sein de la chromatine.
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3.2 Les variants d’histones

Aprés s’étre intéressés aux facteurs de remodelage de la chromatine qui ciblent plus
particulierement le nucléosome, nous allons nous focaliser sur la modification des histones
et, dans un premier temps, sur les variants d’histones. Ce mécanisme épigénétique présente
également un réle dans la modification de I'état de condensation de la chromatine et, par

conséquent, dans la transcription des génes.

Les histones, qui sont parmi les protéines les plus conservées chez les eucaryotes,
possédent des isoformes que I'on nomme, variants d’histones. Connus depuis 1969, ces
variants présentent une structure similaire aux histones conventionnelles H2A, H2B, H3 et

H4 avec un domaine de repliement qui contient trois hélices-o. séparées par deux boucles.

Les variants d’histones peuvent étre regroupés dans deux classes différentes en fonction de
leur homologie de séquence avec les histones conventionnelles [Perche et al., 2003]. Ainsi,

on distingue:

- Les variants d’histones homéomorphes, dont la séquence protéique ne difféere que de
guelques acides aminés avec leurs homologues co