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RESUME

Les complexes PRC1 et PRC2 contrôlent l’expression génique via l’organisa-

tion de la structure de la chromatine. Ce contrôle se fait par l’ajout de la marque

H2AK119ub1 par le PRC1 et l’ajout de la marque H3K27me3 par le PRC2. Cette

étude s’attache à étudier le rôle de la protéine Pcgf1 (membre du complexe PRC1) et

de la protéine Ezh2 (membre du complexe PRC2) lors du développement du poisson

zèbre.

Le complexe PRC1 est formé par différentes protéines dont les Pcgf. Il existe de

nombreux homologues Pcgf qui ont des fonctions distinctes. L’analyse révèle que

certaines protéines Pcgf ont une expression différente lors de la régénération de la

nageoire caudale et lors du développement. Cette étude s’intéresse au rôle de la pro-

téine Pcgf1 lors du développement du poisson zèbre. Le gène pcgf1 a été inactivé à

l’aide des TALEN. Les individus pcgf1-/- sont viables et fertiles. Cependant, leur dé-

veloppement précoce est retardé et les adultes montrent des signes de vieillissement

accéléré. Ce mutant est le premier modèle de vertébré qui met en évidence le rôle

de Pcgf1 dans la prolifération cellulaire lors du développement et son association au

vieillissement.

La protéine Ezh2 est impliquée dans le devenir cellulaire et la différenciation. L’in-

activation du gène ezh2 grâce aux TALEN a révélé la fonction indispensable d’Ezh2

lors du développement. En effet, les embryons se développent normalement puis les

larves meurent à 12 jours post-fécondation. De façon intéressante, les embryons de

poisson zèbre peuvent gastruler en l’absence d’Ezh2, contrairement au modèle mu-

rin. La présence des ARN maternels chez le poisson zèbre pourrait expliquer cette

différence. Les organes sont correctement mis en place à 5 jours post-fécondation.

Les larves présentent un défaut de maintien de la paroi du bulbe intestinal. La pro-

téine Ezh2 est importante pour le maintien du pancréas exocrine. L’absence d’Ezh2

cause une augmentation importante du nombre de cellules apoptotiques. Ezh2 est

essentiel lors de la régénération de la nageoire caudale.

Mots clefs : Pcgf1, Ezh2, Développement, Répression Polycomb, TALEN, Poisson-

zèbre
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ABSTRACT

PCR1 and PRC2 are complexes that control gene expression via chromatin struc-

ture reorganization. This expression regulation is maintained by adding epigentics

marks H2AK119ub1 by the PRC1 and adding of H3K27me3 by the PRC2. The

study devotes to study the role of the protein Pcgf1 (part of the PRC1 complex)

and of the Ezh2 protein (part of the PRC2 complex) during zebrafish development.

The PRC1 complex is formed by different proteins including Pcgf proteins. There

are several Pcgf homologs that have different functions. The study reveals that some

Pcgf proteins have a different expression during caudal fin regeneration and develop-

ment. We are interested in Pcgf1 protein during zebrafish development. The pcgf1

gene was inactivated by using TALEN. The fish pcgf1-/- are viable and fertile. Ho-

wever, the early development is delayed and adults show signs of accelerated aging.

This mutant is the first vertebrate model showing the role of Pcgf1 in cells prolife-

ration during development and aging.

Ezh2 protein is involved in cell-fate decisions and differenciation. Inactivation of ezh2

gene by TALEN reveals the essential role of Ezh2 during development. Indeed, at

the beginning embryos develop normally then larvae die at 12 days post-fertilization.

Interestingly, zebrafish embryo can gastrulate without Ezh2. This contradicts with

observations in mouse model. The organs are properly formed at 5 days post-

fertilization. Larvae show defects in the intestinal bulb wall. Ezh2 is important for

exocrine pancreas maintenance. The absence of Ezh2 causes an increase in apoptic

cells. Ezh2 is essential during caudal fin regeneration.

Keywords : Pcgf1, Ezh2, Development, Polycomb repression, TALEN, Zebrafish
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ABREVIATIONS

A

A : Alanine

aa : acide aminé

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ARN : Acide RiboNucléique

ARNt : ARN de transfert

ARNg : ARN guide

ATHL : AT Hook Like

B

BCIP : 5-Bromo 4-Chloro 3-Indolyl Phosphate

BET : Bromure d’Ethidium

bp : paire de base

C

CBX : Chromobox

CDK1 : Cyclin Dependant Kinase 1

Crispr-Cas9 : Clustred regulary interspaced short palindromic repeat- CRISPR

associated protein)

crRNA : crispr RNA

CSC : Cellules Souches Cancéreuses

D

DIG : Digoxygénine

DMSO : Diméthylsulfoxyde

DZNep : 3-déazaneplanocine A
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E

EDTA : Ethylène Diamine Tétra- Acétique

EED : Embryonic Ectoderm Development

ER : Estrogenes Receptor

ERK : Extracellular signal-Regulated Kinases

ES : Embryonnaires Souches

Esc : Extra Sex Comb

E(z) : Enhancer of Zeste

EZH1 : Enhancer of Zeste Homolog 1

EZH2 : Enhancer of Zeste Homolog 2

G

Gal4/UAS : Gal4-Upstream Activation Sequence

H

H2A : Histone 2A

H2AK118ub1 : Histone2A, lysine 118 mono-ubiquitinylée

H2AK119ub1 : Histone 2A, lysine 119 mono-ubiquitinylée

H2B : Histone 2B

H3 : Histone 3

H3S10P : Histone 3, Sérine 10 phosphorylée

H3.3 : Histone 3 variant 3

H3K27me3 : Histone 3, lysine 27 triméthylée

H4 : Histone 4

HDAC : Histone Deacétylase

Hp1β : Heterochromatine protein 1

hpf : heures post-fécondation

HR : Reparation par Homologie
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I

ifabp : intestinal fatty acid-binding protein

iPS : Souches Pluripotentes induites

J

JNK : c-Jun N-terminal Kinases

jpa : jour post-amputation

jpf : jour post-fécondation

K

K : Lysine

KO : Knock Out

L

l-fabp : liver fatty acid-binding protein

lncRNA : long ARN non codant

M

miR : micro-ARN

N

NaB : butyrate de sodium

NBT : Nitro Blue Tetrazolium

NHEJ : Non Homologous End Joining

NLS : Nuclear Localization Sequence

NMD : Non Mediated Decay

9



O

OGT : O GlcNac Transferase

P

p21waf1/cip1 : p21 (Wild type p53 Activated Fragment1/ Cdk-Interacting Protein

1)

PAF : PCNA-Associated Factor

PAM : Protospacer Adjacent Motif

PBS : Phosphate Buffer Saline

PBST : Phosphate Buffer Saline-Tween

Pc : Polycomb

PCAF : P300/CBP-Associated Factor

PCGF : Polycomb Group ring Fingers

Pcl : PolycombLike

PCR : Polymerase Chain Reaction

PFA : Paraformaldéhyde

Pho : Pleihomeotic

PI3K : PhosphoInositide 3 Kinase

PRC1 : Polycomb Repressive Complex 1

PRC2 : Polycomb Repressive Complex 2

PRE : Polycomb Responsive Element

PSC : Posterior Sex Comb

R

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism

RING : Really Interesting New Gene

RVD : Répétition Variable de Dirésidus

S
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SA-βgalactosidase : Senescence Associated β galactosidase

SAM : S-AdenosylMéthionine

S : Sérine

Sce : Sex Comb Extra

Scm : Sex comb on middle leg

SSC : Saline de Citrate de Sodium

SSPE : Sodium Chloride-Sodium Phosphate-EDTA

SVF : Serum de Veau Foetal

T

T : Tyrosine

TALE : Transcription Activator Like-Effector

TALEN : Transcription Activator Like-Effector Nuclease

TAE : Tris, Acétate, EDTA

TBE : Tris, Borate, EDTA

TBS : Tris-Buffered Saline

TBST : Tris-Buffered Saline-Tween

TH : Tampon d’Hybridation

Thr : Thréonine

Tg : Transgénique

TGF : Transforming Growth Factor

TNF : Tumor Necrosis Factor

Trp : Tryptophane

TSA : Trichostatin A

TU : Tuebingen

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling

Y

Y : Tyrosine
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Z

ZGA : Zygotic Gene Activation
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Les noms des gènes et des protéines des différentes espèces seront écrits selon

la nomenclature de la table 1. Chez les eucaryotes, le matériel génétique est com-

Organismes Gènes Protéines

Drosophile Drosophila melanogaster Mutant récessif : gène Protéine
Mutant dominant : Gène Protéine

Poisson-zèbre Danio rerio gène Protéine
Souris Mus musculus Gène Protéine
Homme Homo sapiens GENE PROTEINE

Table 1: Nomenclature gènes et protéines selon les espèces.

pressé sous forme de chromatine. L’unité de base de la chromatine est le nucléosome.

Chaque nucléosome est composé d’un octamère de deux fois chaques histone : H2A,

H2B ; H3, H4 ; et de 146 bp de l’ADN qui s’enroule autour de cet octamère d’histone

(Bentley et al. 1984, Zhang et al. 2001). Il existe plusieurs variants d’histones qui

peuvent composer l’octamère. Les histones et leur variants peuvent subir des modi-

fications post-traductionelles. Ces modifications changent la structure de la chroma-

tine et influencent les interactions ADN-histones, histones-histones et peuvent recru-

ter d’autres protéines. En conséquences, elles vont moduler l’expression génétique.

Ces changements de l’expression génique (sans modifier la séquence génique) sont

appelés mécanismes épigénétiques. Les modifications épigénétiques sont transmises

lors des divisions cellulaire. Une dérégulation de ces marques cause des anomalies

du développement et est à l’origine de pathologies comme par exemple les maladies

auto-immunes, les cancers. Parmi les différentes modifications post-traductionnelles

qui peuvent être portées par les histones on trouve l’acétylation, la méthylation,

l’ubiquitination et la sumoylation. Différentes protéines sont capables d’effectuer ces

modifications "writer", de les enlever "eraser" et de s’y lier "reader". La méthylation

des histones a lieu sur deux acides aminés, les lysines et les arginines (Musselman

et al. 2012). La méthylation de la lysine est associée à la répression génique. La

triméthylation de la lysine 27 de l’histone H3 est catalysée par le complexe PRC2

et la mono-ubiquitinylation de la lysine 119 de l’histone H2A est catalysée par le

complexe PRC1.
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Chapitre 1

Le complexe PRC2

1.1 Composition du complexe PRC2

La répression génique par les protéines Polycomb a été découverte chez la droso-

phile, le complexe PRC2 est composé de 4 éléments : Esc, E(z), Nurf55 et Su(z)12

(figure 1).

La répression polycomb est conservée au travers des espèces et est apparue très

tôt chez les eucaryotes, elle est retrouvée chez une espèce d’algue verte unicellulaire,

Chlamydomonas reinhardtii (Shaver et al. 2010, Ketel et al. 2005). Chez les mammi-

fères, le PRC2 est composé des protéines EZH2/EZH1, SUZ12, EED et de protéines

accessoires (Kuzmichev et al. 2002). Ce complexe triméthyle la lysine 27 de l’histone

H3 (H3K27me3) qui réprime l’expression génique (Müller et al. 2002, Wang et al.

2006, Margueron et al. 2008).

Figure 1: Répression génique par les protéines Polycomb du PRC2 chez la dro-
sophile. Les protéines E(z), Esc et Su(z)12 forment le complexe PRC2. Le com-
plexe PRC2 catalyse la triméthylation de la lysine 27 de l’histone H3 (H3K27me3).
Cette marque épigénétique est répressive. La liaison du complexe PRC2 à la chro-
matine est permise grâce à la liaison de Pho au niveau des séquences PRE.
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La sous unité catalytique du complexe PRC2 Chez la drosophile, E(z) pos-

sède l’activité d’histone méthyltransférase portée par son domaine SET (domaine

catalytique). Des mutations dans ce domaine empêchent la triméthylation de H3K27

in vitro.

Chez les mammifères, les protéines orthologues de E(z) sont EZH1 et EZH2. La pro-

téine EZH1 possède une activité catalytique plus faible qu’EZH2 (Shen et al. 2008).

La protéine EZH2 catalyse la marque H3K27me2/3 dans les tissus prolifératifs alors

qu’EZH1 est retrouvée préférentiellement dans les tissus peu prolifératifs. La perte

d’EZH2 cause une diminution de H3K27me3 contrairement à la perte d’EZH1 (Mar-

gueron et al. 2008).

EZH1. Une isoforme d’Ezh1, Ezh1β, sans domaine catalytique SET est expri-

mée dans le cytoplasme des cellules musculaires squelettiques et séquestre Eed en

absence de stress. Cette isoforme contrôle l’assemblage du PRC2 contenant Ezh1α

en réponse à un stress atrophique. Ezh1β se lie à Eed dans le cytoplasme, ce qui

permet de réguler la formation du complexe PRC2 par Eed, Suz12 et Ezh1α (ce der-

nier possédant un domaine catalytique) au niveau des gènes cibles, figure 2 (Bodega

et al. 2017).

Figure 2: Représentation schématique du rôle de l’isoforme Ezh1β dans les cellules mus-
culaires squelettiques suite à un stress atrophique. Ezh1β séquestre Eed dans le
cytoplasme afin de réguler la formation du complexe PRC2-Ezh1α dans le noyau
et ainsi contrôler l’expression génique. Après un stress atrophique, Ezh1β est dé-
gradée par le protéasome et libère Eed, permettant l’assemblage du complexe
PRC2-Ezh1α. Adaptée de Bodega et al. 2017.

EZH2. EZH2 est retrouvée mutée chez 48 patients atteints du syndrome de

Weaver. Le syndrôme de Weaver est caractérisé par une camptodactylie et des dé-
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formations faciales. Parmi ces patients, 12 portent une mutation dans le domaine

SET (Tatton-Brown et al. 2013). Ceci suggère un rôle important d’EZH2 dans le

développement.

Ezh2 est indispensable au développement précoce de la souris. La mutation à l’état

homozygote cause la mortalité des embryons avant la gastrulation (O’Carroll et al.

2001)

L’inactivation de la protéine EZH2 dans les cellules souches embryonnaires (délétion

des exons 14 et 15 : décalage de la phase ouverte de lecture et expression d’une pro-

téine tronquée) entraîne une diminution mais pas une perte de la marque H3K27me3.

Si EZH1 est mutée dans des cellules EZH2-/-, la marque H3K27me3 est totalement

abolie (Shen et al. 2008).

EED. L’orthologue de la protéine Esc est EED. La protéine EED est indispen-

sable à la fonction et à la formation du complexe PRC2 (Montgomery et al. 2005).

Elle est importante pour la formation de l’axe antéro-postérieur chez la souris. Eed

contrôle la croissance cellulaire, son absence cause un arrêt du développement au

moment de la gastrulation (Faust et al. 1995).

La protéine EED se lie à la queue des histones triméthylées au niveau de la lysine

27, ce qui permet une activation allostérique d’EZH2. La mutation d’Esc chez la

drosophile empêche la reconnaissance de H3K27me3 et inhibe le complexe PRC2.

Ceci conduit à une diminution de la marque H3K27me3 (Margueron et al. 2009).

Il existe différentes isoformes de la protéine EED. Ces isoformes sont issues de dif-

férents sites d’initiation de la traduction. L’incorporation des différentes isoformes

d’EED donne naissance à différents complexes. Le complexe PRC2 contient l’iso-

forme 1 (la plus longue), le complexe PRC3 contient les isoformes 3 et 4 (les plus

petites) et l’isoforme 2 (intermédiaire) est incorporée à un autre complexe contenant

EZH2 avec une activité préférentielle pour l’histone H1. La présence des isoformes

dans le complexe est dynamique (Kuzmichev et al. 2004).

SUZ12. Chez les mammifères, l’orthologue de Su(z)12 est conservé. La protéine

SUZ12 est requise pour l’activité et la stabilisation du complexe PRC2 (Pasini et al.
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2004). La diminution de son expression dans un modèle cellulaire cause un déclin

de la prolifération cellulaire et une perte partielle de la marque H3K27me3 (Cao

et al. 2004). Elle est essentielle pour le développement embryonnaire de la souris,

la mutation à l’état homozygote est létale après l’implantation de l’embryon, à 7,5

jours. Les analyses montrent un défaut de prolifération cellulaire et des anomalies

sévères du développement (absence d’organogénèse). Son absence conduit à une

réduction de la marque H3K27me2/3 et renforce l’apoptose.

Structure du complexe PRC2. La conformation du complexe PRC2 a été mise

en évidence par cristallographie chez le champignon filamenteux Chaetomium ther-

mophilum. Jiao et al. 2015, montrent que la partie N-terminale d’EZH2, entoure

les domaines WD40 d’EED alors que sa partie C-terminale contenant le domaine

catalytique SET forme un arrangement compact à la surface de SUZ12, figure 3.

1.2 EZH2 contrôle l’expression génique

EZH2 associée aux autres composants du PRC2 triméthyle H3K27 (Kirmizis et

al. 2004), à partir du substrat S-adenosylméthionine (SAM) (Joshi et al. 2008). Cette

marque épigénétique permet de recruter le complexe PRC1, empêche l’accès à des

facteurs comme SWI/SNF et conduit à la formation d’hétérochromatine (Cao et al.

2002). La présence de la marque H3K27me3 bloque l’initiation de la transcription

par l’ARN polymérase II (Dellino et al. 2004). L’ensemble de ces événements contrôle

ainsi l’expression génique (Papp et al. 2006).

Ajout/suppression de la marque H3K27me3. La présence des marques H3K4me3

et H3K26me2/3 sur la même histone inhibe l’activité du complexe PRC2 (Schmitges

et al. 2011). Ainsi H3K4me3 et H3K36me2/3 fonctionnent comme barrière pour

l’ajout de H3K27me3. Cependant, dans les cellules souches embryonnaires, des do-

maines bivalents H3K27me3/H3K4me3 sont trouvés. Deux hypothèses peuvent ex-

pliquer la formation de ces domaines. Premièrement, l’inhibition du complexe PRC2

dans les cellules embryonnaires est différente, et deuxièmement, H3K27me3 peut être
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Figure 3: Organisation des domaines protéiques d’EZH2, EED et SUZ12 composant le
complexe PRC2 chez le champignon filamenteux Chaetomium thermophilium.
EZH2 est composée de différents domaines. Le domaine SBD pour SANT1L
Binding Domain est un élement en hélice qui se lie au domaine SANT1L au
niveau de la partie N-terminal. Le domaine suivant, EBD est le domaine de
liaison à la protéine EED. Il est composé de petites hélices suivies d’une région
fléxible en boucle. Ce domaine intéragit à la surface d’EED au niveau du domaine
β-propeller. Le domaine BAM est composé de 3 feuillets β. Le domaine SAL
pour SET Activation Loop, ce domaine permet de connecter le domaine SET,
MCSS et SUZ12vefs. Le domaine SRM est une hélice mobile fonctionnelle en pré-
sence de H3K27me3. SANT1L intéragit avec le domaine SBD pour former une
boucle autour de EED. MCSS est un domaine contenant des motifs de liaison au
zinc. Le domaine SANT2L contient également des motifs de liaison au zinc et
participe à la liaison avec SUZ12vefs. Le domaine CXC, permet le contact direct
avec SUZ12vefs, MCSS, SANT2L et le domaine SET. Le domaine SET possède
l’activité méthyltransférase. La protéine EED est composée de 7 β-propeller. Ces
structures composent les domaines WD40. Les β-propeller sont des structures ter-
tiaires. Ils sont organisés en 7 feuillets β en forme de lame autour d’un axe central.
SUZ12vefs est composée d’un domaine de 160 acides aminés proches du domaine
C-terminal de la protéine totale. Ce domaine est formé de 5 hélices. SUZ12vefs est
indispensable à la conformation correcte d’EZH2. Adapté de Jiao et al. 2015 et
Ciferri et al. 2012.

déposée avant H3K4me3 ou H3K36me2/3. L’histone méthyltransférase NSD2 cata-

lyse la méthylation au niveau de H3K36, elle n’est pas inhibée par la présence de

H3K27me3 (Schmitges et al. 2011). Ainsi l’activité du complexe PRC2 est favori-

sée par la présence de H3K27me3 et est inhibée par la présence de H3K4me3 et

H3K36me2/3.

D’autres protéines peuvent contrôler l’activité du complexe PRC2. Lorsque les pro-
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téines du complexe PRC2 de drosophile sont liées à la protéine polycomblike (Pcl),

l’activité histone méthyltransférase est améliorée (Nekrasov et al. 2007).

La protéine polycomblike (PHF1) chez les mammifères est l’orthologue de Pcl, elle

intéragit avec EZH2 et favorise l’ajout de la marque H3K27me3 (figure 4) (Sarma

et al. 2008).

La marque H3K27me3 peut également être régulée par les déméthylases. La démé-

thylase UTX de la famille JumonjiC, se trouve au niveau des promoteurs des gènes

du locus HOX et régule leur expression en modulant le recrutement du complexe

PRC1 par la marque H3K27me3 (Lee et al. 2007).

Figure 4: Modulation de l’activité du complexe PRC2 en fonction de la présence de
PHF1. En haut de la figure, si PHF1 est absente, le complexe PRC2 ne se fixe
pas stablement au niveau des promoteurs. Cet état peut permettre la catalyse
de H3K27me2 mais pas de H3K27me3. H3K27me2 peut être une marque inter-
médiaire à la répression. En bas de la figure, PHF1 est exprimée et permet de
stabiliser la liaison du complexe PRC2 à la chromatine. Lorsque le complexe est
lié, la triméthylation est catalyée et permet la répression génique. Figure de Sarma
et al. 2008.

EZH2, rôle dans les cellules souches et le développement. Par son activité

histone méthyltransférase ciblée, EZH2 contrôle le devenir cellulaire. Ezh2 régule le

développement des cellules B (Su et al. 2003), réprime l’expression de Wnt durant

l’adipogénèse (Wang et al. 2010a) et régule la différenciation des cellules musculaires

squelettiques. Le déclin d’expression d’EZH2 permet l’expression des gènes impli-

qués dans la différenciation cellulaire.
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EZH1 et EZH2 sont indispensables à la différenciation des cellules de muscle sque-

lettique. Le complexe PRC2 contenant EZH2 (PRC2-EZH2) lie le promoteur de la

myogénine et celui de la créatine kinase dans les myoblastes en prolifération. Après

mitose, le complexe PRC2 contenant EZH1 (PRC2-EZH1) remplace le PRC2-EZH2

au niveau des ces promoteurs. La phosphorylation de la sérine 28 de l’histone H3

(H3S28) régulée par Msk1 contrôle ce changement PRC2-Ezh2/PRC2-Ezh1 (Stojic

et al. 2011). Son et al. 2013, montrent que dans les myoblastes, EZH2 est important

pour l’établissement de la marque H3K27me3 dans les cellules prolifératives alors

que EZH1 permet la maintenance dans des cellules non prolifératives.

L’existence de domaines bivalents (contenant H3K27me3 et H3K4me3) dans les cel-

lules pluripotentes permet de tenir l’expression génique prête à la différenciation

(Bernstein et al. 2006a). En effet, le complexe PRC2 joue un rôle dans le main-

tien de la pluripotence et la plasticité des cellules souches embryonnaires lors du

développement (Boyer et al. 2006 Ezhkova et al. 2009 Leeb et al. 2010), SUZ12 est

associée à plus de 200 gènes impliqués dans la régulation du développement (Lee

et al. 2006, Mohn et al. 2008). Ezh2 est indispensable au développement précoce de

la souris (O’Carroll et al. 2001) ; elle est essentielle à la différentiation des cellules

du trophectoderme (couche externe de la morula) et au maintien de la pluripotence

des cellules de l’épiblaste (Erhardt et al. 2003).

Ainsi, dans les cellules souches le PRC2 réprime l’expression des gènes impliqués

dans la différencation. Puis, lors de la différenciation, le complexe PRC2 est relo-

calisé afin de réprimer les gènes associés à la pluripotence. Le complexe PRC2 est

indispensable au développement.

Régulation de l’expression d’EZH2. EZH2 régule l’expression génique, son ex-

pression est également régulée, notamment par les microARN (miR). Le miR let-7

régule l’expression d’EZH2 en se liant directement à son UTR3’. L’inhibition de let-7

cause une surexpression d’EZH2 (Kong et al. 2012).

EZH2 est aussi régulée négativement par d’autres miR comme le miR-141 dans le

cancer de la prostate (Liu et al. 2017a), le miR-138 dans les cellules d’ostéosarcome
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(Zhu et al. 2016b).

Dans les astrocytes le transcrit EZH2 est régulé négativement par les miR26a,

miR26b, miR27a et miR498.

La régulation d’EZH2 par les miR est complexe, c’est le cas notamment avec le

miR26a. EZH2 régule négativement l’expression du miR26a en ajoutant la marque

H3K27me3 au niveau de son promoteur, ceci crée une boucle de rétro-contrôle entre

EZH2 et le miR26a (figure 5)(Sharma et al. 2016). Le miR26a permet de contrôler la

progression du cycle cellulaire via Myc dont l’expression est régulée positivement par

EZH2 ; Myc réprime le miR26a. Ce mécanisme permet une boucle de rétro-contrôle

positif de l’expression d’EZH2 (Sander et al. 2008).

Figure 5: Boucle de rétro-contrôle positif d’Ezh2. Ezh2 est régulée négativement le
miR26a. Le miR26a est régulé négativement par Ezh2 via deux mécanismes, la
triméthylation de H3K27 au niveau du promoteur ou la répression par Myc.

1.3 Mécanismes de recrutement d’EZH2 à la chro-

matine

Chez la drosophile, le complexe PRC2 se lie à la chromatine via des séquences

particulières appelées PRE (Lavigne et al. 2004, Min et al. 2003, Fischle et al. 2003).

La liaison du complexe aux PRE est associée aux protéines de liaison à l’ADN,

Pleiohomeotic (Pho) et Pho-like (PhoL) (Schuettengruber et al. 2009, Schwartz et

al. 2006, Mihaly et al. 1998). Chez les mammifères ces éléments de liaison à la

chromatine ne sont pas bien définis et nombreuses sont les études qui mettent en
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évidence le rôle d’intermédiaires qui possèdent la capacité de se lier à la chromatine

(ARN, protéines) pour recruter le PRC2.

1.3.1 Par les longs ARN non codants

Selon leur taille, les ARN non codants sont classés en deux groupes : les petits

ARN non codants (sRNA) et les longs ARN non codants (lncRNA). Les lncRNA

sont impliqués dans de nombreux processus biologiques (Pauli et al. 2012,Guttman

et al. 2009). Les lncRNA guident le complexe PRC2 à la chromatine (Kretz et al.

2014). Tu et al. 2017, identifient des séquences communes aux ARN qui se lient

au PRC2 et sont conservées dans l’évolution. Une étude à grande échelle montre

que 20% des lncRNA lient le complexe PRC2, leur inhibition par siRNA cause des

changements d’expression génique notamment des gènes réprimés normalement par

le PRC2. Ces changements ont lieu au niveau des locus distants des lncRNA. Cette

étude met en évidence un mécanisme de régulation en trans. Ainsi les lncRNA col-

laborent avec le complexe PRC2 afin de contrôler l’expression génique à différents

locus (Khalil et al. 2009)(figure 6). Les lncRNA sont retrouvés dérégulés dans les

cancers et ceci peut causer un recrutement anormal d’EZH2 aux gènes cibles (Hibi

et al. 1996, Berteaux et al. 2005, Pasmant et al. 2011, Ma et al. 2014). Le tableau

2 est une liste non exhaustive des longs ARN non codants pouvant intéragir avec

EZH2.

H19. H19 est le premier lncRNA a avoir été mis en évidence. L’expression d’H19 est

dérégulée dans les cancers (Yoshimura et al. 2018, « Regulation of Human Breast

Cancer by the Long Non-Coding RNA H19 »). Dans les cardiomyocytes, le lncRNA

H19 lie EZH2 et favorise la triméthylation de H3K27 au niveau du promoteur de

DIRAS3 (Zhuo et al. 2016). L’expression de H19 est augmentée dans les cancers de

la vessie, cette expression est corrélée à la migration. H19 et EZH2 activent la voie

Wnt/βcaténine, ce qui régule négativement la E-cadhérine et favorise la migration

cellulaire (Luo et al. 2013). H19 atténue l’apoptose en inhibant la transcription du

gène BIK via le recrutement d’EZH2 au niveau de son promoteur et l’ajout de la

marque H3K27me3 (Si et al. 2016b).
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Xist. Xist est impliqué dans la répression du chromosome X (Brockdorff 2017, Lu

et al. 2017). Maenner et al. 2010, mettent en évidence que la région A du lncRNA

Xist permet la liaison avec le complexe PRC2 dans ces cellules souches embryon-

naires. Par cette interaction, le lncRNA et le complexe PRC2 jouent un rôle dans

l’inactivation du chromosome X.

HOTAIR. HOTAIR favorise le recrutement du PRC2 à la chromatine. HOTAIR

est un lncRNA transcrit au niveau du locus HOXC. Il cible le complexe PRC2 au

niveau du locus HOXD situé sur un autre chromosome (action en trans) (Gupta

et al. 2010). HOTAIR et le PRC2 sont impliqués dans la reprogrammation de l’or-

ganisation de la chromatine et promeuvent les métastases dans les cancers du sein

et du côlon. HOTAIR et SUZ12 sont sur-exprimés dans le tissu du cancer colorectal

(Kogo et al. 2011).

Le complexe PRC2 peut ainsi intéragir avec de nombreux longs ARN non codants,

cependant ces interactions ne sont pas si évidentes. En effet Portoso et al. 2017,

montrent que HOTAIR pourrait contrôler l’expression génique indépendamment du

complexe PRC2. Ce champs d’étude reste très controversé.

EZH2 est ciblée au niveau de différentes cibles à l’aide des lncRNA mais EZH2

contrôle également leur expression via la triméthylation de H3K27 de façon type

cellulaire spécifique. Ainsi les lncRNA comme les protéines sont régulés et jouent un

rôle dans le devenir cellulaire (Wu et al. 2010).
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Figure 6: Recrutement du complexe PRC2 à la chromatine via les longs ARN non co-
dants. Les longs ARN non codants sont régulés de façon cellule spécifique et
peuvent contrôler l’expression génique par différents mécanismes notamment en
recrutant le complexe PRC2 au niveau de la chromatine. Le complexe PRC2 va
alors catalyser la marque H3K27me3 et ainsi réprimer la transcription. Les ln-
cRNA peuvent agir en cis, sur des cibles voisines ou en trans, à des locus distants.

LncRNA Promoteur lié par EZH2 et lncRNA Références

Expression réprimée

LINC00152
IL24, P16, Chen et al. 2017c, Wang et al. 2017b,

P15, P21, E-CADHERINE Chen et al. 2016b, Deng et al. 2017

LINC00511 P57 Sun et al. 2016

LINC00628 LRRN2 Zhang et al. 2016b

LINC00673 HOXA5, KLF2, LATS2 Ma et al. 2017, Huang et al. 2017

LINC01133 KLF2, P21, E-CADHERINE Zang et al. 2016

AGAP2-AS1 P21, E-CADHERINE Qi et al. 2017a

ANCR réprime l’invasion et la migration Yang et al. 2017

ANRIL P15 Kotake et al. 2011

BLACAT1 P15 Su et al. 2017

CCAT2 E-CADHERINE, LATS2 Wang et al. 2016b

CRNDE P21 Zhang et al. 2017b

DANCR TIMP2/3 Jia et al. 2016

DUXAP8 PLEKHO1 Ma et al. 2016

réprime la transition

FOXF1-AS1 épithélio-mésenchymateuse Miao et al. 2016

et les métastases

GIHCG miR200b/a/429 Sui et al. 2016
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LncRNA Promoteur lié par EZH2 et lncRNA Références

H19
DIRAS3, E-CADHERINE, Zhuo et al. 2016, Luo et al. 2013,

BIK Si et al. 2016b

HNF1A-AS1 NKD1, P21 Wang et al. 2017a

HOTAIR favorise l’invasion et les métastases Gupta et al. 2010, Kogo et al. 2011

HOXA11-AS miR200b Chen et al. 2017a

HOXA-AS2 P21, KLF2 Ding et al. 2017

HOXA-AS3 RUNX2 Zhu et al. 2016a

IL7R P21, P16-INK4A Ye et al. 2017

Kcnq1ot1 Cdkn1c Pandey et al. 2008

MALAT1 PCDH10, P21, P27 Qi et al. 2016, Wang et al. 2016a

MEG3 CDH1, miR200 Terashima et al. 2017

PVT1 LATS2, miR200b Wan et al. 2016, Zhang et al. 2016a

ROR1-AS1 P16, SOX11 Hu et al. 2017a

SNHG20 E-CADHERINE Liu et al. 2017b

SPRY4-IT1 E-CADHERINE Zhou et al. 2017

TINCR CaMKII Shao et al. 2017

TUG1 LIMK2b, CELF1 Niu et al. 2017, Lin et al. 2016

UCA1 P27Kip1, P21, E-CADHERINE Hu et al. 2016, Cai et al. 2017

UBC1 favorise la prolifération et l’invasion He et al. 2013

Xist Inactivation du chromosome X Maenner et al. 2010

Expression activée

UCA1 CYCLINE D1 Wang et al. 2017c

Table 2: Longs ARN non codants impliqués dans le recrutement
d’EZH2 au niveau de promoteurs cibles. (liste non exhaustive)

1.3.2 Par les protéines

Le complexe PRC2 peut être recruté à la chromatine via les lncRNA mais aussi

via des protéines.

La protéine de liaison à l’ADN Pleiohomeotic (Pho) est essentielle pour la répression

par le PRC2 chez la drosophile, et permet sa liaison aux séquences PRE (Polycomb
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Responsive Element) et peut intéragir avec l’histone H3 (Fritsch et al. 1999, Lavigne

et al. 2004, Min et al. 2003, Fischle et al. 2003). Chez les mammifères, YY1 peut

jouer le même rôle que Pho, c’est un facteur de transcription qui est retrouvé lié aux

sites d’initiation de la transcription (Thomas et al. 1999,Xi et al. 2007, Brown et

al. 1998). Wilkinson et al. 2006, mettent en évidence que le domaine REPO d’YY1

(acides aminés 201 à 226), est nécessaire et suffisant pour recruter le PRC2 au niveau

de la chromatine, permettre la répression génique et est indispensable au maintien

du statut indifférencié des cellules de myotome (Caretti et al. 2004).

JARID2 recrute à la fois le complexe PRC1, le complexe PRC2 et l’ARN polymé-

rase II afin de réguler l’expression génique dans les cellules souches embryonnaires

(Landeira et al. 2010).

Le complexe PRC1 peut également favoriser le recrutement du complexe PRC2 à la

chromatine indépendamment des marques épigénétiques (Kahn et al. 2016).

1.4 EZH2 et cancer

Ce sujet a fait l’objet d’une revue par le laboratoire (annexe).

1.4.1 EZH2 dans les cancers hématologiques

L’expression d’EZH2 est altérée dans les cancers hématologiques (perte de fonc-

tion). La perte d’expression d’Ezh2 dans les cellules souches hématopoïétiques de

souris est suffisante pour causer une leucémie lymphoblastique aigüe T aggressive

(Simon et al. 2012).

La capacité d’EZH2 à triméthyler H3K27 est augmentée dans les lymphomes (gain

de fonction). EZH2 est retrouvée mutée à l’état hétérozygote au niveau de la tyrosine

641 (Y641) présente dans le domaine SET (Morin et al. 2010).

1.4.2 EZH2 dans les tumeurs solides

EZH2 est sur-exprimée dans les cancers de la prostate métastatique (Varambally

et al. 2002). Elle est facteur de mauvais pronostic dans les cancers gastriques et est
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associée à l’augmentation de la taille de la tumeur, l’invasion, l’angiogénèse et les

métastases (Matsukawa et al. 2006). EZH2 est retrouvée sur-exprimée dans les tissus

de cancer de sein invasif et est un marqueur d’aggressivité de ces cellules cancéreuses

(Kleer et al. 2003). Cependant Wassef et al. 2015, montrent que la dérégulation de

l’expression d’EZH2 dans le cancer du sein est une conséquence et non pas une cause

du développement cancéreux.

Le séquençage de 48 échantillons de tumeurs de glioblastome multiforme pédiatrique

(GBM) met en évidence des mutations dans le gène H3F3A codant pour un variant

de l’histone H3, l’histone H3.3. Cette mutation est retrouvée dans 31% des tumeurs.

La lysine 27 est remplacée par une méthionine (K27M). La mutation H3.3K27M est

retrouvée dans les tissus avant tout traitement. Cette mutation empêche l’ajout de

la méthylation et de l’acétylation (Wu et al. 2012). La mutation H3.3K27M induit

une réduction drastique des marques H3K27me2 et H3K27me3 (Justin et al. 2016).

1.4.3 Cibler EZH2 dans les cancers

EZH2 joue un rôle important lors de la tumorigénèse et est retrouvée dérégulée

dans de nombreux cancers. La recherche d’inhibiteurs spécifiques d’EZH2 est donc

un enjeu important dans la découverte de nouveaux anti-cancéreux.

Suite à ces résultats, de nombreuses études cherchent à mettre en place des inhibi-

teurs d’EZH2 spécifiques et de faible toxicité, figure 7.

DZNep. Historiquement Glazer et al. 1986, montrent le rôle du DZNep, un in-

hibiteur de l’hydrolase S-adénosylhomocystéine comme anti-cancéreux. Depuis, le

DZNep est largement étudié afin d’inhiber EZH2 dans les cancers. Cependant le

DZNep n’est pas spécifique d’EZH2 (Richon et al. 2011). Le DZNep inhibe la cata-

lyse de H3K27me3 et H4K20me3, il permet la ré-expression de gènes réprimés dans

le cancer (Miranda et al. 2009). Dans les tissus de tumeurs mammaires de souris

déficientes en BRCA1, EZH2 est sur-exprimée. Le DZNep est 20 fois plus efficace

pour tuer les cellules déficientes en BRCA1 en comparaison aux cellules exprimant

BRCA1. Malheureusement, cette étude met également en évidence la toxicité du
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DZNep dans le traitement des souris (Puppe et al. 2009).

La famille des GSK (GlaxoSmithKline). Diaz et al. 2012, identifient un com-

posé dans la collection GlaxoSmithKline, le GSK-A qui est un inhibiteur compé-

titif du S-adenosyl-L-methionine (SAM). Cet inhibiteur diminue l’abondance de la

marque H3K27me3 dans des cellules cancéreuses de sein. Cette molécule peut servir

de base afin de développer d’autres composés compétiteurs du SAM dans le cadre

de chimiothérapie.

Le GSK126 inhibe la prolifération des cellules de lymphome à larges cellules B

portant la mutation Y641. Le GSK126 est 1000 fois plus spécifique d’EZH2 que

d’autres histones méthyltransférases et 150 fois plus spécifique d’EZH2 que d’EZH1

qui possède un domaine SET identique à 96%. Le GSK126 diminue les marques

H3K27me3 et H3K27me2 mais n’affecte pas fortement la marque H3K27me1. Cette

molécule, contrairement au DZNep, n’entraîne pas la dégradation d’EZH2. Elle peut

être utilisée pour comprendre le rôle d’EZH2 dans la progression tumorale et le dé-

veloppement (McCabe et al. 2012).

La famille des EPZ (Epizyme). La protéine EZH2 mutée aux acides aminés

tyrosine 641 (Y641) et Alanine 677 (A677) est hyperactive (hypertriméthylation de

H3K27) et est retrouvée dans les lymphomes. L’utilisation de l’inhibiteur EPZ005687

réduit la marque H3K27me3, entraîne l’apoptose cellulaire des cellules mutantes et

a peu d’action sur les cellules non mutées. EPZ005687 est 500 fois plus spécifique

pour EZH2 que pour d’autres histones méthyltransférases et est 50 fois plus spéci-

fique d’EZH2 que d’EZH1. Ce composé pourrait être utilisé pour traiter les patients

portant les mutations activatrices d’EZH2 (Knutson et al. 2012).

EI1. L’EI1 est un inhibiteur compétitif d’EZH2. Cet inhibiteur diminue l’abon-

dance de marque H3K27me3, ralentit la prolifération cellulaire et induit l’apoptose

des cellules de lymphomes diffus à grandes cellules B, mutées pour EZH2 (Y641)

(Qi et al. 2012).
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UNC1999. Konze et al. 2013, ont développé un composé ciblant EZH2 et EZH1,

l’UNC1999. Ce composé peut être ingéré, il est un compétiteur de SAM et permet la

diminution de la marque H3K27me3 dans des cellules de lymphomes mutées EZH2-

Y641.

Composés naturels. Certains composés trouvés dans notre alimentation pré-

sentent également un pouvoir d’inhibition d’EZH2. C’est le cas des acides gras po-

lyinsaturés riches en omega 3. Ce composé cause la dégradation d’EZH2 par le pro-

téasome, il réduit l’abondance de la marque H3K27me3 et permet la ré-expressoin

de la E-cadhérine et de IGFBP3 dans des cellules cancéreuses de sein (Dimri et al.

2010).

La curcumine contenu dans le curcuma réduit la prolifération cellulaire par une ac-

cumulation des cellules en phase G1. La curcumine ne réduit pas l’expression de

l’ARNm d’EZH2 mais diminue son abondance protéique ainsi que son activité (Hua

et al. 2010). Un analogue synthétique permet également de diminuer la survie des

cellules cancéreuses pancréatiques, de réduire l’invasion, la migration et réduit la

population de cellules souches cancéreuses (moins de formation de sphères). Le trai-

tement des cellules permet de retrouver l’expression de microARN suppresseurs de

tumeurs (let7a, b, c ; miR26a, miR101, miR146a, miR200b, c) (Bao et al. 2012).

Les isothiocyanates contenus dans les légumes crucifères causent une réduction de

l’expression d’EZH2 en conduisant à sa dégradation par le protéasome, diminuent

l’abondance de la marque H3K27me3 et arrêtent le cycle cellulaire en G2/M (Bala-

subramanian et al. 2011).

Inhibition du complexe PRC2. La synthèse d’une hélice α qui mime le do-

maine de liaison d’EED à EZH2 permet la dissociation d’EZH2 et EED, diminue

l’abondance de H3K27me3 et diminue la présence de la protéine EZH2. L’utilisation

de cette hélice α dans des cellules de leucémie entraîne un arrêt de la croissance

cellulaire, la différenciation des macrophages et la ré-expression des gènes lignée-

spécifiques (Kim et al. 2013).

Qi et al. 2017b, ont découvert un inhibiteur permettant d’empêcher la reconnaissance
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de la marque H3K27me3 par EED, l’EED226. Cette molécule induit un changement

de conformation d’EED et diminue l’activité du complexe PRC2. EED est 500 fois

plus affin pour EED226 que H3K27me3. L’abondance de la marque H3K27me3 est

réduite et permet la régression de tumeurs xénogreffées.

L’A-395 inhibe également la liaison de EED à H3K27me3. Ce composé réduit l’abon-

dance de la marque H3K27me3, inhibe la prolifération cellulaire et possède une

activité anti-tumorale (He et al. 2017).

Figure 7: L’inihibition d’EZH2. EZH2 peut être inhibée de différentes façons A. Uti-
lisation de molécules compétitrices du SAM. Le DZNep est un inhibiteur de SAM
pour toutes les histones méthyltransférases tandis que les molécules de la famille
GSK et EPZ sont plus spécifiques de la protéine EZH2. B. Le complexe PRC2
peut être dissocié par un peptide en hélice α qui inhibe la liaison d’EZH2 avec
EED. C. L’inhibition de la reconnaissance de H3K27me3 par EED permet de
diminuer l’abondance de la marque épigénétique.
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1.5 Les modifications post-traductionnelles d’EZH2

Récemment plusieurs équipes ont montré la régulation d’EZH2 par diverses mo-

difications post-traductionnelles, figure 8.

1.5.1 Phosphorylation

Phosphorylation d’EZH2 au niveau de la Sérine 21 par AKT. Cha et al.

2005, montrent que AKT phosphoryle EZH2 au niveau de la sérine 21 (S21). Celle-ci

supprime l’activité histone méthyltransférase d’EZH2 et son affinité pour l’histone

H3. Ce site de phosphorylation est conservé entre les espèces. La phosphorylation

de S21 entraîne une diminution de la marque H3K27me3 et permet la ré-expression

de gènes réprimés initialement. Ce mécanisme de régulation d’EZH2 pourrait être

impliqué dans la cancérogénèse. En réponse à l’E2 (17β-estradiol) et aux xenoes-

trogènes, le récepteur ER via la voie PI3K/AKT phosphoryle EZH2 au niveau de

la S21 (diminution de la marque H3K27me3). Ainsi, les xénoestrogènes peuvent re-

programmer l’expression génique et favoriser le développement du cancer du sein

(Bredfeldt et al. 2010).

Phosphorylation d’EZH2 par les CDK.

Thr 350. Les kinases dépendantes des cyclines, CDK1 et CDK2, phosphorylent

EZH2 au niveau de la thréonine 350 (Thr350), ce motif est conservé entre les espèces.

La phosphorylation de ce résidu est importante pour le recrutement d’EZH2 et la

maintenance de la marque K3K27me3 au niveau des loci cibles d’EZH2.

Thr 372. La phosphorylation au niveau de la thréonine 372 (Thr372) accroît

l’intéraction entre YY1 et EZH2, elle est catalysée par la voie Tnf/P38α. Ce méca-

nisme conduit à la répression de Pax7 lors de la régénération musculaire (Palacios

et al. 2010).
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Thr 487. EZH2 est phosphorylée au niveau de la thréonine 487 par CDK1.

Dans des cellules embryonnaires de rein, cette phoshorylation dissocie le complexe

PRC2 et inhibe l’activité histone méthyltransférase d’EZH2.

Thr 416. La protéine NIPP1 régule la sérine/thréonine phosphatase PP1. PP1

régule la présence d’EZH2 aux loci cibles par la phosphorylation de la thréonine

416 (Thr416). La phosphorylation EZH2-Thr416 crée une plateforme d’accueil pour

NIPP1. Ce recrutement permet d’augmenter la phosphorylation d’EZH2 en inhibant

sa déphosphorylation par PP1 (Minnebo et al. 2013).

Phosphorylation d’EZH2 au niveau de la S734 par ATM. Dans l’ataxie

télangiectasie la marque H3K27me3 est fortement abondante. L’actaxie télangiecta-

sie est une dégénération neuronale progressive causée par une déficience en protéine

ATM. La protéine ATM est une kinase qui phosphoryle EZH2 à la sérine 734 (S734)

et diminue la stabilité de la protéine. La localisation de la marque H3K27me3 est

changée et provoque une dérégulation du cycle cellulaire et l’apoptose (Li et al.

2013b).

1.5.2 Acétylation

EZH2 est acétylée par l’acétyltransférase PCAF (P300/CBP-associated factor)

au niveau de la lysine 348 (K348) et déacétylée par SIRT1. Cette acétylation cause

une diminution des phosphorylations au niveau des Thr345 et Thr487. EZH2-K348

acétylée augmente la stabilité d’EZH2 sans influencer son association au complexe

PRC2 et augmente son activité enzymatique (Wan et al. 2015).

1.5.3 Ubiquitination

L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle qui contrôle la dégra-

dation des protéines. Elle est liée de façon covalente à un résidu lysine. L’ubiquiti-

nation est régulée par une cascade d’enzymes E1, E2 et E3. Il existe dans les cancers

des dérégulations d’ubiquitinilation (activation ou desactivation). L’ubiquitinilation
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modère la dégradation d’oncogènes et suppresseurs de tumeurs ainsi que le cycle cel-

lulaire (Popovic et al. 2014). Il existe plusieurs protéines qui peuvent ubiquitinyler

Ezh2 : Smurf2 (polyubiquitine EZH2 et cause sa dégradation par le protéasome), la

protéine β-TRCP a pour cible EZH2 phosphorylée au niveau de la tyrosine Y641

par JAK2 (dégradation d’Ezh2), YC-1 favorise l’ubiquitination et la dégradation

d’EZH2 par c-CBL (Casitas B-lineage lymphoma), le DZNep favorise l’expression

de la protéine ubiquitine ligase PRAJA1 qui favorise la dégradation des composants

du PRC2 par le protéasome (Yu et al. 2013, Sahasrabuddhe et al. 2015, Chang et al.

2014, Zoabi et al. 2011).

1.5.4 O-GlcNacylation

La O-GlcNacylation est catalysée par l’enzyme O-GlcNac transférase (OGT),

requise pour la triméthylation H3K27. La sérine 75 est le site de O-GlcNacylation

d’EZH2, elle favorise sa stabilité et inhibe une phosphorylation d’EZH2 responsable

de sa dégradation (Chu et al. 2014).
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Figure 8: Modifications post-traductionnelles d’EZH2. L’activité d’EZH2 est mo-
dulée par les modifications post-traductionnelles. Les phosphorylations de la sérine
21 (S21), thréonine 350 (T350), 372 (T372), 416 (T416) et 487 (T487) régulent
l’ajout de la marque H3K27me3. Le cycle cellulaire peut également être modulé
par les modifications post-traductionnelles d’EZH2 notamment par la phosphory-
lation de la thréonine 487 et celle de la sérine 734 (S734). L’acétylation de la lysine
348 (K348) inhibe la phosphorylation des thréonines 350 et 487. La phosphory-
lation de la tyrosine 641 (Y641) par JAK2 conduit à la dégration d’EZH2.A :
Acétylation, G : O-GlcNacylation, P : Phosphorylation.
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Chapitre 2

Le complexe PRC1

2.1 Composition du complexe PRC1

Le complexe PRC1 chez la drosophile est composé de 4 composants ; Polycomb

(Pc), Sex combs extra (Sce), Polyhomeotic (Ph) and Posterior sex combs (Psc)

(figure 9).

Figure 9: Le complexe PRC1 chez la drosophile. Composition du complexe PRC1
chez la drosophile. Le complexe est formé des protéines Pc, Sce, Ph et Psc.

Le complexe PRC1 est conservé chez les mammifères, composé respectivement

des protéines CBX, RING1A/RNF2, PHC et BMI1/PCGF, table 3. La majeure

différence entre les mammifères et la drosophile est la présence de nombreux ortho-

logues des différentes protéines du complexe, différents complexes PRC1 peuvent

être formés par exclusion mutuelle (Levine et al. 2002), figure 10.

PHC. Chez les mammifères il existe 3 orthologues de la protéine Ph : PHC1,

PHC2 et PHC3. Les protéines PHC2 et PHC3 ont une plus grande homologie de
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séquence. Elles possèdent deux domaines conservés dans la partie N-terminale (N-A

et N-B) (Tonkin et al. 2002).

CBX. La protéine Pc est conservée chez les mammifères. Les invertébrés ex-

priment une protéine Pc tandis que les mammifères expriment 5 orthologues : CBX2,

CBX4, CBX6, CBX7 et CBX8. Ils sont composés en N-terminale d’un chromodo-

maine (reconnaît la queue des histones), adjacent à ce domaine, un domaine de

liaison à l’ADN, AT-hook-like (ATHL) (se lie à l’ADN) et en C-terminale d’un do-

maine Polycomb Repressor Box (permet l’interaction avec les protéines du complexe

PRC1, homologues de Sce) (figure 11).

Figure 10: Composition des complexes PRC1 canoniques et non canoniques.
Les complexes canoniques contiennent les sous-unités CBX, les complexes non
canoniques peuvent contenir RYBP, KDM2B et E2F6. Figure adaptée de Gil
et al. 2014.

PCGF. La protéine Psc est conservée chez les mammifères. Il existe 6 orthologues :

PCGF1, PCGF2, PCGF3, BMI1, PCGF5 et PCGF6 (Connelly et al. 2017).
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Nom utilisé Alias
CBX2 M33, PC1
CBX3 HP1γ
CBX4 HPC2, PC2
CBX8 HPC3, PC3
PCGF1 NSPC1, RNF68
PCGF2 MEL18, MEL-18, RNF110, Zinc Finger Protein 144
PCGF3 RNF3
BMI1 PCGF4, RNF51
PCGF5 RNF159
PCGF6 MBLR, RNF134
RING1A RNF1
RNF2 RING1B, RING2, HIPI3
PHC1 HPH1, RAE28, PH1, MHP1, Polyhomeotic-like 1
PHC2 HPH2, PH2, Polyhomeotic-like 2
PHC3 HPH3, PH3, Polyhomeotic-like 3

KDM2B FBXL10, NDY1, JHDM1B

Table 3: Les différents noms des protéines du complexe PRC1 trouvés dans la
littérature.

RING. Les orthologues de la protéine Sce sont RING1A et RNF2. L’expression de

la protéine Ring1A est indispensable pour l’organisation de l’axe antéro-postérieur de

la drosophile (Gorfinkiel et al. 2004). Ce complexe catalyse la marque H2AK119ub1.

L’absence de Rnf2 cause une perte de H2AK119ub1, l’arginine 70 contenue dans le

domaine Ring est indispensable à l’activité catalytique de Rnf2 (Wang et al. 2004a).

2.1.1 Activité et formation des complexes PRC1

Activité. La formation minimale du complexe PRC1 requiert les protéines Sce et

Psc chez la drosophile. Ce complexe agit comme une E3 ligase qui catalyse la mono-

ubiquitination de l’histone H2A au niveau de la lysine 118 (H2AK118ub1) (figure

12). L’ubiquitination de l’histone H2A contrôle l’interaction entre les nucléosomes

(Levinger et al. 1982).

Chez les mammifères, les protéines Ring1A et Rnf2 catalysent la marque H2AK119-

ub1. Buchwald et al. 2006, mettent également en évidence le rôle de Bmi1 dans

l’ubiquitination de H2AK119 par Ring1A et Rnf2. Rnf2 entoure Bmi1 avec sa partie
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Figure 11: Représentation schématique des régions conservées des homologues
de Pc. ATHL : AT Hook-Like, régions conservées pour CBX4, CBX6, CBX7 et
CBX8, CIPC : région conservée chez les insectes, PcR box : Polycomb Repressor
Box, SRR : région riche en sérine. Figure de Senthilkumar et al. 2009.

Figure 12: Mono-ubiquitination de la lysine 118 de l’histone H2A
(H2AK118ub1) par le complexe PRC1 chez la drosophile. L’ajout
de la marque H2AK118ub1 permet de contrôler l’expression génique chez la
drosophile.

N-terminale. Cette interaction permet un meilleur transfert de l’ubiquitine (Li et al.

2006).

Formation de différents complexes PRC1. Les complexes PRC1 diffèrent

par leur composition et leur localisation, très peu sont co-localisés à la marque

H3K27me3. Cela suggère que chaque complexe PRC1 possède des cibles et des fonc-

tions biologiques différentes. La présence des protéines CBX définit les complexes

PRC1 canoniques, et leur absence les complexes PRC1 non canoniques. Les com-

plexes canoniques et non canoniques sont capables de compacter la chromatine (Gao

et al. 2012).
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2.1.2 Régulation de l’expression

Le complexe PRC1 régule l’expression génique via la compaction de la chroma-

tine. Pour cela, un complexe peut compacter 3 nucléosomes (Francis et al. 2004).

Lorsque le complexe PRC1 est présent l’ARN polymérase ne peut pas initier la

transcription.

Un modèle de drosophile mutant pour Sce et déficient en H2AK118ub1 (équivalent

de H2AK119ub1 chez les mammifères) ne présente pas de phénotype caractéristique

des mutants Polycomb mais meurt à la fin de l’embryogénèse. La répression des

gènes cibles du PRC1 est maintenue, notamment au niveau des gènes Hox (Pen-

gelly et al. 2015). Chez la drosophile, le complexe PRC1 bloque le remodelage de la

chromatine par le complexe Swi/Snf, ceci pourrait être due au fait que le PRC1 et

Swi/Snf lient des séquences identiques ou se chevauchant à la surface du nucléosome

(Shao et al. 1999, Dellino et al. 2004). H2AK119ub1 bloque l’ARN polymérase II

au début de l’élongation (Zhou et al. 2008).

Pemberton et al. 2014, rapportent que différents complexes PRC1 peuvent être fixés

à la même séquence d’ADN. Dans les fibroblastes, les complexes PRC1 possèdent

des sites de liaison communs ce qui suggère qu’ils agissent collectivement plutôt

qu’individuellement.

Le complexe PRC1 est nécessaire au maintien de la compaction de la chromatine

dans les cellules souches embryonnaires (ESC) au niveau des loci HoxB et HoxD.

Dans les cellules ES le recrutement du PRC1 dépend de la marque H3K27me3,

l’inactivation du gène Eed est corrélée à la perte de liaison du complexe PRC1 et

l’absence de répression génique (Eskeland et al. 2010).

Chez de nombreux organismes 5% à 15% des histones H2A sont mono-ubiquitinylées

au niveau de la lysine 119. Chez les femelles H2AK119ub1 est retrouvée au niveau

du chromosome X inactif. Cette marque est déposée par les protéines Ring1A et

Rnf2 qui présentent une fonction redondante dans l’inactivation du chromosome X

(de Napoles et al. 2004).
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2.1.3 Le complexe PRC1 canonique

Vandamme et al. 2011, ont mis en évidence que chaque protéine CBX fait partie

d’un complexe PRC1 différent et interagit avec différentes protéines du complexe

PRC1. Ils identifient 20 protéines co-éluées avec CBX2 et CBX7, 40 protéines éluées

avec CBX4 et 60 avec CBX6 et CBX8. Les protéines BMI1, PCGF2, PCGF6, PHC2,

RING1A et RNF2 ne sont éluées qu’avec les CBX4, CBX7 et CBX8. La protéine

CBX6 interagit avec PHC2, RNF2 et RING1 mais pas les protéines de la famille

BMI1/PCGF. Ces résultats suggèrent que les protéines CBX possèdent des affinités

différentes pour les autres membres du complexe PRC1. Les protéines PHC2 et

RNF2 sont les seules composantes du complexe PRC1 qui interagissent avec tous

les CBX.

Par la suite Gao et al. 2012 mettent en évidence l’existence de 6 complexes PRC1

contenant chacun une unité PCGF distincte couplée à RING1A/RNF2, PRC1.1 à

PRC1.6 (figure 13).

Figure 13: Les protéines PCGF forment différents complexes. Chaque protéine
PCGF forme un complexe PRC1 différent. Figure adaptée de Gao et al. 2012.

Les CBX sont importants pour le recrutement des complexes canonique à la

chromatine. Cao et al. 2002, ont montré que les protéines Polycomb Pc (Homo-

logues chez les mammifères : CBX) ont la capacité de se fixer à H3K27me3 par
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leur chromodomaine via une intéraction hydrophobe (Kaustov et al. 2011). Chez

les mammifères, les CBX possèdent deux acides aminés essentiels et conservés sont

importants pour cette interaction, le Trp 47 et le Trp 50 (Min et al. 2003). La liai-

son des complexes PRC1 contenant Pc au niveau de la marque H3K27me3 réprime

l’expression génique (Wang et al. 2004b). Cbx2 recrute le complexe PRC1 au niveau

de l’hétérochromatine péricentrique via son chromodomaine et son domaine ATH

(AT hook) (Tardat et al. 2015).

2.1.4 Complexes PRC1 non canoniques

Les complexes PRC1 formés en l’absence des protéines CBX sont appelés non

canoniques. Différentes protéines peuvent s’associer à RING1A/RNF2 et aux PCGF

pour former les complexes non canoniques (table 4).

RYBP. La protéine RYBP qui lie Ring1A/Rnf2 et YY1, est une protéine avec des

motifs en doigt de zinc essentielle au développement embryonnaire. Cette protéine

seule ne possède pas de structure secondaire ni tertiaire. La protéine acquiert une

conformation uniquement lorsqu’elle se lie via sa partie C-terminale à Ring1A/Rnf2

ou à l’ADN (Neira et al. 2009). La présence de RYBP stimule l’activité catalytique

de RNF2, elle joue un rôle central dans l’activité du complexe PRC1. L’inactivation

de RYBP cause une absence de maintenance de la marque H2AK119ub1 et un défaut

de prolifération des cellules ES.

La protéine Rybp est capable de lier H2AK119ub1, ainsi le recrutement de PRC1 est

favorisé et permet de maintenir le contrôle de l’expression génique (Arrigoni et al.

2006). Le complexe Rybp-PRC1 est retrouvé dans les cellules souches embryonnaires

murines, le recrutement est indépendant de la marque H3K27me3 (Tavares et al.

2012). L’association des protéines Rybp, Cbx et Rnf2 est indispensable à la stabilité

de la liaison à la chromatine des complexes canoniques et la régulation de l’expression

génique (Wang et al. 2010b).
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KDM2B. KDM2B est une déméthylase de la lysine 36 de l’histone H3. Elle peut

être coimmunoprécipitée avec BCOR, RING1A, RYBP, PCGF et RNF2. Ce com-

plexe est co-localisé avec H2AK119ub1. BCOR recrute à la fois une E3 ligase et

une histone déméthylase ce qui suggère qu’elle crée une combinaison unique pour

contrôler les modifications épigénitiques régulant l’expression génique (Gearhart et

al. 2006). L’intéraction de Kdm2b avec Bcor, Lsd1/Aof2 et Rnf2 a été mise égale-

ment en évidence par Sánchez et al. 2007.

Chez la souris, Kdm2b interagit avec Ring1b et Pcgf1, ce complexe est requis pour

H2AK119ub1 dans les cellules ES. La délétion de Kdm2b cause une diminution de

la liaison de Rnf2 au niveau des gènes cibles et une perte de H2AK119ub1 (figure

14) (Wu et al. 2013).

Figure 14: Recrutement via Kdm2b. Le complexe PRC1 contenant Kdm2b est re-
cruté au niveau des séquences d’ADN riches en ilôts CpG. Le complexe PRC1
catalyse la marque H2AK119ub1. Figure adaptée de Wu et al. 2013.

Blackledge et al. 2014, mettent en évidence que le complexe PRC1 composé de

PCGF1/ KDM2B permet le recrutement du PRC2 via H2AK119ub1.

La réduction de Kdm2b conduit à une diminution de Rnf2 liée à la chromatine et

une perte de H2AK119ub1 (Farcas et al. 2012). Le complexe PRC1 non canonique

formé par Kdm2b, Pcgf1 et Rnf2 ; est requis pour la formation de H2AK119ub1 dans

les cellules souches embryonnaires murines. Les cellules n’exprimant pas Kdm2b ne

se différencient pas correctement. Wu et al. 2013 montrent que Kdm2b est indis-
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pensable au recrutement de Rnf2 aux gènes cibles via son domaine CXXC afin de

catalyser H2AK119ub1.

E2F6. E2F6 associée à L3MBTL2, HPlγ, RING1A, RNF2 et PCGF6 forme le

complexe PRC1 like 4 (PRC1L4). Ce complexe compacte la chromatine, son recru-

tement ne dépend pas de H3K27me3 (Trojer et al. 2011). La protéine E2F-6 se lie

à l’ADN et s’associe aux protéines RING1A, RNF2, PCGF6, H-l(3)mbt-like pro-

tein et YAF2. Ce complexe est appelé E2F6.com-1. Grâce à son domaine de liaison

E2F-6 recrute le complexe PRC1 à la chromatine et pourrait former une plateforme

permettant la propagation de la chromatine compactée (Ogawa et al. 2002).

Homologues
Complexe PRC1 Autres protéines Références
non canonique Psc Sce associées

PRC1-1/ PCGF1 RING1A/RNF2 BCOR, KDM2B, Gearhart et al. 2006Complexe BCOR RYBP, SKP1
PRC1-2 PCGF2 RING1A/RNF2 PHC2, CBX8 Elderkin et al. 2007

PRC1L4 PCGF6 RING1A/RNF2 L3MTBLT2, Trojer et al. 2011HPlγ, E2F6

Table 4: Variation du complexe PRC1 non canonique chez l’Homme.

2.2 Autres recrutement à la chromatine du com-

plexe PRC1

Il existe d’autres mode de recrutement du complexe PRC1 à la chromatine par

des ARN non codant ou par des protéines.

2.2.1 Recrutement via les ARN non codants

ANRIL. L’ARN non codant ANRIL intéragit avec CBX7 et contrôle l’expression

du locus INK4B/ARF/INK4a (Yap et al. 2010).
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Xist. Rnf2 est recrutée par Xist et catalyse H2AK119ub1. Lorsque le complexe

PRC2 est absent, l’inactivation du chromosome X n’est pas altérée. Une fois mise

en place la structure de la chromatine se maintient seule et ne nécessite ni Xist, ni

PRC1, ni PRC2. Il existe une mémoire chromosomique (Schoeftner et al. 2006).

PANDA. Dans les cellules en prolifération, l’ARN non codant PANDA et la pro-

téine SAFA (Scaffold Attachment Factor A) intéragissent avec le complexe PRC1-

BMI1 et la protéine SAFA avec le complexe PRC2. Ainsi, PANDA et SAFA per-

mettent la répression des gènes impliqués dans la sénescence. Dans les cellules sé-

nescentes, les complexes PRC1 et PRC2 ne sont plus recrutés et PANDA intéragit

avec NF-YA (un facteur de transcription capable de se lier à l’ADN et à l’ARN) afin

de promouvoir le processus de sénescence (figure 15) (Puvvula et al. 2014).

Figure 15: Rôle du complexe PRC1 dans la sénescence. Contrôle de l’entrée en
sénescence via l’ARN PANDA. L’ARN PANDA dans les cellules prolifératives (à
gauche) intéragit avec le complexe PRC1-BMI1 et SAFA. SAFA intéragit égale-
ment avec le complexe PRC2. Ainsi ces deux complexes sont amenés au niveau des
loci associés à la sénescence et les répriment. Les signaux favorisant la sénescence
dissocient les complexes formés par PANDA-PRC1 et SAFA-PRC2. PANDA in-
téragit avec NF-YA et favorise l’entrée en sénescence (à droite). PANDA régule
son expression via la liaison des complexes PRC1 et PRC2 à son locus. Figure
de Puvvula et al. 2014.
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2.2.2 Par les protéines.

PRE-like. Chez la drosophile, les séquences PRE (Polycomb Responsive Element)

permettent de recruter les protéines Polycomb. Cependant ces séquences ne sont pas

retrouvées chez les mammifères. Woo et al. 2010, mettent en évidence une séquence

entre les gènes HOXD11 et HOXD12 associée aux protéines Polycomb et similaire

aux séquences PRE retrouvées chez la drosophile. La répression de cette région

dépend des protéines YY1, RYBP, BMI1 et EED, .

RUNX1. Le complexe PRC1 peut également être recruté par des facteurs de

transcription, comme Runx1/CBFβ (Arnold et al. 2013, Yu et al. 2012). Rnf2 est

trouvée au niveau des sites de liaison de Runx1 dans les thymocytes primaires mu-

rins. La réduction de Runx1 cause une perte de liaison de Rnf2 à ces sites.

REST. Rest est un facteur de transcription qui intéragit avec les Cbx dans les

cellules ES de souris et se lie aux séquences RE1. La délétion de Rest cause une

diminution de la liaison du PRC1 au niveau des sites distaux à RE1 mais cause

une augmentation de sa liaison au niveau des sites proximaux. Ainsi le recrutement

de PRC1 varie en fonction de la distance aux éléments RE1, Rest favorise le recru-

tement de PRC1 uniquement aux sites distaux à RE1 alors que le PRC1 intéragit

directement avec la chromatine aux sites proximaux. Rest peut à la fois favoriser

la liaison du PRC1 et entraîner la répression génique (figure 16) (Ren et al. 2011,

Dietrich et al. 2012)

En conclusion, afin de réguler l’expression génique le PRC1 peut être recruté à

la chromatine par différents mécanismes, figure 17.

2.3 PRC1, devenir cellulaire et développement

Il existe une grande diversité de complexe PRC1 en fonction des protéines qui le

compose. Les protéines du PRC1 sont impliquées dans le développement. En effet, la

composition du complexe peut contrôler le maintien ou la différencation des cellules
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Figure 16: Rôle de REST dans la liaison du complexe PRC1 en fonction de la
distance aux éléments RE1. Représentation de différents complexes PRC1
par différentes couleurs. La configuration du PRC1 influence le rôle de REST
pour la liaison aux éléments RE1. Les Cbx (verts) peuvent se lier à REST. REST
favorise la liaison du complexe PRC1 aux sites distaux de RE1 (partie gauche).
Le PRC1 se lie directement à la chromatine aux sites proximaux (partie droite).
Figure adaptée de Ren et al. 2011.

souches. Les différents complexes, contrôlent la spécification tissulaire grâce à leur

expression particulière (Luis et al. 2012, Gil et al. 2014).

La protéine catalytique Rnf2 est importante dans le développement embryonnaire.

Chez la souris, l’inactivation de Rnf2 est à l’origine d’un arrêt du développement au

stade gastrulation (Voncken et al. 2003). La génération d’un modèle murin portant

un allèle hypomorphe Rnf2 génère des anomalies postérieures du squelette axial et

au niveau du mésoderme, une dé-répression de certains gènes Hox, (Hoxb4, Hoxb6

et Hoxb8 ). Chez le poulet, la surexpression de Rnf2 réprime HoxB9 dans le tube

neural. Ainsi, Rnf2 régule les gènes Hox de façon tissu spécifique (Suzuki et al. 2002).

Les protéines Cbx sont également indispensables à la répression génique et peuvent

se coordonner afin de contrôler l’expression (Moazed et al. 1992). En effet, Cbx2

est impliquée dans la spécification de l’axe antéro-postérieur chez la souris (Schoor-

lemmer et al. 1997). L’inactivation de cbx2 cause des anomalies du développement

des gonades, des surrénales et de la rate. Cbx2 est impliquée dans la différenciation

sexuelle en régulant l’expression de Sry (Katoh-Fukui et al. 2012).

La protéine Cbx4 est fortement exprimée dans l’épithélium thymique et est impor-

tante pour l’organogénèse et la maintenance de l’épithélium. L’inactivation de cbx4
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Figure 17: Les différents modes de recrutement des complexes PRC1. Le com-
plexe PRC1 peut être recruté au niveau de la chromatine par différents mé-
canismes. Les protéines CBX ont la capacité de lier H3K27me3 catalysée par le
complexe PRC2. Le complexe PRC2 peut reconnaître H2AK119ub1 et permettre
une auto-amplification de la catalyse de H2AK119ub1. La protéine RYBP peut
lier la marque H2AK119ub1. Les ARN non codants recrutent le complexe PRC1
au niveau de la chromatine via CBX7, RING ou BMI1. BMI1 peut se lier à
la chromatine lorsqu’elle a été phosphorylée par 3PK, PCGF2 peut également
recruter RING à la chromatine. Le PRC1 peut être recruté par les protéines
composant les complexes non canoniques comme KDM2B et E2F6.

est à l’origine d’une grave hypoplasie du thymus foetal due à une diminution de la

prolifération cellulaire. Cbx4 intéragit avec p63 impliquée dans la maintenance du

caractère souche des progéniteurs épithéliaux (Liu et al. 2013).

Le modèle des cellules ES met en évidence la complexité et la dynamique d’expres-

sion des protéines CBX. Lors de la différencation des cellules ES, l’expression de

Cbx7 est diminuée alors que l’expression de Cbx2, Cbx4 et Cbx8 est augmentée.

Ces dernières sont réprimées par Cbx7 dans les cellules ES. Une expression ecto-

pique de Cbx7 inhibe la différenciation cellulaire, inhibe l’inactivation du chromo-

some X et favorise l’auto-renouvellement des cellules ES. A l’opposé l’inactivation de
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cbx7 induit la différenciation et permet l’expression des marqueurs lignée-spécifique.

L’expression de cbx7 est régulée par les miR-125 et miR-181 (exprimés lors de la

différenciation) (figure 18) (O’Loghlen et al. 2012).

Figure 18: Cbx7 contrôle l’expression de Cbx2, Cbx4 et Cbx8 dans les cellules
ES. L’expression de Cbx7 permet de maintenir le statut indifférencié des cellules
ES grâce aux facteurs de pluripotence Oct4, Sox2 et Nanog. En l’absence de ces
facteurs de pluripotence, Cbx7 va être réprimée par les miR6125 et 181. L’expres-
sion de Cbx2, Cbx4 et cbx8 conduit à l’expression des gènes de différenciation.
Figure de O’Loghlen et al. 2012.

Cbx7 est exprimée dans les cellules souches hématopoïétiques, favorise leur auto-

renouvellement et est impliquée dans l’initiation de certaines leucémies. Cbx7 et

Cbx8 partagent les mêmes gènes cibles. Ainsi, l’expression des protéines Cbx7 et

Cbx8 crée une balance entre auto-renouvellement et différencation des cellules souches

hématopoïétiques (Klauke et al. 2013). La pluripotence des ESC est régulée par l’as-

sociation des différents CBX (CBX2, CBX4, CBX6, CBX7 et CBX8) pour former

le complexe PRC1. La maintenance de la pluripotence dépend de Cbx7 alors que

la différenciation et le devenir cellulaire dépendent de Cbx2 et Cbx4. En effet, la

protéine Cbx7 réprime l’expression des Cbx pro-différenciation afin de maintenir
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l’état de pluripotence. De plus, l’expression de Cbx7 est directement régulée par les

facteurs de pluripotence, le facteur Oct4 est lié à son promoteur.

Le recrutement de Cbx7 au niveau des promoteurs dépend de la marque H3K27me3.

Lors de la différenciation Cbx2 et Cbx4 sont couplées à Rnf2 mais pas Cbx8. Dif-

férents complexes PRC1 sont formés au cours de la différenciation des ESC. Les

protéines Cbx permettent de recruter le complexe PRC1 au niveau de différents loci

et permettent de moduler la balance auto-renouvellement et différenciation des ESC

(Morey et al. 2012).

Les protéine PCGF sont également impliquées dans le contrôle du devenir cellu-

laire. Effectivement, Pcgf2 est requis pour la différenciation des cellules cardiaques.

Les sous-unités composant le complexe PRC1 contenant Pcgf2 changent de façon

stade spécifique et permettent ainsi de contrôler l’expression génique, le devenir et la

différenciation cellulaire. Les mutants Pcgf2 meurent juste après la naissance. Pcgf5

pourrait compenser la perte de Pcgf2 (Morey et al. 2015). Les souris déficientes pour

Bmi1 ont des anomalies du squelette axial et présentent une déficience du système

immunitaire. Le phénotype est identique lorsque Pcgf2 est inactivée. Pcgf2 et Bmi1

agissent en synergie pour réprimer les gènes Hox de façon cellule spécifique. Pcgf2

et Bmi1 contrôlent la survie cellulaire lors du développement embryonnaire, les em-

bryons doubles mutants Bmi1 et Pcgf2 meurent à 9.5 jours (Akasaka et al. 2001).

Bmi1 est indispensable à l’intégrité du complexe PRC1 car elle intéragit avec les

différentes sous unités du complexe (Wei et al. 2006). La surexpression de Bmi1

cause l’augmentation des progéniteurs multipotents et favorise le renouvellement de

la population des cellules souches hématopoïetiques via la répression de l’expression

de p16 et p19. L’absence de Bmi1 entraîne un déficit de l’auto-renouvellement des

cellules souches hématopoïétiques. Ces résultats montrent un rôle central de Bmi1

dans le renouvellement des cellules souches hématopoïétiques et soulignent l’intêret

de cibler Bmi1 en thérapie (Iwama et al. 2004, van der Lugt et al. 1994).

Les souris déficientes pour Phc2 ont des anomalies de la partie postérieure du sque-

lette axial et une sénescence prématurée des fibroblastes embryonnaires. Les gènes
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Hox et Cdkn2a ne sont plus réprimés. Elles agissent en synergie pour réprimer les

gènes Hox (Isono et al. 2005).

Pcgf1 intéragit avec Rnf2 pour ajouter la marque H2AK119ub1. Le PRC2 ajoute

H3K27me3 et permet le recrutement de Pcgf1 et Dnmt1 (méthylation de l’ADN). La

méthylation de l’ADN et l’ajout de H2AK119ub1 par Pcgf1 sont deux mécanismes

différents mais interdépendants. Ces deux mécanismes contribuent à la formation

de plus de marques répressives et participent à la répression de HoxA7 (Wu et al.

2008).

Zdzieblo et al. 2014, mettent en évidence que Pcgf6 est le seul paralogue exprimé

dans les cellules ES indifférenciées, lors de la différenciation l’expression de Pgcf6

diminue. L’expression de Pcgf6 peut remplacer Sox2 dans la génération de cellules

souches pluripotentes induites (iPS). Pcgf6 unie à Ring1A/Rnf2 et E2F6 est asso-

ciée aux promoteurs des gènes marqueurs de cellules germinales et impliquée dans

la méiose. L’inactivation de pcgf6 engendre un défaut de prolifération cellulaire et

viabilité. Pcgf6 joue également un rôle dans la pré et péri-implantation de l’embryon

de souris (Endoh et al. 2017).

Les protéines composant les complexes PRC1 non canonique sont également im-

portantes lors du développement. La protéine L3mbtl2 recrute le complexe PRC1

non canonique composé de E2F6, Ring1b, G9A et Hdac1 dans les cellules ES. Les

promoteurs ciblés par L3mbtl2 portent H2AK119ub1. L’inactivation de L3mbtl2

cause l’arrêt du développement de l’embryon de souris après implantation, un dé-

faut de prolifération, l’absence de répression des gènes de différenciation des cellules

ES (Qin et al. 2012).

Dans les cellules ES de souris, Rybp joue un rôle important dans le maintien de

H2AK119ub1 et dans la communication entre le PRC1 et le PRC2. L’inactivation

de Rybp est à l’origine de la réduction de H3K27me3 et H2AK119ub1. Sans les

modifications post-traductionnelles des histones, la communication entre ces deux

complexes n’est pas maintenue et l’expression génique est anormale. Les modifica-

tions des histones créent une mémoire requise pour la répression par les Polycomb
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(Rose et al. 2016).

Les complexes PRC1 sont important lors de la mise en place des tissus mais égale-

ment lors du vieillissement. L’inactivation de Bmi1 dans les fibroblastes embryon-

naires de souris engendre une absence de progression en phase S et une sénescence

prématurée. La surexpression de Bmi1 permet l’immortalisation des fibroblastes, la

diminution d’expression de p16 et p19 (Jacobs et al. 1999).

Cbx8 régule la prolifération des cellules de fibroblastes de souris en se liant directe-

ment au locus Ink4a-Arf (Dietrich et al. 2007). Maertens et al. 2009, montrent que

CBX7 et CBX8 répriment le locus Ink4a en s’associant à PCGF2 et BMI1. Leur

inactivation permet l’expression du locus Ink4a et l’arrêt de la prolifération. CBX7

intéragit avec l’ARN non codant ANRIL afin de réprimer le locus Ink4A/Arf et de

contrôler l’entrée en sénescence (Yap et al. 2010).

CBX4 maintient la faible prolifération des cellules souches de l’épiderme indifféren-

ciées et les protège de la sénescence via son activité SUMO en régulant des facteurs

comme EZH2, DNMT1 et BMI1 (Luis et al. 2011).

L’inactivation de Kdm2b dans les fibroblastes embryonnaires de souris provoque l’in-

hibition de la prolifération cellulaire, induit la sénescence via les voies pRb et p53

et la perte de répression de p15ink4b. Via son activité déméthylase Kdm2b contrôle

l’expression de p15ink4b afin de réguler la prolifération cellulaire et la sénescence (He

et al. 2008).

Le maintien de l’expression de Kdm2b permet de contourner la sénescence des fibro-

blastes embryonnaires de souris grâce à son activité histone déméthylase, elle favorise

l’expression d’Ezh2. L’expression de Kdm2b est faible lors de la sénescence. Kdm2b

lie Ezh2 et permet sa liaison au locus Ink4A/Arf, ajoute la marque H3K27me3 qui

recrute Bmi1 et permet de réprimer l’expression de ce locus (figure 19) (Tzatsos

et al. 2009).

Ainsi, les protéines du complexe PRC1 contrôlent le devenir cellulaire et tissu-

laire, figure 20.
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Figure 19: Contrôle de l’expression du locus Ink4a/Arf par Kdm2b, Ezh2 et
Bmi1. Kdm2b cible le complexe PRC2-Ezh2 au locus Ink4a/Arf. Le PRC2 ca-
talyse la marque H3K27me3 ce qui permet le recrutement du complexe PRC1
contenant Bmi1 afin de réprimer l’expression du locus. L’inhibition du locus
est également mise en place par la perte des marques activatrices H3K4me3 et
H3K36me2. Figure de Tzatsos et al. 2009.

Figure 20: Rôles du complexe PRC1 dans le devenir cellulaire. Le complexe PRC1
contrôle le devenir cellulaire, la population de cellules souches, la sénescence, le
développement cancéreux par son activité H2AK119ub1. Cette marque épigéné-
tique permet de contrôler l’expression génique de façon cellule et tissu dépendant.
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Chapitre 3

TALEN

3.1 Réparation des cassures d’ADN double brin

Chez les eucaryotes, les cassures d’ADN double brin peuvent être réparées par

jonction des extrémités non homologues (NHEJ) ou réparation par homologie (HR).

La réparation par NHEJ a lieu durant les phases G0/G1 et au début de la phase S.

La recombinaison homologue a lieu principalement dans les phases S/G2 (Grabarz

et al. 2012, Lieber 2008, Burma et al. 2006).

Réparation par NHEJ. La majorité des réparations des cassures d’ADN est faite

par le mécanisme de NHEJ. Des protéines sont indispensables à cette réparation :

premièrement l’hétérodimère KU70/80 puis le complexe ADN ligase IV/XRCC4. Les

protéines KU sont des protéines nucléaires qui ont une affinité pour les extrémités

d’ADN, cette liaison ne nécessite pas d’énergie (Yano et al. 2009, Blier et al. 1993).

KU recrute XLF (XRCC4-like factor) au niveau de l’ADN qui favorise le recrutement

de XRCC4 (Yano et al. 2008). XRCC4 et les cassures d’ADN double brin favorisent

l’interaction entre KU et l’ADN ligase IV (figure 21) (Costantini et al. 2007, Nick

McElhinny et al. 2000, Mari et al. 2006). La liaison de l’ADN ligase IV via son

domaine BRCT1 dépend de l’interaction entre la partie C-terminale de KU80 et

l’ADN PKcs. L’ADN PKcs favorise la formation du complexe KU-ADN ligase IV et

XRCC4. Le complexe XRCC4-ADN ligase IV permet de ressouder les extrémités de
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la cassure d’ADN double brin (Wu et al. 2009). La réparation des cassures d’ADN

doubles brins par ce mécanisme n’est pas précise. Lors de la réparation il peut y

avoir des insertions et/ou délétions de nucléotides.

Figure 21: Réparation des cassures d’ADN doubles brins par NHEJ. Les cas-
sures d’ADN double brin sont reconnues par l’hétérodimère KU70/KU80. L’ADN
ligase IV, XRCC4 et l’ADN-PKcs vont être recrutées et permettre ainsi la répara-
tion de la cassure d’ADN double brin par jonction des extrémités non homologues
(NHEJ). Adaptée de Costantini et al. 2007.

Réparation par homologie (HR). La réparation par HR a lieu suite à la for-

mation d’une cassure d’ADN double brin, les extrémités de cette cassure double

brin vont être excisées afin de créer des extrémités 3’-OH. L’ADN simple brin ainsi

formé va être reconnu par les protéines RPA. La protéine RAD52 ôte les protéines

RPA afin de favoriser la liaison de RAD51 (qui favorise l’appariement des séquences

homologues). La boucle D est formée afin que l’ADN polymérase synthétise l’exten-

sion du brin cassé. Il existe deux mécanismes qui permettent la synthèse du second

brin cassé. Soit le brin est synthétisé en l’absence de la boucle D (SDSA, synthesis-

dependent strand annealing), soit le brin est synthétisé en présence de la boucle

D, cette formation cruciforme est appelée jonction Holliday et peut être la cause

d’échanges entre chromatides (crossover). Les différentes étapes de la réparation par

homologie sont résumées figure 22 (San Filippo et al. 2008, Tokunaga et al. 2016).
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Figure 22: Réparation des cassures d’ADN doubles brins par HR. Les cassures
d’ADN doubles brins peuvent être réparées par recombinaison homologue grâce
à un doubles brins d’ADN homologue. Des extrémités d’ADN simple brin vont
être formées pour permettre à RAD52 de chercher une séquence homologue et
synthétiser la séquence d’ADN endommagée.

3.2 Les ZFN

Les Zinc-Finger Nucleases (ZFN), sont composés du domaine de clivage à l’ADN

de l’endonuclease FokI fusionnée aux protéines zinc-finger (doigt de zinc). Les pro-
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téines doigt de zinc proviennent du facteur de transcription IIIA chez le Xénope

(Xenopus laevis)(Miller et al. 1985). FokI agit sous forme de dimère. Chaque di-

mère est lié à une répétition de protéines doigt de zinc (demi-site). Un demi-site

reconnaît une séquence spécifique d’ADN. La spécificité des ZFN peut être altérée

par l’homodimérisation de FokI. Afin de répondre à ce problème, Miller et al. 2007,

développent un variant FokI dont l’homodimérisation n’est pas possible. Ce variant

permet donc d’améliorer la spécificité des ZFN.

Chaque demi-site est composé de 3 à 6 protéines doigt de zinc ; ils sont séparés par

5 à 6 paires de bases. La dimérisation des deux demi-sites associés à FokI permet la

cassure d’ADN doubles brins. Elle peut être réparée par NHEJ ou HR (Urnov et al.

2010).

Une protéine doigt de zinc est composée de 30 acides aminés organisés en une hélice

α et deux feuillets β. Ce sont les acides aminés de l’hélice α qui se lient à l’ADN

(figure 23). Une protéine doigt de zinc se lie à 3 nucléotides (figure 23B). Les ZFN

sont assemblés de façon à reconnaitre 9 paires de bases (18 paires de bases après

dimérisation) de façon spécifque (Gaj et al. 2013).

Les ZFN ont été utilisés pour éditer les génomes in vivo (drosophile, souris, rat,

poisson zèbre, lapin et bovin) (Chou et al. 2012). Les ZFN ont été testés en phase

I d’essai clinique pour corriger l’expression du récepteur CCR5 chez les patients

atteints du SIDA. En effet, le récepteur CCR5 est un des co-récepteurs majeurs

de l’entrée du virus VIH-1. Les patients qui possèdent une délétion homozygote

dans ce gène sont résistants au virus. C’est pour cette raison que Perez et al. 2008

ont développé des ZFN qui ciblent le gène CCR5 dans les lymphocytes T CD4+

humains. Ainsi, les ZFN permettent de réaliser l’édition du génome sans nécessiter

l’intégration d’une séquence d’ADN étrangère.

L’absence de code de reconnaissance des nucléotides et la difficulté d’assemblage

des ZFN limite leur utilisation. Actuellement, les TALEN et CRISPR sont plus

couramment utilisés.
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Figure 23: La liaison des ZFN à l’ADN. A. Schéma de la liaison d’un dimère de
ZFN (composé de 4 protéines zinc-finger) à l’ADN. Chaque ZFN contient un
assemblage de 3 à 6 protéines zinc-finger associé à un domaine FokI. Chaque ZFN
reconnaît une séquence spécifique (rouge ou verte) séparée par 5 ou 6 nucléotides.
B. Schéma d’une protéine zinc-finger. Chaque protéine reconnaît 3 nucléotides.
(Figure de Urnov et al. 2010).

3.3 Le TALEN

Ce sujet a fait l’objet d’une revue par le laboratoire (annexe).

3.3.1 Description du TALEN.

Le TALEN est composé du domaine de liaison à l’ADN des TALE (Transcription

Activator Like-Effector) fusionnés aux domaines endonucléasiques FokI. Les TALE

ont été découverts chez les phytopathogènes du genre Xanthomonas, ce sont des

facteurs de virulence qui agissent comme les activateurs de la transcription, figure

24.
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Figure 24: Structure des TALEN. A. Les TALE sont des facteurs de transcription,
ils sont constitués de répétitions de 33 à 35 acides aminés. Les acides aminés
12 et 13 sont hypervariables et reconnaissent spécifiquement un nucléotide. B.
Association d’un TALE au niveau de la séquence cible d’ADN. Chaque demi-site
est lié à un hétérodimère de FokI. Lorsque les deux demi-sites reconnaissent leur
cible, FokI est dimérisée et coupe le double brin d’ADN. Adaptée de Dupret et al.
2014

Les TALE se lient à l’ADN via la partie centrale des répétitions qui le composent.

Les répétitions sont composées de 33 à 35 acides aminés. Les acides aminés 12 et

13 sont hypervariables et permettent l’interaction avec l’ADN via la reconnaissance

spécifique d’une seule paire de base. Chaque répétition est composée de deux hélices

α et d’une boucle contenant les deux acides aminés variables, figure 25 (Deng et al.

2012b). L’acide aminé 12 permet de stabiliser la liaison du TALE à l’ADN alors que

l’acide aminé 13 reconnaît spécifiquement le nucléotide par une liaison de van der

Waals ou une liaison hydrogène (Mak et al. 2012). Les di-résidus variables NI, HD,

NK/NH, NN et NG reconnaissent respectivement A, C, G, G/A et T, table 5 (Boch

et al. 2009).

L’utilisation de NN pour reconnaître le nucléotide G peut influencer positivement

l’activité du TALEN mais pour plus de spécificité pour la guanine, il est préférable

d’utiliser NK ou NH (Streubel et al. 2012). NH a une forte spécificité de reconnais-

sance de la guanine dans le génome des mammifères (Cong et al. 2012). La présence

d’une base T en position 0 est importante pour l’activité et la liaison stable du
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Figure 25: Liaison du RVD à l’ADN. Les TALE sont composés de répétitions qui se
lient à l’ADN via deux acides aminés hypervariables, les 12 et 13 qui forment le
RVD (répétition variable de dirésidus). Adaptée de Kim et al. 2014.

Di-résidus variables Nucléotides
NI A
HD C

NK/NH G
NN G/A
NG T

Table 5: Reconnaissance des nucléotides par les di-résidus variables du TALE.

TALE (Doyle et al. 2013). La liaison des TALEN est sensible à la méthylation de

l’ADN au niveau des cytosines. L’utilisation des di-résidus HN ou NG à la place de

HD permet au TALEN de se lier à l’ADN méthylé (Valton et al. 2012, Deng et al.

2012a).

Les TALE reconnaissent efficacement l’ADN et peuvent induire des cassures d’ADN

double brin lorsqu’ils sont fusionnés à FokI. FokI est une endonucléase qui agit sous

forme de dimère. Chaque dimère est lié à un TALE ciblant la séquence cible d’ADN,

figure 24. Les cassures d’ADN double brin pourront être réparées par jonction des

extrémités non homologues (NHEJ) ou répération par homologie (HR) (Miller et al.

2011). La réparation des cassures d’ADN double brin permet l’insertion de mutations

aléatoires ou dirigées. L’efficacité du TALEN est améliorée lorsque 12 à 15 paires

de bases séparent les sites de liaison des deux TALEN. Les TALEN peuvent se lier
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au niveau de sites aspécifiques, de off-target et créer des mutations additionnelles

(Mussolino et al. 2011).

3.3.2 Assemblage des TALEN.

Les TALEN sont composés de nombreuses séquences répétitives ce qui complique

leur assemblage. Plusieurs méthodes ont été développées :

— Cermak et al. 2011, ont dévéloppé l’assemblage des TALEN par la méthode du

Golden Gate. Cette méthode est rapide et peu coûteuse, permet d’assembler

jusqu’a 31 modules via deux étapes de clonage, figure 26A.

— La liaison des différents modules peut également être réalisée par des cycles

de digestion-ligation grâce à l’ajout d’extrémités uniques (Li et al. 2011, Mor-

bitzer et al. 2011, Li et al. 2012), figure 26B.

— La méthode ICA (Iterative Capped Assembly), les monomères sont ajoutés

individuellement par ligation ; la construction est couplée à la biotyne liée à

une bille magnétique couverte de streptavidine.

— Un système de capping (ajout d’oligonucléotides qui bloquent les assemblages

incomplets) permet l’assemblage de 21 monomères en 3 heures (Briggs et al.

2012).

— La technique de l’assemblage FLASH (Fast Ligation base Automatable Solid-

phase High-throughput) permet d’assembler les TALEN de manière automa-

tique. Les répétitions sont assemblées sous forme de monomère, dimère, tri-

mère ou tétramère et sont assemblées par ligation ; la construction est liée à

une biotine (Reyon et al. 2012), figure 26C.

— L’assemblage LIC (Ligation-Independant Cloning) permet la liaison des ré-

pétitions en absence de ligation et peut être automatisée. Des extrémités

complémentaires sont créées en utilisant l’activité exonucléase de la T4 en

absence de nucléotides. La longueur des extrémités permet aux différents

fragments de former un ADN circulaire (Schmid-Burgk et al. 2013).
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Figure 26: Les différentes méthodes d’assemblage des TALEN. A. Le Golden
gate permet d’assembler les différentes répétitions grâce aux extrémités cohésives
différentes créées par les enzymes de restriction de type IIS B. Assemblage des
unités par ligations successives et l’ajout d’extrémités uniques.C. FLASH permet
d’assembler les TALEN de manière automatique par ligation (Figure de Dupret
et al. 2014).

3.3.3 Edition des génomes.

Afin de concevoir des TALEN spécifiques et n’ayant pas de off-target, des ou-

tils ont été développés comme E-TALEN (http ://www.e-talen.org) (Heigwer et al.

2013) et le logiciel TALENoffer (Grau et al. 2013). Les TALEN permettent d’éditer

les génomes facilement et rapidement in vivo en injectant l’ARNm des TALEN chez

les embryons. L’injection des TALEN dans le cytoplasme des zygotes de cochon,

permet de développer des mutants mono-allélique ou bi-allélique (Carlson et al.

2012). L’injection de deux couples de TALEN chez le poisson zèbre pour cibler deux
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sites distaux sur le même chromosome, permet de créer des délétions et inversions

dans le génome d’une centaine à un millier de paires de bases (Xiao et al. 2013).

Les TALEN peuvent également être utilisés pour insérer des séquences d’ADN. La

méthode Obligare utilise l’efficacité de la réparation via NHEJ pour insérer 15kb

dans des cellules humaines. La séquence cible du génome (où l’on souhaite insérer

une séquence d’ADN) et celle du vecteur donneur sont coupées par l’endonucléase.

Par ce système, des extrémités complémentaires sont créées et vont permettre la

réparation par insertion du vecteur donneur (Maresca et al. 2013). L’insertion de sé-

quences spécifiques peut également être réalisée par réparation par homologie. Chez

le poisson zèbre au stade une cellule, l’ARNm des TALEN est co-injecté avec un

ADN double brin donneur contenant des séquences homologues pour la recombinai-

son ; la longueur des séquences homologues influence l’efficacité de la recombinaison

homologue.

3.4 Application des TALEN

Les TALEN sont majoritairement utilisés pour comprendre les fonctions géniques

dans les modèles animaux. Ils ont permis de rendre possible la génétique inverse chez

la drosophile (Lin et al. 2014). Chez la drosophile le gène yellow a été muté avec

une efficacité de 31,2%, cette mutation est retrouvée dans la lignée germinale (Liu

et al. 2012). Chez la souris les TALEN sont micro-injectés au stade 1 cellule, pour

muter le gène Rab38 et créer une mutation ponctuelle grâce à l’utilisation d’un

oligonucléotide. Les souris hétérozygotes ont été obtenues en 18 semaines (Wefers et

al. 2013). Les mutations induites sont transmises via la lignée germinale des individus

F0 et les mutations générées sont retrouvées chez les descendants F1 (Sung et al.

2013). Chez le poisson zèbre, les TALEN ont permis de générer des mutants de

façon efficace et spécifique, les mutations obtenues par réparation par homologie

sont maintenues et transmises aux descendants F1 (Bedell et al. 2012).

Les TALEN permettent de générer rapidement des modèles in vivo pour l’étude de

maladies humaines.
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Les nucléases comme les TALEN sont développées dans le but de pouvoir un jour

les utiliser en thérapie génique. Les TALEN peuvent être intégrés au génome de

l’adenovirus pour être ensuite intégrés au génome humain (Holkers et al. 2013).

L’objectif est de les utiliser en thérapie génique dans les hépatites B, en ciblant

les sites sépcifiques du génome du virus de l’hépatite B (Bloom et al. 2013). Les

TALEN permettent de créer des mutations spécifiques dans les cellules humaines

pluripotentes (Cellules ES humaines, Cellules iPS) (Hockemeyer et al. 2011). Ils

sont également utilisés pour inactiver le gène CCR5 dans les cellules T humaine afin

d’empêcher la réplication du virus HIV-1 (Shi et al. 2017). Les TALEN ont été utilisé

pour la première fois en clinique dans les leucémies lymphoblastiques aigües, lors

des greffes de cellules souches hématopoïétiques. Ils ont permit d’inactiver le gène

TCR des cellules T responsable des rejet de greffes et d’inactiver CD52, responsable

des résistance à l’Alemtuzumab (Qasim et al. 2015).

3.5 Les CRISPR

Plus récemment, les CRISPR sont largement utilisés pour éditer les génomes.

Les CRISPR sont plus efficaces dans les cellules souches humaines pluripotentes et

ne sont pas sensibles à la méthylation de l’ADN (Ding et al. 2013). De plus, leur

assemblage est plus facile que celui des TALEN, un seul clonage est nécessaire (celui

de l’ARNg, décrit plus loin). Le système Crispr-Cas9 (Clustred Regulary Interspaced

Short Palindromic Repeat- CRISPR Associated Protein) protège les bactéries contre

les phages et les plasmides. Un petit ARN crRNA (CRISPR RNA) est utilisé pour

supprimer les acides nucléiques étrangers de façon spécifique. Le crRNA va recon-

naître de façon spécifique l’ADN cible (figure 27). Il est composé de 42 nucléotides

dont 20 reconnaissent la séquence cible (protospacer). Afin d’être ciblée à l’ADN,

Cas9 a besoin de la séquence appelée PAM (Protospacer Adjacent Motif) située en

amont de la séquence cible (figure 27), celle-ci est dépendante des espèces. Cette

séquence est indispensable car elle serait impliquée dans l’ouverture du double brin

et la stabilisation de la boucle R (liaison ADN-ARN) (Gasiunas et al. 2012). L’effica-
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cité ne dépend pas du brin cible (Hwang et al. 2013). Chez Streptococcus pyogenes,

un petit ARN de 24 nucléotides complémentaires des régions répétées du crRNA

permet sa maturation et son association à Cas9, c’est l’ARN tracrRNA (Trans-

Activating CRISPR RNA) (figure 27). Les CRISPR peuvent être utilisés pour créer

des cassures d’ADN double brin, réparées par le système NHEJ ou par homologie

(Mali et al. 2013). Pattanayak et al. 2013, mettent en évidence que plus l’ARN est

petit, moins il est actif mais plus spécifique que s’il est plus long (jusqu’à 12 bp)

(plus actif, moins spécifique). La diminution de la concentration de Cas9 permet de

réduire les off-target. Cas9 accepte des mismatches ARN-ADN lors de son activité

nucléase. Ces mismatches sont acceptés en fonction de la séquence, de leur position,

de leur nombre et de leur distribution (Hsu et al. 2013, ;Fu et al. 2013).

L’utilisation d’enzymes mutées qui produisent des cassures d’ADN simple brin per-

mettent d’augmenter la spécificité. Un couple d’ARNg est alors utilisé pour réaliser

la cassure doubles brins après dimérisation de Cas9 (Ran et al. 2013).

Lors de l’utilisation de la technologie CRISPR, le facteur limitant est l’assemblage

ARN-Cas9 pour le clivage de l’ADN. L’élongation de l’ARN à l’extrémité 3’ permet

d’améliorer la liaison à l’ADN (ajout de 5 nucléotides). Le crRNA peut être fusionné

au tracrRNA pour conduire Cas9 à l’ADN cible, cet ARN est appelé ARNg (figure

27) (Jinek et al. 2013).

Les CRISPR sont efficaces chez la drosophile et les mutations sont efficacement

transmises via la lignée germinale (Gratz et al. 2013). Chez la souris, l’ajout d’une

séquence NLS à l’enzyme Cas9 permet d’augmenter son efficacité (Shen et al. 2013).

La co-injection de Cas9 et de l’ARNg au stade une cellule permet d’obtenir 80%

de mutation bi-allélique des gènes Tet1 et Tet2 chez la souris (Wang et al. 2013).

La mutation bi-allélique des individus F0 a été également obtenue chez le poisson

zèbre avec une efficacité de 75% à 99%, la plupart des cellules possèdent la mutation

bi-allélique. L’efficacité a été améliorée en ajoutant deux séquences NLS à Cas9.

Cinq loci ont été ciblés simultanément, ainsi, avec une injection, on peut obtenir la

perte de fonction de plusieurs gènes et étudier rapidement le phénotype (Jao et al.

2013). Les CRISPR sont également efficaces dans les cellules humaines.
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Figure 27: Liaison des CRISPR à l’ADN. A. Reconnaissance de l’ADN cible par le
crRNA lié au tracrRNA. Ce complexe d’ARN s’associe à Cas9 et la conduit à la
séquence cible d’ADN afin de générer la cassure d’ADN double brin. La séquence
PAM en amont permet de cibler le crRNA B. Liaison du crRNA au tracrRNA
afin de générer l’ARNg. L’ARNg cible l’enzyme Cas9 au niveau de la séquence
cible.
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Chapitre 4

Le poisson zèbre

4.1 Origine du poisson zèbre, environnement

Les téléostéens apparaissent il y a 350 millions d’années (Meyer et al. 2005).

Le poisson zèbre est un poisson de la famille des Cyprinidae, il est originaire du

Nord-Ouest de l’Inde, du Bangladesh et du Népal où il vit en bancs dans les plaines

inondée et les rizières (eaux à faible courant) (figure 28).

Figure 28: Distribution naturelle du poisson zèbre, les points noirs indiquent les
lieux où le poisson zèbre est présent. Figure Spence et al. 2008.

Le poisson zèbre (Danio rerio) est petit (40 mm longueur totale), robuste et

pond toute l’année ce qui rend son élevage facile et peu coûteux. Le poisson zèbre
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a un corps fusiforme avec une bouche oblique dirigée vers le haut. La pigmentation

à l’âge adulte est une alternance de lignes latérales bleues (mélanophores), dorées

(xanthophores) sur tout le corps et d’iridophores iridescents au niveau des flancs

(figure 29 A) (Parichy 2006). En réponse aux stimuli extérieurs les mélanophores

peuvent être concentrés ou dispersés. Ceci permet au poisson de se camoufler en

réponse à l’intensité de la lumière, une couleur plus foncée est associée à un com-

portement agressif. Les mâles sont plus jaunes que les femelles. A l’âge adulte, les

femelles ont une forme plus ronde que les mâles et une papille génitale devant la

nageoire anale (figure 29 B).

Figure 29: Le poisson zèbre. A. Le poisson zèbre a une pigmentation composée d’une
alternance de lignes bleues foncées et dorées. Le mâle est plus jaune que la femelle.
La femelle a un corps plus rond que le mâle. B. Les différentes nageoires du
poisson zèbre. Echelle 1 cm.

Dans leur milieu naturel la température de l’eau varie de 6̊ C à 38̊ C. Il vivent en

surface et jusqu’à une profondeur de 30 cm, dans des lieux contenant de la végéta-

tion aquatique et du limon. Le régime naturel du poisson zèbre est le zooplancton,

les insectes, le phytoplancton, les algues filamenteuses, les plantes aquatiques, les

spores, les oeufs des invertébrés et les arachnides. La durée de vie est de 2 ans en

moyenne. Le poisson zèbre a un système immunitaire fonctionnel à 4-6 semaines

(Lam et al. 2004). Le phénotype associé au vieillissement est la déformation de la

colonne vertébrale causée par la dégénération musculaire. Ce phénotype est visible

chez les poissons d’élevage à partir de 2 ans mais n’a pas été observé dans le milieu

naturel, les poissons meurent avant ce stade de vieillissement. Le poisson zèbre a

une durée de vie moyenne en captivité de 42 mois (la durée de vie la plus longue est

de 66 mois) (Gerhard et al. 2002).
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C’est un animal diurne, son activité est synchronisée avec le cycle jour/nuit. Le pre-

mier pic d’activité a lieu dès les premières minutes d’exposition à la lumière (jusqu’à

une heure), c’est à ce moment qu’ils vont pondre. Les femelles pondent toutes les

semaines, des centaines d’oeufs par ponte (jusqu’à 300) (Hisaoka et al. 1962). Les

oeufs ont une taille de 0.7 mm après fécondation et ils sont transparents. Le déve-

loppement est rapide, les adultes sont fertiles à 3-4 mois. Le développement est ex

utero et les embryons sont transparents jusqu’a 24 heures, ainsi, les stades précoces

du développement peuvent facilement être observés. Ensuite la pigmentation se met

en place. Le développement du poisson est divisé en 4 étapes : embryon jusqu’à

3 jours post fécondation (jpf) ils sont dans un chorion, après l’éclosion débute le

stade larvaire jusqu’a 29 jpf, puis juvénile jusqu’à 90 jpf et enfin adulte (Parmentier

2009). A 24 heures post fécondation (hpf) les organes commencent à se différencier,

les larves se nourrissent à partir de 5 jpf.

4.2 Elevage

L’utilisation du poisson zèbre en recherche a débuté à la fin des années 70,

l’université de l’Oregon a utilisé ce modèle en neuroscience (Vascotto et al. 1997).

Le poisson zèbre est élevé à une température de 28.5̊ C, le pH de l’eau est maintenu

entre 7.0 et 8.0. L’eau est renouvelée régulièrement, 10% par jour. Les poissons sont

nourris au moins 2 fois par jour avec de la nourriture variée (nourriture déshydratée,

artémias). La photopériode est importante pour le bon développement du poisson

et son bien-être. Le cycle courant est de 14 heures de lumière et 10 heures dans

l’obscurité. Une apparition et disparition progressive de la lumière est conseillée.

Les poissons sont gardés dans des aquariums avec une profondeur n’excédant pas

25 cm, car se sont des poissons de surface. Le nombre de poissons par aquarium

peut influencer le ratio mâle/femelle. Plus la densité est faible plus le nombre de

femelles sera important. Les recommandations sont de 20 embryons pour 100 mL

d’eau, 20 larves pour 400 mL d’eau et 5 adultes par litre. La densité des poissons

dans les aquariums est importante car le poisson zèbre vit en banc cependant une
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sur-population cause des comportements agressifs.

4.3 Reproduction

Chez le poisson zèbre toutes les gonades se développent d’abord en ovaires puis le

phénotype mâle apparaît chez les individus d’environ 5 à 7 semaines (10-15mm). Le

poisson zèbre est un hermaphrodite au stade juvénile. A 11 semaines le développe-

ment des testicules est visible (spematogonies, spermatocytes, spermatides) (Maack

et al. 2003). La production des oeufs chez la femelle dépend de la nourriture mais

pas des saisons. Les poissons élevés à 28.5̊ C sont matures sexuellement à 75 jours

(femelle 24.9 mm, mâle 23.1 mm).

L’ovulation dépend de l’exposition des femelles aux phéromones mâles, l’expo-

sition aux mâles améliore la qualité et la viabilité des oeufs (Gerlach 2006). Les

glucuronides contenus dans le sperme induisent l’ovulation (van den Hurk et al.

1987). Le contact de la femelle et du mâle pendant 7 heures est suffisant pour dé-

clencher la ponte le lendemain matin. Tous les ovocytes matures sont relâchés en

une seule ponte. Afin de déclencher la ponte, le mâle chasse la femelle en poussant

sur ses flancs. La femelle pond 5 à 20 oeufs à la fois. Lorsque les embryons sont sortis

du chorion ils restent attachés à une surface solide de leur environnement afin de les

aider à atteindre la surface et gonfler leur vessie natatoire (Spence et al. 2008).

4.4 Le développement du poisson zèbre

Il y a 450 millions d’années, les poissons à nageoires rayonnées, actinoptérygiens

sont apparus (Meyer et al. 2005). Des gènes supplémentaires du cluster Hox (im-

pliqués dans l’identité cellulaire le long de l’axe antéro-postérieur) ont été identifiés

chez le poisson zèbre dus à une duplication du génome chez les téléostéens il y a 350

millions d’année. Il y a 47 gènes hox chez le poisson zèbre et un pseudogène hox,

seulement 40 chez la souris (Amores et al. 1998, Crow et al. 2006). Le génome du

poisson zèbre et de l’Homme sont très proches, 70% des gènes chez l’Homme ont leur
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orthologue chez le poisson zèbre (Howe et al. 2013). Grâce à cette conservation le

poisson zèbre est un excellent modèle d’étude des maladies humaines et du dévelop-

pement. En 1996, un numéro spécial de Development est consacré au poisson zèbre

(Nüsslein-Volhard 2012). Ce numéro contient 37 articles, 1500 mutations impliquées

dans le développement ont été décrites et 400 nouveaux gènes impliqués dans le

développement et l’organogénèse ont été découverts. Depuis ce jour, le modèle du

poisson zèbre a une importance significative en recherche (développement, régéné-

ration, recherche d’anti-cancéreux...). De plus, aujourd’hui la génétique inverse est

possible et simple chez le poisson zèbre grâce aux TALEN, ZFN, CRISPR.

Dans la suite de l’écrit le développement de l’oeil, du pancréas, de l’intestin et du

foie sera traité plus en détail, ces organes sont importants dans l’étude du phénotype

des mutants du laboratoire.

4.4.1 L’oeil

L’oeil se développe à partir de 3 tissus embryonnaires. Le neuroectoderme est à

l’origine de la rétine, de l’épithélium pigmenté, du nerf optique et de la marge ciliaire.

Le cristallin et la cornée sont issus de l’ectoderme. Le mésenchyme forme le tissu

entre la cornée et le sclère (figure 30). Les mutants chokh (facteur de transcription

Rx3) ne développent pas d’yeux, les cellules formant la rétine se développent mais

il n’y a pas de processus d’invagination nécessaire à la formation de l’oeil, ni de

développement des cellules neurales (Loosli et al. 2003).

La rétine. L’oeil se forme à partir d’une masse cellulaire qui s’invagine du prosen-

céphale à 22 hpf. Le gène chokh contrôle le développement de la rétine (Loosli et al.

2003), sonic hedgehog contrôle la différenciation des neurones de la rétine (à partir

de la couche interne) et mitf contrôle le développement de l’épithélium pigmenté de

la rétine (couche externe) (Shkumatava et al. 2004). La rétine est composée de 7

types cellulaires, 6 types de cellules neurales, un type de cellules gliales (les cellules

de Müller). Le poisson zèbre est un animal diurne et la rétine contient différents

cônes et bâtonnets.
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Figure 30: Structure de l’oeil chez les vertébrés. Chez le poisson zèbre l’oeil se
développe à partir de 3 tissus : le neuroectoderme (bleu), l’ectoderme (vert foncé)
et le mésenchyme (vert clair). Optic Nerve : Nerf Optique, Sclera : Sclère, Ciliary
body : Marge ciliaire, Cornea : Cornée, Lens : Cristallin, Neural retina : Rétine,
RPE : Retinal Pigmented Epithelium : épithélium pigmenté de la rétine. Figure
de Stenkamp 2015.

Le cristallin et la cornée. Le cristallin est formé par l’ectoderme (chez les mam-

mifères, le cristallin est formé par invagination). Pax6 est indispensable au dévelop-

pement normal de la cornée (Takamiya et al. 2015), les mutants pax6 ont une cornée

plus épaisse, une hypoplasie de l’iris, une humeur vitrée (entre le cristallin et la cor-

née) plus petite ainsi qu’un plus petit cristallin. La cornée est formée à 3 jpf puis se

développe et est composée à 5 jours de 3 couches principales : l’épithélium, le stroma

et l’endothélium séparés par la membrane de Bowman et la membrane de Descemet

(figure 31). La membrane de Bowman joue un rôle crucial dans la cicatrisation de

la cornée (Zhao et al. 2006, Soules et al. 2005), elle peut se régénérer à 60% en 7

jours (Heur et al. 2013).

La vision. La vision se développe entre 68 à 79 hpf et les mouvements des yeux

apparaissent entre 73 et 80 hpf. A 72 hpf, les muscles des yeux sont dans la même

configuration que ceux des adultes. Les embryons distinguent la lumière de l’obscu-

rité, la vision des formes apparaît quelques heures après (Brockerhoff et al. 1995).

A 4 jpf les larves ont développé des réflexes optiques en réponse aux objets en

mouvement (Fadool et al. 2008). Les mouvements de l’oeil associés à la lumière se

développent à des stades variables selon les individus (Easter et al. 1997). L’oeil des
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Figure 31: Structure de la cornée, elle est composée de 3 couches l’épithelium, le
stroma et l’endothélium, séparées respectivement par la membrane de Bowman
et la membrane de Descemet. Adaptée de What Is Cornea & Eye Donation?

larves contrairement aux adultes ne possède pas de corps vitré (figure 32) (Easter

et al. 1996).

Figure 32: Comparaison de l’oeil de la larve et de l’adulte chez le poisson zèbre.
Vitrous : corps vitré, Cornea : Cornée, Lens : Cristallin, Retina : Rétine, Sclera :
Sclère, Ciliary body : Marge ciliaire. Figure de Soules et al. 2005.
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4.4.2 Le pancréas

A 6hpf, les cellules à l’origine du pancréas exocrine proviennent de la partie

ventrale de l’embryon alors que les cellules endocrines sont localisées au niveau

dorsale. Le pancréas est formé de deux ébauches : une ventrale et une dorsale (Ward

et al. 2007).

Développement du pancréas à partir des deux ébauches. Afin d’étudier

le développement du pancréas, Field et al. 2003b, utilise la lignée transgénique

Tg(Xla.Eef1a1:GFP), gutGFP, dont les tissus qui dérivent de l’endoderme sont fluo-

rescents en vert et la lignée mutante heart and soul (Has) dont les deux ébauches

ne fusionnent pas. Les deux ébauches pancréatiques se joignent pour former le pan-

créas.

L’ébauche dorsale (postérieure) donne uniquement le tissu endocrine, l’ébauche ven-

trale (antérieure) donne le canal pancréatique, les cellules exocrines et quelques

cellules endocrines proches du canal pancréatique (figure 33 et 37).

A 34 hpf l’ébauche dorsale exprime les gènes caractéristiques des cellules endocrines

(pax6, nkx2.2, pdx1 et isl1 ). Les deux ébauches fusionnent à 52 hpf pour former le

pancréas. L’ébauche dorsale n’est plus en contact avec l’intestin alors que l’ébauche

ventrale (antérieure) reste en contact avec le tube digestif (à la jonction entre l’oe-

sophage et le bulbe intestinal). C’est au niveau de cette connection que va se former

le canal hépatique (Yee et al. 2005).

Le tissu endocrine. Le tissu endocrine sécrète les hormones : insuline, somatosta-

tine, polypeptide pancréatique et le glucagon, dans la circulation sanguine (Huang

et al. 2001).

La première hormone exprimée est l’insuline, suivie par la somatostatine et le glu-

cagon (Biemar et al. 2001). A 48 hpf l’ilôt est formé et constitué des cellules beta,

alpha et delta. Le tissu endocrine adulte est composé des cellules alpha, beta, delta,

epsilon et des cellules PP (Tiso et al. 2009).
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Le tissu exocrine. Le pancréas exocrine entoure l’unique ilôt de cellules endo-

crines. Le tissu exocrine produit les enzymes nécessaires à la digestion : trypsine,

amylase et carboxypeptidase A, qui sont libérées dans l’intestin via le canal pan-

créatique. Le marqueur du pancréas exocrine le plus précoce est la Trypsine à 48

hpf (Biemar et al. 2001). Les ARN de trypsine sont exprimés au niveau de l’ébauche

ventrale. A 76 hpf le pancréas exocrine allongé est visible et enrobe totalement l’ilôt

pancréatique.

Les différentes étapes du développement sont résumées figure 33, la formation du

pancréas chez le poisson zèbre se réalise par la formation de deux ébauches distinctes,

dont la partie dorsale donne naissance uniquement aux cellules exocrines. Cette for-

mation particulière en fait un modèle intéressant pour étudier ces cellules isolées.

A 84 hpf les acini sont formés (Yee et al. 2005). Le pancréas exocrine chez l’adulte

est diffus et constitué d’un réseau de canaux associés à des glandes acineuses situées

entre les plis de l’intestin. La structure du pancréas et l’histologie sont conservées

entre les mammifères et le poisson zèbre. Les résultats de Yee et al. 2005, ne sont

pas en accord avec Field et al. 2003b et montrent que le tissu du pancréas exocrine

serait développé à partir de l’endoderme proche de l’intestin mais ne provient pas

d’une extension de l’épithélium de l’intestin.

4.4.3 L’instestin

Ng et al. 2005, utilisent le poisson zèbre transgénique Tg(Xla.Eef1a1:GFP) (gutGFP)

dont les tissus du système digestif sont fluorescents en vert. Ils étudient le dévelop-

pement entre 26 hpf et 126 hpf. L’intestin est issu de l’endoderme et se divise en 3

parties : le bulbe intestinal, l’intestin moyen et l’intestin postérieur, figure 34A.

L’intestin provient de l’endoderme, les marqueurs définitifs de l’endoderme sont

foxA3 (Eef1a1 ) et gata-6 pour l’intestin, foxA2 pour le pharynx et gata-6 pour l’oe-

sophage. A 26 hpf les cellules forment un ruban au dessus du vitellus (figure 35), de

la bouche à l’anus et adoptent une structure en bi-couche ; les cellules acquièrent la

polarité apico-basale et les signaux pour la formation de la matrice extra-cellulaire.
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Figure 33: Représentation schématique des différents stades de développe-
ment du pancréas chez l’embryon de poisson zèbre entre 34 hpf et 76 hpf.
Tout les schémas représentent la vue ventrale, la partie antérieure est en haut. La
flèche blanche montre l’ébauche dorsale (postérieure) et la flèche noire l’ébauche
ventrale (antérieure). A 34 hpf une ébauche se forme dans la partie ventrale issue
de l’intestin et dans la continuité du foie. A ce stade l’ébauche dorsale est formée
par une masse cellulaire proche de l’intestin. A 40 hpf l’ébauche ventrale se déve-
loppe vers la droite. A 44 hpf les deux ébauches sont juxtaposées, la connection
entre l’intestin et la partie ventrale est à l’origine du canal hépatique. A 52 hpf
elles fusionnent, les gènes caractéristiques des cellules exocrines sont exprimés. A
76 hpf le tissu exocrine entoure totalement l’ilôt pancréatique. Le tissu exocrine
s’allonge vers la partie postérieure. L : foie (liver), s : vessie natatoire (swim
bladder), gb : vésicule biliaire (gall bladder). Figure de Field et al. 2003b.

La lumière de l’intestin se forme sans processus de mort cellulaire. La mort cellulaire

est rare au niveau de l’intestin pendant les deux premières semaines de développe-

ment. La mortalité cellulaire dans la lumière de l’intestin à 96 hpf est observée chez

les mutants flotte lotte (Chen et al. 1996).

Ng et al. 2005 détaillent la formation de l’intestin entre 26 hpf et 96 hpf en 3

stades. Le premier stade se déroule entre 26 et 52 hpf, le stade II jusqu’à 76 hpf puis

le dernier stade jusqu’à 4 jpf.

Stade I. Le Stade I, se déroule entre 26 hpf et 52 hpf. Une lignée transgénique

Tg(nkx2.2a:mEGFP) permet de suivre le développement. Le gène nkx2.2a est ex-

primé dans le cerveau, la partie ventrale du tube neural et le pancréas en dévelop-

pement. Durant cette phase la morphogénèse de l’intestin est rapide et les cellules

de l’endoderme prolifèrent rapidement. A 48 hpf les progéniteurs des neurones en-

tériques et des cellules musculaires lisses sont présents. Puis, à 52 hpf, les cellules

endocrines de l’intestin sont formées dans la partie terminale de l’intestin en cours

de développement, les cytokératines sont trouvées au pôle apical des cellules. Le
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Figure 34: Structure de l’intestin des larves de poisson zèbre. Coupes longitudi-
nales d’une larve de 5 jpf colorées à l’hématoxyline-éosine.A. L’intestin est divisé
en 3 parties : le bulbe intestinal (intestinal bulb), l’intestin moyen (mid-intestine)
et l’intestin postérieur (posterior intestine). A 5 jpf le vitellus est complètement
résorbé et la larve commence à manger. B, C, D. Grossissement des différentes
parties de l’intestin. Les plis sont présents dans le bulbe intestinal (B, flèches)
alors que l’intestin moyen et postérieur ne présentent pas encore de pli à ces
stades. C, D. L’intestin moyen est caractérisé par la présence des cellules calici-
formes (C, flèches) et des entérocytes à larges vacuoles (C, triangles). Echelle 50
µm. Figure de Ng et al. 2005.

Figure 35: Marquage de l’endoderme chez l’embryon. Expression de la FoxA3 au
niveau de la fine couche d’endoderme formant l’intestin à 26 hpf (lignée trans-
génique gutGFP, expression de la GFP au niveau de l’endoderme). La partie
dorsale est en haut et la partie caudale à gauche. Les flèches blanches montrent
l’intestin situé au dessus du vitellus. La flèche jaune montre le canal de Cuvier
permettant à l’embryon d’absorber les nutriments du vitellus. Figure de Ng et al.
2005.

poisson zèbre ne possède pas d’estomac, l’oesophage est connecté directement à l’in-

testin ; c’est le bulbe intestinal qui a la fonction de l’estomac (digestion des lipides
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et des protéines). La lumière se forme d’abord au niveau de l’oesophage puis avance

vers la partie caudale de l’intestin, la bouche est ouverte.

Stade II. Le stade II, se déroule jusqu’à 74-76 hpf, l’intestin est un tube creux

mais l’anus est toujours fermé. Les cellules de l’endoderme sont polarisées et se

différencient. Les protéines de jonction serrées sont exprimées. Les cellules adoptent

une forme de colonne avec le noyau situé à la base de la cellule. Une fine couche

mésenchymateuse est trouvée autour de l’épithélium. A 72 hpf, les cellules continuent

à proliférer selon l’axe rostro-caudal, les neurones entériques se différencient. André

et al. 2000, ont mis en évidence un marqueur de l’intestin, fabp2, fabp2 (Intestinal

Fatty Acid-Binding Protein) de la famille des FABP (Fatty Acid-Binding Proteins).

Le transcrit fabp2 est exprimé au niveau de l’intestin dès 3 jpf. Les protéines FABP

lient les acides gras à longues chaînes et participent à l’absorption des lipides.

Stade III Le stade III, se déroule jusqu’à 4 jpf. L’anus est ouvert, l’intestin pos-

sède une lumière sur toute sa longueur. L’intestin est constitué d’une monocouche

de cellules épitéhiales polarisées. On peut alors distinguer les 3 parties de l’intestin.

Les cellules caliciformes synthétisant les mucines sont visibles à 100 hpf ainsi que

des entérocytes à larges vacuoles, au niveau de l’intestin moyen.

A partir de 4 jours le bulbe intestinal s’élargit pour adopter une forme arrondie,

les plis apparaissent, les cellules prolifératives se trouvent alors uniquement dans

la partie basale du pli (analogue des cryptes de Lieberkühn chez les mammifères).

L’expression de fabp2 est augmentée et retrouvée au niveau de l’épithélium (André

et al. 2000). Les cellules entéro-endocrines sécrètent du glucagon et la somatosta-

tine, les deux hormones sont exprimées par les même cellules contrairement à ce qui

est trouvé chez les mammifères où les deux hormones sont sécrétées par deux po-

pulations cellulaires différentes. Les cellules entéro-endocrines sont visibles d’abord

dans l’intestin postérieur puis dans le bulbe intestinal et l’intestin moyen. Ce mé-

canisme est contraire au reste du développement de l’intestin qui se fait selon l’axe

rostro-caudal.
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Le développement après 4 jpf. A 5 jpf, le canal alimentaire est composé d’une

bouche, du pharynx, de l’oesophage, du bulbe intestinal, de l’intestin moyen, de

l’intestin postérieur et de l’anus. L’intestin est alors fonctionnel. Le bulbe intestinal

est formé de plis, la prolifération cellulaire est restreinte à la base des plis. L’intestin

moyen et l’intestin postérieur n’ont pas de pli et sont formés d’une mono-couche de

cellules épithéliales (il y a peu ou pas de prolifération). Le vitellus est complètement

résorbé et la larve commence à se nourrir. fabp2 est retrouvé de l’oesophage jusqu’au

niveau du rectum. L’expression de fapb2 dans la partie antérieure de l’intestin des

larves nourries est corrélée à l’absorption intra-cellulaire des gouttelettes lipidiques

par les entérocytes et la formation des lipoprotéines. De cette façon fabp2 permet

de suivre le développement de l’intestin et l’absorption des acides gras (Her et al.

2004). A 8 jpf, les plis sont présents de façon aléatoire ; dans la partie de l’intestin

moyen ils commencent à apparaître. A 12 jpf, les plis sont présents au niveau de

l’intestin postérieur. A deux semaines l’intestin est toujours un tube linéaire, les

plis de l’intestin moyen sont plus petits que ceux du bulbe intestinal. Les plis sont

composés d’une monocouche de cellules épithéliales qui repose sur le tissu conjonctif.

Un marquage cellulaire montre que les cellules du bulbe intestinal mettent 5-7 jours

pour atteindre le haut du pli alors que les cellules prolifératives de la base du pli

de l’intestin moyen atteignent le sommet du pli en 7-10 jours. A 14 jpf les cellules

caliciformes sont retrouvées dans tout l’intestin. Dans le bulbe intestinal les cellules

caliciformes sécrètent des mucines acides et neutres, elles couvrent la surface de la

muqueuse pour protéger les cellules de la phagocytose et de la déshydratation.

Le bulbe intestinal et l’intestin moyen ont le rôle d’absorption des nutriments, les

enzymes digestives y sont exprimées. Le bulbe intestinal est composé de 3 types

cellulaires : les entérocytes en forme de colonne avec des bordures en brosse, les

cellules caliciformes et les cellules endocrines. Les cellules de Paneth ne sont pas

trouvées dans l’épithélium intestinal du poisson zèbre. La formation du tube digestif

est résumée figure 38 et l’anatomie de la larve est représentée figure 39.
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Chez l’adulte. Chez l’adulte la lamina propia sépare l’épithélium intestinal de

la couche musculaire lisse. Le tissu conjonctif du poisson zèbre (lamina propia et

submucosa) est moins complexe que chez les mammifères. Des cellules nerveuses

entériques sont trouvées au niveau de la couche de cellules musculaires lisses, figure

36 (Wallace et al. 2005).

Figure 36: Architecture de la paroi intestinale chez l’adulte organisée en couches
concentriques. Il n’y a pas de crypte de Lieberkühn chez le poisson zèbre. L’épi-
thélium repose sur la lamina propia et compose la muqueuse. La muqueuse repose
sur une couche de cellules musclaires lisses circulaires et longitudinales (muscu-
laris) contenant des cellules nerveuses entériques. La couche la plus externe est
la séreuse. Figure de Wallace et al. 2005.

4.4.4 Le Foie

Durant la gastrulation à 6 hpf les cellules situées au niveau de l’endoderme

ventral donneront le foie (Tao et al. 2009).

Les hépatocytes constituent la majorité du foie et sa fonction (production de

la bile, détoxification du sang, production des protéines du plasma, production des

facteurs de coagulation et stockage des lipides, acides aminées, fer et glycogène).

Chez le poisson zèbre l’hématopoïèse a lieu dans les reins.

Le foie bourgeonne du bulbe intestinal et ne nécessite pas la présence des cellules

endothéliales contrairement à ce qui a été montré chez la souris. Field et al. 2003a,

utilisent la lignée transgénique gutGFP, Tg(Xla.Eef1a1:GFP), afin d’étudier le dé-

veloppement du foie. Le développement du foie a lieu en deux phases : le bour-

geonnement et la croissance. Le bourgeonnement peut être divisé en trois phases

qui commencent lorsque les hépatocytes s’agrégent à 24 hpf et se terminent lorsque

le canal hépatique est formé à 50 hpf. Durant le bourgeonnement, les hépatocytes
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émergent de l’intestin en masse désorganisée. L’expression de foxA3 est retrouvée

dans tous les organes digestifs et permet de visualiser la morphologie des différents

organes entre 24 hpf et 48 hpf.

Entre 26 hpf et 30 hpf le bourgeonnement commence du côté gauche ventral (fi-

gure 37). C’est la première phase du bourgeonnement. Le bourgeon grossit durant

la deuxième phase à 30 hpf.

A 48 hpf le facteur de transcription hnf4 est exprimé dans le foie et foxA2 est ex-

primé dans le canal hépatique. A 50 hpf le canal hépatique reliant le foie et le bulbe

intestinal est formé. A 52 hpf l’expression de FoxA3 est retrouvée dans la canal

alimentaire (pharynx, oesophage, bulbe intestinal, intestin moyen, intestin posté-

rieur et l’anus) mais aussi dans d’autres organes dérivés de l’endoderme : le foie, le

pancréas, la vésicule biliaire et la vessie natatoire.

Figure 37: Développement des organes digestifs. La GFP sous le contrôle du pro-
moteur de FoxA3 est exprimée au niveau des tissus dérivés de l’endoderme. La
ligne pointillée jaune délimite le tube digestif. Deux petits agrégats cellulaires
apparaissent pour donner le futur foie (tête de flèche noire) et le futur pancréas
(tête de flèche blanche). Le flèche blanche à gauche indique la future bouche et
celle de droite le futur anus. n : notochorde. Figure adaptée de Ng et al. 2005.

La phase de croissance suit le bourgeonnement et conduit au changement de

taille et de forme du foie. A 72 hpf le foie est plus gros mais n’a pas changé de

forme.

A 96 hpf le foie s’allonge sur le côté gauche de la larve. Il se situe entre le péricarde

et le canal de cuvier (au niveau du vitellus). Le développement du foie est résumé

figure 38.
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La différenciation des hépatocytes peut être suivie grâce à un modèle transgénique

exprimant la dsRed sous le contrôle du promoteur de l-fabp (Liver Fatty Acid Bin-

ding Protein), fabp10a (Her et al. 2003).

Figure 38: Les différents stades de développement du tube digestif et du foie.
Récapitulatif schématique des différents stades de développement du tube digestif
et du foie de l’embryon de poisson zèbre entre 26 hpf et 126 hpf (5 jpf). a : anus,
ib : bulbe intestinal (intestinal bulb), L : foie (liver), sb : vessie natatoire (swim
bladder). Figure adaptée de Ng et al. 2005.

4.5 Régénération de la nageoire caudale

La régénération de la nageoire caudale a lieu chez le poisson zèbre dès le stade

larvaire. Ce modèle est intéressant pour la mise en évidence des mécanismes impli-
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Figure 39: Anatomie du système digestif de la larve à 5 jpf. A. Vue dorsale, E :
oesophage, G : vésicule biliaire, I : intestin, L : foie, P : pancréas, Ph : pharynx,
Pi : unique ilôt pancréatique, SB : vessie natatoire. Les lignes en pointillées et
pleines représentent le canal du foie, du pancréas et de la vésicule biliaire. La
tête de flèche noire indique le canal de la vessie natatoire. B, C. Vue latérale de
la larve à 5 jpf, l’astérisque montre la lumière de l’intestin. Figure de Wallace
et al. 2003.

qués dans la régénération des appendices.

Lors de la régénération deux domaines doivent être mis en place, l’épiderme de cica-

trisation et le blastème. L’épiderme de cicatrisation permet de créer une niche pour

le blastème. Le blastème contient les cellules nécessaires à la fomation du nouvel ap-

pendice. Le devenir des cellules dépend de leur position dans le blastème : la partie

apicale contient les cellules indifférenciées et la partie basale contient les cellules qui

entrent en différenciation.

Le processus de régénération nécessite une balance entre prolifération/auto-renouvellement

et différenciation. La régulation de l’expression génique par les mécanismes épigé-

nétiques est importante pour le contrôle de la plasticité cellulaire et de la différen-

ciation. Le processus de régénération nécessite la ré-expression des gènes exprimés

lors de l’embryogénèse. Les gènes réprimés lors du développement contiennent les

marques H3K4me3 et H3K27me3. Lors de la régénération la marque H3K27me3 est

perdue et les gènes sont ré-exprimés (Stewart et al. 2009). La régénération de la

nageoire caudale est complète entre 2 à 4 semaines chez l’adulte. L’initiation de la

régénération ne nécessite pas le processus d’inflammation par les neutrophiles et les

macrophages (Mathew et al. 2007). Chaque rayon se régénère indépendamment. La
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nageoire caudale est composée de 16 à 18 segments principaux osseux séparés par

des tissus mous composés de fibroblastes, de vaisseaux sanguins et de cellules ner-

veuses (figure 40A et B). La partie distale de la nageoire caudale est cartilagineuse

et se termine par une structure en brosse appelée actinotriches.

Figure 40: Structure de la nageoire caudale. Visualisation du squelette de la na-
geoire caudale, coloration bleu alcian (cartilage) et rouge alizarine (os). A. La
nageoire caudale possède une morphologie bi-lobulée, elle est composée de 16 à 18
segments qui parfois se ramifient, cette structure est appelée lépidotriche (struc-
tures colorées). La coloration au rouge alizarine montre que les lépidotriches sont
des structures osseuses sauf la partie distale colorée en bleu (cartilage). Les seg-
ments sont inter-connectés par des tissus mous (non colorés). Les segments des
lépidotriches contiennent les ligaments (partie blanchâtre). B. La calcification
n’est pas totale ou absente dans la partie la plus distale. Echelle A. 1000 µm B.
100 µm. Figure de Pfefferli et al. 2015.

La nageoire caudale est composée de différents types cellulaires qui se régénèrent

afin de former le nouvel appendice. La régénération est permise par la formation

au niveau apical d’un tissu prolifératif contenant des cellules indifférenciées ; appelé

le blastème. Après amputation un tissu blanchâtre (épiderme de cicatrisation et

quelques cellules du blastème) est formé entre le jour 1 et 2 post amputation (jpa),

ce tissu croît jusqu’à 4 jpa. A partir de 6 jpa le tissu blanchâtre est toujours présent

mais la base se différencie pour former les nouveaux tissus et il est pigmentée. A 3

semaines post amputation la taille et la forme de la nagoire sont retrouvées, cette

évolution est représentée figure 41 et schématisée figure 43.

Formation de l’épiderme de cicatrisation et du blastème. 1jpa. Un jour

après amputation l’épiderme de cicatrisation s’épaissit et le tissu situé en dessous est

désorganisé, les vaisseaux sanguins ont cicatrisé. L’épiderme de cicatrisation sécrète
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Figure 41: Echelle de temps de la régénération de la nageoire caudale chez
l’adulte. A. Appendice original avant amputation, à 1 jpa formation du tissu
blanchâtre composé de l’épiderme de cicatrisation et de quelques cellules du
blastème. A 3 jpa le blastème est formé, à 6 jpa la croissance est rapide, le tissu
blanchâtre se trouve au niveau apical, à la base les cellules se différencient et la
pigmentation apparaît. A 20 jpa la taille de la nageoire caudale et sa forme sont
proches de la nageoire avant amputation. Le tissu blanchâtre reste à l’apex de
la nageoire pour la croissance et la régénération. B. Grossissement des différents
stades de la régénération au niveau de la zone amputée (ligne pointillée). Echelle
A. 1000 µm B.-D. 100 µm. Figure adaptée de Pfefferli et al. 2015.

des facteurs comme Sonic Hedghog, Wnt5b, Fgf24 pour contrôler la fonction du

blastème. La formation de l’épiderme de cicatrisation est dépendante du blastème qui

sécrète Fgf20, Sdf1, Igf2 et l’acide rétinoïque. Si ces facteurs sont inhibés, il n’y a pas

de formation ni du blastème ni de l’épiderme de cicatrisation. L’acide rétinoïque est

présent quelques heures après l’amputation et maintient la prolifération des cellules

du blastème et permet la survie cellulaire (Blum et al. 2012). Les glucocorticoïdes

sont importants pour la mise en place du blastème et de l’épiderme de cicatrisation.

L’inhibition des glucocorticoïdes empêche la régénération (Mathew et al. 2007).

3 jpa. A 3 jpa le blastème acquiert une organisation selon l’axe apico-basal. Les

cellules prolifératives expriment msxb induite par le Fgf lors de la formation du

blastème, plus tard son expression est restreinte aux cellules non prolifératives à la

base du blastème ; ainsi l’expression de msxb permet de mettre en place un axe de

régénération (Nechiporuk et al. 2002). Notch maintient les cellules du blastème en

prolifération et dans un état indifférencié (Pfefferli et al. 2015).

Régénération des structures osseuses et cartilagineuses. Les gènes actino-

dine 1 et actinodine 2 sont essentiels pour la formation des actinotriches (Zhang
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et al. 2010a). Le blastème est formé par des cellules indifférenciées. Les ostéoblastes

matures se dédifférencient et font partie du blastème afin de former les nouveaux

lépidotriches. La dédifférenciation des ostéoblastes est permise grâce à l’expression

de la voie Wnt/βCaténine, l’activation de cette voie induit la transition épithélio-

mésenchymateuse des ostéoblastes (Stewart et al. 2014). Les ostéoblastes dédiffé-

renciés ne se différencient qu’en ostéoblastes, leur prolifération et migration vers le

blastème est dépendante du Fgf.

Les ostéoblastes dédifférenciés se trouvent au bord du blastème (Knopf et al. 2011).

Selon Singh et al. 2012, d’autres types cellulaires peuvent se différencier en os-

téoblastes et participer à la régénération des lépidotriches. La différenciation des

ostéoblastes se fait par l’activation de sp7 et dkk1b via Bmp (Bone Morphogenetic

Protein), Bmp contrôlent la croissance et la différenciation des os lors de la régéné-

ration de la nageoire caudale (Stewart et al. 2014).

Régénération des vaisseaux sanguins. Les vaisseaux sont cicatrisés 1 jpa puis

connectés aux veines et aux artères 2 jpa. La régénération se fait par la formation

d’un plexus (anastomose des différents vaisseaux) non structuré. Cependant le réseau

sanguin identique à l’initial est retrouvé à 35 jpa. L’angiogénèse et la formation du

plexus dépendent de l’expression de reg6 (figure 42) (Huang et al. 2003).

4.6 La répréssion Polycomb chez le poisson zèbre

Protéines homologues. Les protéines Polycomb sont conservées dans l’évolution

et les orthologues des protéines composant les complexes PRC1 et PRC2 de la

drosophile sont retrouvés chez le poisson zèbre. Cependant, le génome des téléostéens

a subi une duplication. Les protéines du complexe PRC2 chez le poisson zèbre sont

conservées. Le complexe PRC2 est composé de Suz12 (deux orthologues : Suz12a

et Suz12b), Eed et Ezh1 ou Ezh2 (Whitcomb et al. 2007). Cependant il existe 19

gènes codant pour les protéines du complexe PRC1 chez le poisson zèbre. Il y a 8

orthologues de Pc (Cxb2, Cbx4, Cbx6a, Cbx6b, Cbx7a, Cbx7b, Cbx8a et Cbx8b), 6

orthologues de Psc (Bmi1a, Bmi1b, Pcgf1, Pcgf5a, Pcgf5b et Pcgf6), 4 orthologues
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Figure 42: Schéma des différentes étapes de la régénération des vaisseaux san-
guins chez les sauvages et chez les mutants reg6. Les lignes rouges et
bleues schématisent respectivement les artères et les veines. Les nouveaux vais-
seaux sont représentés en vert et ne sont pas différenciés en veines ou artères. Les
lignes noires représentent le réseaux de capillaires. A. A 1 jpa le vaisseau amputé
est cicatrisé. B. L’anastomose a lieu entre 1 et 2 jpa, la circulation sanguine a
lieu au niveau du site d’amputation. C, D Après l’anastomose un plexus non
structuré (vert) est mis en place. E, F. Les nouvelles veines et artères se différen-
cient à partir de 4 jpa. La formation des nouveaux vaisseaux arrête la formation
du plexus à 8 jpa. G. A 35 jpa le réseau sanguin est totalement régénéré. A’.
Chez les mutants reg6 la cicatrisation a lieu normalement mais l’anastomose n’a
pas lieu B’ et la formation du plexus est altérée C’, D’. Figure de Huang et al.
2003.

de Ph (Phc1, Phc2a, Phc2b et Phc3) et un seul orthologue de Sce (Rnf2). Il n’y a

pas d’orthologue de PCGF2 et PCGF3 chez le poisson zèbre (Le Faou et al. 2011a).

Mutants. Afin d’étudier le rôle de ces protéines dans le développement des mu-

tants ont été développés (table 6).
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Figure 43: Schéma des différentes étapes de la régénération de la nageoire cau-
dale. A. Cicatrisation : formation de l’épiderme de cicatrisation, indispensable
à la formation du blastème. B. Désorganisation du tissu situé sous l’épiderme
de cicatrisation. Les cellules se dédifférencient, recrutement des cellules souches.
C. Formation du blastème constitué de cellules dé-différenciées, cellules souches.
D. Différenciation au niveau de la partie basale du blastème, morphogenèse. La
régénération a lieu en 2 à 4 semaines. Figure adaptée de Tawk et al. 2003.

Nom des gènes Ciblage Phénotypes Références
mutés

Mortelle à 2 jpf
ezh2 ENU en l’absence d’ARN maternel San et al. 2016

(malformations : coeur, foie,
pancréas)

suz12 Morpholino hématopoïèse anormale Eckfeldt et al. 2005
bmi1a/ bmi1b Morpholino Développement anormal Mochida et al. 2012

du cerveau
Développement cranio-facial

rnf2 ZFN anormal (absence de cartilage, van der Velden et al. 2013,
os et muscles) et absence van der Velden et al. 2012
de nageoires pectorales

Table 6: Protéines du complexe PRC2 mutées chez le poisson zèbre.

4.7 Poisson zèbre et cancer

Une part importante de la recherche est dédiée au cancer. Celle-ci se base sur

des modèles cellulaires mais aussi des modèles animaux murins. Le poisson zèbre est

utilisé comme modèle en cancérologie afin de réduire l’utilisation des mammifères

(Mione et al. 2010).

Xénogreffes. Couramment des xénogreffes de cellules cancéreuses sont réalisées

chez les embryons. Les cellules sont micro-injectées chez les embryons de 2 jours.

L’utilisation d’embryons transparents permet d’étudier l’extravasation des cellules
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cancéreuses lors du processus de métastase (Stoletov et al. 2010). Le comportement

des cellules xénogreffées peut être étudié jusqu’à ce que la larve soit âgée de 11 jours.

A partir de ce stade, la larve développe son système immunitaire et les cellules xé-

nogreffées peuvent être rejetées. Le système est totalement développé à 4 semaines.

Afin de placer les cellules et l’embryon dans un environnement idéal pour leur crois-

sance, les embryons injectés sont gardés à 34̊ C (Eguiara et al. 2011). Les cellules

humaines xénogreffées répondent aux cytokines du poisson zèbre et sont capables

de moduler le micro-environnement du poisson zèbre. Les molécules et composants

cellulaires impliqués dans la tumorigénèse sont conservés entre l’Homme et le pois-

son zèbre (Chen et al. 2017b).

La génération de lignées transgéniques exprimant la GFP spécifiquement au niveau

de la vascularisation comme Tg(Flk1:EGFP) permet d’observer le processus de vas-

cularisation de la masse tumorale (Zhao et al. 2011).

Chapman et al. 2014, montrent que la xénogreffe de cellules de mélanome met en

évidence un phénomène d’invasion coopérative. Lors de l’invasion les cellules ini-

tiatrices du processus favorisent le passage de cellules peu invasives, ce qui peut

expliquer l’hétérogénéité des métastases.

Modèles mutants. La génération d’une lignée mutante exprimant le gène BRAFV600E

sous le contrôle du promoteurmitfa spécifique des mélanocytes, cause l’apparition de

naevi chez les poissons. Si tp53 est muté alors les lésions se transforment rapidement

en mélanomes invasifs avec une histologie similaire à celle de l’Homme. Ce résultat

met en évidence que la mutation de braf est un des premiers évenements lors du

développement du mélanome ; les voies Braf et P53 agissent ensemble (Patton et al.

2005).

L’expression de la protéine mutée RasV12, cause le développement de mélanomes dès

le stade larvaire. Ce mutant permet d’identifier PI3K comme possible cible thérapeu-

tique (Michailidou et al. 2009). L’utilisation du système Gal/UAS permet d’étudier

rapidement l’effet tumorigène de la mutation KRASG12V in vivo. Elle est exprimé

spécifiquement dans le pancréas exocrine grâce au contrôle de l’expression de Gal4
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par le promoteur spécifique du pancréas exocrine, ptf1a. (Park et al. 2015). Les pois-

sons développent des tumeurs pancréatiques avec une histologie semblable à celle de

l’Homme (Liu et al. 2011).

Afin de faciliter l’imagerie et l’observation du développement tumoral et des xéno-

greffes, White et al. 2008, développent une lignée trasngénique transparente, casper.

Elle permet de visualiser facilement les cellules exprimant la GFP in vivo de 2 heures

à 5 semaines post-greffe. Ce modèle permet de visualiser les métastases 3-5 jours

après la greffe et jusqu’à 3-4 semaines plus tard.

Modèle transgénique. La génération d’une lignée transgénique exprimant le

gène de souris C-Myc fusionné à la GFP sous le contrôle du promoteur rag2 cause

le développement d’une leucémie en 52 jours et chez 100% des individus. La leu-

cémie survient dans le thymus puis les cellules se propagent dans les branchies, le

tissu rétro-orbitaire, les muscles squelettiques et les organes abdominaux. Ce modèle

transgénique peut être utilisé pour tester des drogues et pour identifier les mutations

associées à la tumorigénèse par C-myc car ce modèle de tumorigénèse spontanée est

semblable à celui de l’Homme (Langenau et al. 2003). Cependant le développement

de la leucémie chez les modèles transgéniques Rag2, Tg(zRag2-EGFP-mMyc), cause

la mort des poissons. Pour résoudre ce problème et entretenir des lignées viables,

Langenau et al. 2005, développent une lignée viable rag2-loxP-dsRED2-loxP-EGFP-

cMyc, les thymocytes sont fluorescents en rouge et les poissons ne développent pas

de leucémie. L’expression de EGFP-cMyc peut être induite en injectant l’ARN Cre

dans les embryons au stade une cellule. Les poissons développent une leucémie et

les thymocytes fluorescent en vert.

Découvertes de drogues. Le poisson zèbre xénogreffé ou transgénique est lar-

gement utilisé pour découvrir de nouvelles molécules thérapeutiques. L’application

des drogues est facile, les embryons absorbent les molécules de petits poids molécu-

laires diluées dans le milieu via la peau et les branchies. Les composés hydrophobes

peuvent être injectés aux stades 1 à 4 cellules dans le vitellus ou plus tard dans le

sinus veineux. Les larves de plus de 7 jours et les adultes absorbent oralement les
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composés (Langheinrich 2003).

La lignée transgénique mitf-Brafv600e-p53-/- développant des mélanomes a permis

d’identifier un inhibiteur de la DHODH (dihydroorotate déhydrogénase), le leflu-

nomide. Le leflunomide ralentit la croissance des cellules de mélanome en inhibant

l’élongation des transcrits (diminution de 49% des gènes sur-exprimés dans le mé-

lanome). Utilisé seul ou en combinaison avec un inhibiteur de Braf, le leflunomide

cause un arrêt marqué de la croissance cellulaire (White et al. 2011). Le leflunomide

a été testé en essai clinique en 2012 : NCT01611675 (NCT01611675 ).
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Deuxième partie

Matériels et Méthodes
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Chapitre 1

Contexte scientifique

Le cancer a d’abord été associé à un certain nombre de mutations génétiques

(Hanahan et al. 2011). Les gènes impliqués dans le cancer comme par exemple

RB, PTEN ou BRCA1/2 sont retrouvés mutés. Cependant la dé-régulation des

mécanismes épigénétiques prend également part au développement cancéreux. La

mutation des protéines impliquées dans les régulations épigénétiques (HDAC, Poly-

comb...) sont impliquées dans le développement cancéreux et l’embryogénèse où elles

régulent l’expression génique (Sparmann et al. 2006, You et al. 2012). Les développe-

ments embryonnaires et cancéreux sont très proches et impliquent les mêmes voies de

signalisation (WNT, FGF, NOTCH, HEDGEHOG), les mêmes expressions géniques

(c-MYC, RB) et ont le même comportement (invasion (implantation), échappement

au système immunitaire, prolifération) (Ma et al. 2010, Surface et al. 2010). Ainsi

l’utilisation du modèle embryonnaire peut aider à mieux comprendre le développe-

ment cancéreux. Le modèle du poisson zèbre est largement utilisé pour étudier le

développement embryonnaire et le développement cancéreux (White et al. 2013). Le

laboratoire a choisi ce modèle pour étudier le rôle des protéines Polycomb pour ses

divers avantages (nombreux embryons, développement ex-utero, cancer identique à

l’Homme au niveau génétique et histologique, test d’inhibiteur à grande échelle). Les

protéines du complexe PRC1 sont impliquées dans le cancer (Gil et al. 2014), ainsi

que celles du PRC2. Nous nous s’intéressons particulièrement aux protéines Pcgf1

et Ezh2. PCGF1 est impliquée dans la mise en place de la marque H2AK119ub1.
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EZH2 est retrouvée mutée dans de nombreux cancers et joue un rôle fondamental

dans la biologie des cellules souches cancéreuses (Völkel et al. 2015). Cependant

le rôle d’EZH2 dans le développement n’est pas encore bien établi. C’est pourquoi

notre étude s’intéresse à la compréhension du rôle des protéines Polycomb dans le

développement du poisson zèbre.
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Chapitre 2

Objectifs de la thèse

Notre laboratoire étudie le rôle de la plasticité cellulaire dans les cancers. Les

protéines des complexes Polycomb PRC1 et PRC2 sont impliquées dans de nom-

breux cancers et dans la biologie des cellules souches cancéreuses (Gil et al. 2014,

Valk-Lingbeek et al. 2004, Laugesen et al. 2016, Margueron et al. 2011). Les gènes

retrouvés mutés et dérégulés dans les cancers sont également des gènes clés dans le

développement embryonnaire (Ma et al. 2010). O’Carroll et al. 2001, créent un mu-

tant homozygote d’Ezh2 chez la souris, ce mutant meurt avant le stade gastrulation

et ne permet pas d’identifier un rôle particulier d’Ezh2. Le Faou et al. 2011b ont

montré que les protéines Polycomb sont conservées chez le poisson zèbre. L’objec-

tif de ma thèse est d’utiliser le modèle du poisson zèbre afin d’étudier le rôle des

protéines Polycomb Pcgf1 et Ezh2. En comparaison au modèle murin, notre modèle

pourra nous permettre de visualiser facilement les premières étapes du développe-

ment. Les protéines Pcgf1 et Ezh2 ont été inactivées à l’aide des TALEN. Ainsi j’ai

pu étudier leur rôle dans le développement du poisson zèbre.
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Chapitre 3

Matériels et méthodes

La lignée de poisson zèbre utilisée au laboratoire est la lignée Tuebingen (TU).

Les TALEN ont été injectés au stade une cellule, les lignées F0 obtenues ont été

génotypées par "fin-clipping", amputation d’une partie de la nagoire caudale. Les

individus sont triés sur la perte d’un site de restriction au niveau du site de cou-

pure du TALEN, ceci nous permet de génotyper facilement nos embryons par RFLP

(restriction fragment length polymorphism). Les individus possédant une transmis-

sion germinale de la mutation ont été conservés. La mutation a été identifiée par

séquençage. Le phénotype a été étudié sur des lignées rétro-croisées afin d’éliminer

les possibles mutations off-target des TALEN. La lignée Ezh2 homozygote mutante

n’est pas viable. Au cours de ma thèse j’ai dû développer des protocoles qui m’ont

permis de réaliser un génotypage à la fin de chaque expérience afin d’avoir la certi-

tude que le phénotype est lié au génotype.

3.1 TALEN

Tous les TALEN ont été conçus et assemblés dans les vecteurs d’expression

pCS2TAL3DD et pCS2TAL3RR par la technique du Golden Gate (Cermak et al.,

2011). Dans ces vecteurs, l’expression des TALEN est sous le contrôle du promoteur

SP6 (Dahlem et al., 2012).
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Préparation des ARNm des TALEN. L’ARNm des TALEN est synthétisé

par transcription in vitro grâce au kit mMessage mMachine SP6 (Ambio) par l’ARN

polymérase SP6 à partir du vecteur d’expression. Pour cela, les vecteurs sont digérés

dans un premier temps par NotI (New England Biolabs) puis sont purifiés par le

kit Mini Elute (Qiagen) selon les instructions du fournisseur. Les ARNm synthétisés

sont purifiés par le kit RNeasy (Qiagen). La concentration des ARN est mesurée

à l’aide d’un spectrophotomètre Nanodrop Multiskan Go Thermo. La qualité des

ARN est ensuite vérifiée par électrophorèse en gel d’agarose 2%.

Micro-injections. Les ARN obtenus sont dilués dans du tampon 10X Ringer (75

g/L NaCl ; 2 g/L KCl ; 2 g/L CaCl2 ; 0,2 g/L NaHCO3, pH7) contenant 5% de rouge

de phénol jusqu’à une concentration finale de 200 ng/µL. Les ARN sont injectés

grâce à un micro-injecteur (Femto-Jet, Eppendorf) dans les embryons de poisson

zèbre au stade une cellule.

3.2 Génotypage

Les TALEN sont choisis de manière à ce que la mutation de type indel générée,

détruise un site de restriction au niveau de l’ADN génomique. C’est la présence ou

l’absence de ce site de restriction qui sera utilisée pour le génotypage et l’identifi-

cation des poissons mutants. L’ADN génomique des embryons ou des échantillons

de nageoires caudales de poissons adultes est extrait, amplifié par PCR et soumis à

l’analyse par restriction enzymatique.

Extraction d’ADN génomique à partir d’embryons de poissons zèbres.

Par la protéinase K. Les embryons de poissons zèbres sont placés dans 20 µL

de tampon (10 mM Tris-HCl pH8,0 ; 2 mM EDTA ; 0,2% Triton X-100 ; 100 µg/mL

protéinase K (Sigma)) et incubés toute la nuit à 50̊ C. La protéinase K est ensuite

inactivée à 95̊ C pendant 5 minutes puis la région cible du TALEN est amplifiée par

PCR.
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Par la soude. Les embryons sont placés dans une tube de 0,2mL et le glycé-

rol (utilisé pour l’imagerie) est lavé avec 200µL de PBS et centrifugés brièvement.

L’ADN est extrait dans 20µL de 50mM NaOH et chauffé 20 min à 95̊ C puis refroidi

15 min à 4̊ C. Afin d’acidifier le milieu 2µL de 1M Tris-HCL pH 7.4 sont ajoutés.

Les échantillons sont vortexés et centrifugés.

Extraction d’ADN génomique à partir de la nageoire caudale de poissons

adultes. Les poissons sont anesthésiés dans une solution de tricaïne 0,016% (MS-

222, Sigma). La moitié de la nageoire caudale est coupée avec du matériel stérile puis

placée dans 20 µL de tampon d’extraction (10 mM Tris-HCl pH8,0 ; 2 mM EDTA ;

0,2% Triton X-100 ; 100 µg/mL protéinase K) et incubés 4 h à 50̊ C. La protéinase

K est ensuite inactivée à 95̊ C pendant 5 minutes puis la région cible du TALEN est

amplifiée par PCR.

Amplification par PCR de l’ADN génomique. La PCR est effectuée dans

un volume réactionnel de 20 µL, contenant 2,5 µL de solution d’ADN génomique

extrait, 2 µL de tampon 10x (Euromedex), 0,2 mM de dNTP, 0,5 µM de chacune

des amorces, 0,2 µL de Taq Polymérase (5 U/µL ; Euromedex). Les conditions de

PCR sont : 2 min à 94̊ C, suivies de 39 cycles de 20 sec à 94̊ C – 45 sec à 65̊ C

– 30 sec à 72̊ C, suivis d’une période d’élongation de 5 min à 72̊ C. Les amorces

employées pour amplifier la région génomique qui encadre le site reconnu par les

TALEN utilisés pour inactiver les gènes pcgf1 et ezh2 sont :
ezh2-sens : GGTATGGTTGTTGCAGTTCACAGAC

ezh2-antisens : AACACCAAACTCTACACAAGCAGCA

pcgf1-sens : GAACACAATGAACACAATGGC

pcgf-antisens : GGACAATACTTGCTGGTCTGG

Digestion enzymatique de l’amplicon. Les produits de PCR sont analysés

par restriction enzymatique dans un volume final de 15 µL. Toutes les réactions de

digestion pour le génotypage des mutants pcgf1 contiennent 3µL de produit PCR,

3U d’enzyme de restriction et 1,5 µL de tampon de restriction NEB (10x, New
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England Biolabs) et celles pour le génotypage des mutants ezh2 contiennent 4 µL

de produit de PCR, 4 U d’enzyme de restriction et 1,5 µL de tampon de restriction

NEB 10X. Les tubes sont mis à 37̊ C toute la nuit avant séparation des produits

de digestion par électrophorèse en gel d’agarose à 2%. Les enzymes de restriction

utilisées sont DdeI (New England Biolabs) pour identifier l’inactivation d’ezh2 et

ClaI (New England Biolabs) pour identifier l’inactivation de pcgf1.

Séquençage de l’ADN. Les plasmides sont séquencés par la société GATC (Al-

lemagne).

3.3 Quantification de la courbure de la colonne

vertébrale

Les adultes ont été anesthésiés dans une solution de MS-222 (0,168mg/mL) puis

photographiés. A l’aide du logiciel image J, une ligne a été tracée entre le centre de

l’oeil et la fin de la nageoire caudale puis une ligne perpendiculaire à cette dernière

est tracée au niveau de l’apex du corps du poisson (figure 44). La quantification de

la courbure de la nageoire caudale est obtenue par le ratio a
b
(Gorman et al. 2007).

Figure 44: Etude de la courbure de la colonne vertébrale chez les mutants
pcgf1-/- en comparaison aux sauvages. Cette méthode a été utilisée par Gorman
et al. 2007 et permet de quantifier la courbure de la colonne vertébrale grâce au
ratio a

b .

3.4 Amputation de la nageoire caudale.

Chez les adultes. Les poissons sont anesthésiés dans un bécher contenant

environ 100 mL solution de tricaïne 0,016% (MS-222, 3-amino benzoic acid ethyl
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ester, Sigma) dont le pH est ajusté à 7. Après quelques secondes, le poisson anesthésié

est prélevé avec une cuillère en plastique. La moitié de la nageoire caudale est coupée

à l’aide de ciseaux nettoyés à l’alcool 70%. Après amputation, les poissons sont mis

dans un bac contenant de l’eau d’aquarium propre et leur comportement est suivi.

Les poissons retrouvent une nage normale après environ 2 min.

Chez les embryons. Les embryons sont anesthésiés dans une plaque 6 puits

contenant 5 mL de solution tricaïne 0,016% dont le pH est ajusté à 7. Après quelques

secondes, les embryons anesthésiés sont placés sous la loupe binoculaire. La nageoire

caudale est amputée juste après la fin du vaisseau lors de l’étude de la régénération

(figure 45) à l’aide d’un scalpel. A la fin de l’expérience, les larves sont placées

dans 20 µL de tampon NaOH pour l’extraction d’ADN. Lorsque les larves sont

génotypées dans le but de réaliser un western-blot ou des inclusions en paraffine, la

queue est coupée juste après la fin du système digestif. Les queues sont utilisées pour

le génotypage (extraction d’ADN dans 10µL de NaOH) et les larves sont congélées

(extraction d’histones) ou fixées (inclusion en paraffine).

Figure 45: Amputation de la nageoire caudale des embryons à 3 jpf après le
vaisseau sanguin. Figure adaptée de Wilkinson et al. 2013.

3.5 Hybridation in situ

Préparation des embryons pour l’hybridation in situ. Le bon développe-

ment des œufs collectés est contrôlé visuellement à l’aide d’une loupe binoculaire.

Les œufs sont placés dans des boîtes de pétri en présence de milieu E2 (875 mg/L

NaCl ; 37,5 mg/L KCl ; 120 mg/L MgSO4 ; 20,5 mg/L KH2PO4 ; 6 mg/L Na2HPO4 ;
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145 mg/L CaCl2 ; 60 mg/L NaHCO3) à 28,5̊ C jusqu’au stade de développement

souhaité. Les oeufs sont déchorionés par incubation 1 min en présence de pronase

(P6911, sigma) 1% préchauffé à 28,5̊ C. Les embryons sont alors fixés par du pa-

raformaldéhyde (PFA) (Sigma) 4% dans le PBS (phosphate buffer saline, pH7,2) à

4̊ C pendant 24 h. Les embryons sont ensuite déshydratés dans du méthanol (100%)

15 min à température ambiante avant d’être conservés à -20̊ C.

Préparation des nageoires caudales en régénération pour l’hybridation in

situ. Quatre jours après l’amputation (jpa), les poissons sont euthanasiés selon

les recommandations en vigueur, par une surdose de tricaïne (0,03%). La nageoire

caudale en régénération est prélevée et fixée par du paraformaldéhyde 4% dans le

PBS à 4̊ C toute la nuit. Les nageoires caudales sont ensuite déshydratées dans du

méthanol 15 min à température ambiante avant d’être conservées à -20̊ C.

Synthèse des sondes pour l’hybridation in situ. Pour l’hybridation in situ,

des sondes ARN contenant un nucléotide marqué à la digoxygénine (DIG) sont syn-

thétisées in vitro. L’ADNc préalablement cloné dans le vecteur pSPT18-GW est

placé entre les promoteurs SP6 en 5’ et T7 en 3’. L’utilisation du promoteur SP6

permet de générer une sonde contrôle sens alors que le promoteur T7 est utilisé

pour générer la sonde test antisens. Avant synthèse de la sonde, 1 µg de plasmide

doit être linéarisé par 5 U d’enzyme de restriction (HindIII pour la sonde antisens,

XbaI pour la sonde contrôle sens) pendant au moins 1 heure à 37̊ C. L’efficacité

de la linéarisation des plasmides, est évaluée par électrophorèse en gel d’agarose à

1% dans du TAE (Tris-Acétate, 40 mM EDTA 1mM) en présence de BET (Pro-

mega). Avant de synthétiser les sondes, il est nécessaire d’éliminer les enzymes de

restriction présentes avec les plasmides linéarisés. Pour cela, le kit MiniElute Gel

Extration (Qiagen) est utilisé suivant les instructions du fabricant. La synthèse de

la sonde ARN est effectuée à l’aide du kit DIG RNA Labeling SP6/T7 (Roche),

en suivant les instructions du fabricant et en utilisant l’ARN polymérase T7 pour

générer la sonde antisens ou en utilisant l’ARN polymérase SP6 pour générer la

sonde sens, à partir des plasmides. Le kit contient un des nucléotides marqués à
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la digoxygénine, l’uridine-5’-triphosphate digoxigénine, permettant ainsi la synthèse

d’une sonde marquée qui pourra être reconnue par un anticorps anti-digoxygénine.

Après synthèse de la sonde à 37̊ C pendant 2 h, cette dernière est purifiée à l’aide

du kit RNeasy Mini (Qiagen) selon les instructions du fabricant. La sonde ARN est

éluée dans 40 µL et sa concentration est mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre

Nanodrop Multiskan Go Thermo. Un volume égal de formamide déionisée (Sigma)

est ajouté afin de protéger la sonde avant son stockage à -20̊ C. La qualité de la

sonde est évaluée par électrophorèse en gel d’agarose à 2% dans du TAE (40 mM

Tris-Acétate ; 1mM EDTA, pH8,3) en présence de BET (Promega). La synthèse de

la sonde et sa purification s’effectuent dans des conditions qui évitent la contami-

nation par les RNases (utilisation d’eau traitée au DEPC, nettoyage des plans de

travail avec la solution RNase AWAY).

Hybridation in situ sur embryons entiers et nageoires caudales de poisson

zèbre. Le protocole d’hybridation in situ est dérivé du protocole décrit par Thisse

et Thisse, 2008, et suit plusieurs étapes. Les embryons et échantillons de nageoires

caudales, placés dans de petits paniers, sont d’abord progressivement réhydratés par

des lavages de 5 min dans des solutions à concentration décroissante (75% [vol/vol],

50%, 25%) de méthanol dans du PBS 1x, suivis par quatre lavages de 5 min dans

du PBS - 0,1% Tween 20 (PBST). Les embryons sont ensuite perméabilisés dans un

bain de Protéinase K (10 µg/mL). La durée d’incubation dépend de la nature de

l’échantillon :

— Stade 1-cellule : 30 secondes

— Stade 2-cellules : 30 secondes

— 24 heures après fécondation : 10 minutes

— 48 heures après fécondation : 30 minutes

— Nageoire caudale de la larve : 10 min

— Nageoire caudale adulte : 40 minutes

La réaction est arrêtée par incubation 20 min dans du paraformaldéhyde 4%

dans du PBS. Quatre nouveaux lavages de 5 min dans le PBST sont réalisés avant
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d’incuber les embryons 5h à 70̊ C dans 700 µL de tampon d’hybridation [50% for-

mamide déionisé, 5x SSC (solution saline de citrate de sodium ; 150 mM NaCl ; 15

mM Na3Citrate.2H2O), 0,1% Tween 20, ajusté à pH6,0 avec de l’acide citrique 1M]

auxquels sont ajoutés 50 µg/mL d’héparine (Sigma) et 500 µg/mL d’ARNt (R7876,

Sigma). Le tampon d’hybridation est remplacé par 200 µL de tampon d’hybridation

contenant 200 ng de la sonde d’ARN marquée. L’hybridation se déroule sur la nuit à

70̊ C. Une série de lavages de 10 min à 70̊ C est réalisée dans les solutions suivantes :

75% (vol/vol) tampon d’hybridation (TH) dans 2x SSC, 50% TH dans 2x SSC, 25%

TH dans 2x SSC puis 100% TH dans 2x SSC. Les échantillons sont ensuite placés,

2 fois 30 min à 70̊ C dans une solution de 0,2x SSC puis 4 autres lavages sont effec-

tués, 10 min par lavage, à température ambiante : 75% (vol/vol) 0.2x SSC dans le

PBST, 50% 0,2x SSC dans le PBST, 25% 0,2x SSC dans le PBST et 100% PBST.

Les embryons sont ensuite incubés dans du tampon de saturation (1x PBST, 2%

sérum de mouton, 2 mg/mL BSA) pour une durée de 4 h à température ambiante et

sous agitation (balance horizontale). Enfin les embryons sont placés dans une solu-

tion contenant l’anticorps anti-digoxigénine (DIG) couplé à la phosphatase alcaline

(Roche – 150 U, dilution 1/10000), une nuit à 4̊ C sous agitation horizontale. La

solution d’anticorps est enlevée. Un bref lavage dans du PBST est réalisé. Six bains

de 15 min sont réalisés dans du PBST à température ambiante sous agitation. Le

maximum de PBST est enlevé à l’aide d’un papier absorbant. Trois rinçages de 5

min dans du tampon Tris-Alcalin (100 mM Tris-HCl pH9,5, 50 mM MgCl2, 100

mM NaCl, 0,1% Tween 20) à température ambiante sous agitation sont effectués.

Le tampon Tris-Alcalin est remplacé par 700 µL pour les embryons, ou 2,1 mL pour

les nageoires caudales, de solution de coloration (22,5 mg/L NBT, 17,5mg/L BCIP

dans du tampon Tris-Alcalin) révélant les zones marquées par l’anticorps anti-DIG.

L’évolution de la coloration est suivie sous une loupe binoculaire et peut apparaître

après 15 min à 21 h. La réaction est stoppée une fois que l’intensité de coloration

désirée est atteinte. Trois bains de 15 min sont effectués dans la solution Stop (1x

PBS pH5,5 ; 1 mM EDTA ; 0,1% Tween 20), à température ambiante, avec agitation

à l’abri de la lumière. Les embryons sont enfin transférés dans une boîte de pétri
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contenant du glycérol 70% toute la nuit.

3.6 Extraction des ARN

Extraction des ARN totaux : méthode phénol/chloroforme/isopropanol.

L’extraction des ARN totaux est effectuée sur 50 embryons au stade précoce et 20

embryons à partir du stade 1 jpf. Les embryons sont placés dans un tube Eppendorf

de 1,5 mL, 1 mL de TRIzol (Life Technologies) est ajouté directement après anes-

thésie des embryons sur glace puis les tubes sont placés à -80̊ C une nuit complète

au minimum. Les tubes sont ensuite décongelés sur glace, et dans un environnement

traité au RNase Away (Molecular BioProducts), les embryons sont broyés avec un

piston de Dounce. Pour isoler les ARN, 200 µL de chloroforme est ajouté avant d’ho-

mogénéiser vivement et de centrifuger 20 min à 14450 g et à 4̊ C. La phase aqueuse

supérieure est récupérée et les ARN sont précipités avec 500 µL d’isopropanol à

température ambiante pendant 20 minutes avant d’être centrifugés pendant 5 min

à 5890g à 4̊ C. Le culot est ensuite lavé avec 1 mL d’éthanol 75% à froid (-20̊ C) qui

est par la suite enlevé. Une fois séché à l’air libre, l’ARN total est dissout dans 30

µL d’eau exempts de RNase (MilliQ, Millipore) et est stocké à -20̊ C.

Traitement à la DNase des ARN totaux. Les ARN totaux sont traités à

la DNase selon le protocole : 5 µg ARN, 7 µl de tampon RDD (10 X, Quiagen),

2,72 unités Kunitz de DNaseI (2,72U/µL, Quiagen) dans un volume final de 25

µL. La réaction est portée à 37̊ C pendant 20 min, puis 0,5 µM d’EDTA pH 8 est

ajouté pendant 2h à température ambiante afin de protéger l’ARN lors de l’étape

d’inactivation de la DNase. Enfin, la DNase est inactivée en chauffant à 75̊ C pendant

10 min. Les ARN traités sont stockés à -20̊ C.

Rétro-transcription et PCR. Sur les ARN totaux traités à la DNase, la RT-

PCR est réalisée en deux étapes : la rétro-transcription et l’amplification d’un frag-

ment de l’ADNc d’intérêt. Pour la rétro-transcription : 1 µg d’ARN, 500 ng d’oligo

(dT)18 (0,5 µg/µL, Fermental), 4 mM de dNTP (Promega). L’échantillon est placé
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5 min à 65̊ C puis au moins une minute sur glace. L’échantillon est ensuite complé-

menté avec 4 µL de 5 X buffer, 0,1 M de DTT, 40 U de RNase OUT et 200 U de

la rétro-transcriptase Superscript III (Thermofisher). La rétro-transcription se fait

alors grâce au programme : 5 min à 25̊ C, 60 min à 50̊ C puis 15 min à 70̊ C. Enfin,

2U de RNaseH (2U/µL, Invitrogen) sont ajoutées. L’enzyme agit à 37̊ C durant 20

min puis l’échantillon est stocké à +4̊ C si utilisé immédiatement ou à -20̊ C. Pour

la deuxième étape, les PCR sont réalisées avec les amorces suivantes :

Amorces ADNc ezh2 : 5’ GAGGTGAAAGGACCCTCTACC 3’

Amorces ADNc ezh2 : 5’ CTCAGTTTCCATTCCTGATTTAAG 3’

Amorces ADNc β-actine : 5’ CGTGACATCAAGGAGAAGCT 3’

Amorces ADNc β-actine : 5’ ATCCACATCTGCTGGAAGGT3’

Puis 2 µL d’ADNc sont introduits dans chaque tube ainsi que 1,25 mM de MgCl2,

5 Mm de dNTPs, 0,5 µM de chaque amorce, 2,5 µL de tampon 10X, 2,5 U de Taq

Polymérase (5U/µL, Euromedex) et de l’eau qsp 25 µL. Ensuite la réaction est me-

née de telle manière : 4 min à 95̊ C, 35 cycles : 45 s à 95̊ C, 45 s à 55̊ C, 1 min à

72̊ C ; puis 72̊ C durant 10 min. Les températures d’hybridation des amorces sont :

60̊ C pour ezh2, 55̊ C pour la β-actine.

3.7 Western Blot

Extraction des histones. Pour pouvoir extraire efficacement les histones, les

larves sont congelées dans de l’azote liquide et stockées à -80̊ C. Dans le cas de

l’extraction d’histones des embryons provenant du croisement ezh2+/- x ezh2+/-, les

larves sont génotypées, la queue est coupée, l’ADN est extrait dans 10µL de NaOH

et les larves sont ensuite regroupées par génotype lors de l’étape d’homogénéisation

des tissus. Pour les embryons issus des croisement pcgf1-/- x pcgf1-/- et sauvages,

5 embryons entiers sont utilisés pour réaliser l’extraction. Après congélation dans

l’azote liquide, les embryons sont homogénéisés dans un volume de tampon d’ex-

traction au Triton (TBE) de 15 µL pour 5 et 10 larves. Les tubes sont gardés sur
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glace pendant 10 min puis centrifugés à 330 g à 4̊ C pendant 10 min. Le culot est

resuspendu avec la moitié de volume de TEB utilisé dans l’étape d’homogénéisation

des tissus, puis les échantillons sont à nouveau centrifugés à 330 g à 4̊ C pendant 10

min. Les culots sont resuspendus dans le même volume de 0,2 N HCl. Les tubes sont

ensuite placés horizontalement et laissés la nuit à 4̊ C sur un agitateur horizontal. Le

lendemain, les tubes sont centrifugés comme précédemment à 330 g à 4̊ C pendant

10 min afin de récupérer le surnageant contenant les histones ; le culot contenant

les autres protéines, non solubles dans l’acide, n’est pas conservé. La concentration

en protéines de chaque échantillon est ensuite évaluée par la méthode spectropho-

tométrique de Bradford. Les concentrations des échantillons sont calculées grâce à

un dosage de solutions d’une gamme étalon de BSA. Les échantillons sont en paral-

lèle, dilués au 1/5 dans de l’eau désionisée. Dans chaque tube échantillon et étalon,

1 mL de la solution de réaction de Bradford (Protein Assay, Biorad) est ajouté.

Après avoir vortexé les tubes et les avoir incubés entre 5 et 60 min, l’absorbance des

échantillons et des étalons est mesurée à λ= 595nm (Eppendorf, Biophotometer).

Les points obtenus par la mesure des étalons nous permettent ensuite de tracer une

droite. Enfin, les quantités protéiques contenues dans les échantillons sont calculées

grâce à la pente de la droite. Pour chaque échantillon, un tube contenant 15 µg de

protéines sera préparé.

Western-blot. Les échantillons sont ensuite préparés pour la migration sur gel

de polyacrylamide. Chaque échantillon est complété par 1 X de tampon bleu (4 X,

Invitrogen) et 1 X de tampon fast red (10 X ; 14,7 M β-mercaptoethanol ; 3,78 g

DL-Dithiothreitol) qsp 15 µL avec 0,2N HCL, puis est porté à 70̊ C durant 10 min.

Le gel de polyacrilamide pré-coulé (4-14% Bis-Tris acrylamide, Invitrogen NuPage)

est monté dans un système contenant du tampon 1 X MES SDS Buffer (Invitro-

gen). Les échantillons sont ensuite déposés sur le gel pré-coulé et la migration est

réalisée à 150 V. Après migration, le gel est extrait de la cassette en plastique et est

placé sur la membrane en nitrocellulose dans l’appareil de transfert sec (iBlot Dry

Blotting System, Invitrogen). La membrane est ensuite lavée deux fois avec de l’eau
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distillée et est colorée au rouge Ponceau (Sigma), puis décolorée au PBS-0.1%Tween.

La membrane est ensuite bloquée dans une solution de lait écrémé à 5% dans du

PBS-0.1%Tween à température ambiante. La solution est remplacée et la mem-

brane est incubée avec l’anticorps primaire (H3K27me3-mouse, dilution 1/1000, réf.

ab6002, Abcam ou H2AK119ub1, 1/500, ABE569, Millipore ou H3-rabbit, 1/5000,

ab1791, Abcam) une heure à température ambiante. Après avoir retiré la solution,

la membrane est lavée trois fois pendant 10 min avec du PBS-0.1%Tween sur agi-

tateur horizontal. La membrane est ensuite incubée 1 h à température ambiante

avec l’anticorps secondaire (HRP-anti-souris, 1/5000, 115-035-003, FRP Jackson ou

HRP-anti-lapin, 1/5000, 711-035-152, FRP Jackson). La membrane est ensuite lavée

trois fois au PBS-0.1%Tween pendant 10 min. La révélation par chimiluminescence

se fait ensuite avec le kit Femto (Thermo) selon les instructions du fournisseur. La

lecture de la membrane est réalisée par la machine LAS-4000 et commandée par le

logiciel Image Reader LAS-4000 (Fujifilm).

3.8 Coloration par l’Oil-red-O

Les larves sont fixées une nuit à 4̊ C dans une solution 4% PFA-PBS. Les larves

sont rincées deux fois pendant 1 min avec du PBS, puis sont transférées dans un

tamis 40 µM (Falcon) et décolorées pendant 2h30 avec une solution de 1% KOH et

3% de H2O2 dans de l’eau. Les larves sont ensuite lavées cinq fois pendant 3 min dans

du PBS et sont colorées durant 15 min dans de l’Oil-Red-O (Hamiya Biochemical

Company) dilué à 60% dans de l’eau. Après coloration elles sont lavées une fois au

PBS pendant 15 min puis une deuxième fois dans le PBS pendant 5 min. Elles sont

ensuite transférées dans du glycérol 70% pour être imagées.

3.9 Bleu alcian-Rouge alizarine

Les larves sont fixées dans 4%PFA toute la nuit à 4̊ C. Ensuite les larves sont

déshydratées 10 min dans 50% d’éthanol puis colorées toute la nuit avec la solution de
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bleu alcian (0.02% bleu alcian (A5268 Sigma), 60mM MgCl2, 70% éthanol). Le jour

suivant les larves sont colorées au rouge alizarine (0.1% rouge alizarine (A5533-25G

Sigma) diluée dans l’eau). Ensuite les larves sont dépigmentées (3% H2O2, 1% KOH

dans de l’eau) puis digérés à la trypsine afin de visualiser les os et cartilages. Entre

2 jpf et 7 jpf les larves sont digérées entre 2h et 4h avec 0.05% de trypsine (Gibco),

pour les larves âgées de 21 jpf, la digestion se fait avec 1% de trypsine pendant 3h.

Finalement la coloration est fixée par des bains croissants d’éthanol (30% [vol/vol],

70%, 95%) dans de l’eau, puis placée en 70% glycérol pour l’imagerie.

3.10 Acridine orange

Les larves vivantes sont placées dans du milieu E2 (875 mg/L NaCl ; 37,5 mg/L

KCl ; 120 mg/L MgSO4 ; 20,5 mg/L KH2PO4 ; 6 mg/L Na2HPO4 ; 145 mg/L CaCl2 ;

60 mg/L NaHCO3) contenant 2µg/mL d’acridine orange pendant 30 min à tempé-

rature ambiante. Les larves sont rincées 5 fois 5 min avec du milieu E2 chaud puis

anesthésiées dans 0.01mg/mL de MS222 (Sigma) afin d’être imagées.

3.11 Coloration, SA-β Galactosidase

Les larves sont fixées toute la nuit dans 4% PFA à 4̊ C. Les embryons sont placés

dans le PBS pH 7.4 et sont conservés à 4̊ C jusqu’à utilisation . Ensuite les larves

sont rincées 2 fois 1h à 4̊ C dans le PBS pH 7.4 puis 1h à 4̊ C dans le PBS pH

6.0. La coloration est réalisée toute la nuit à 37̊ C, sans CO2, dans l’obscurité avec

5 mM de potassium ferrocyanide, 5mM de potassium ferricyanide, 2mM de MgCl2

et 1mg/mL X-gal dans 1X PBS pH6.0. Le lendemain, les larves sont transférées en

70% glycérol, imagées et génotypées. L’analyse des résultats se fait en comptant le

nombre de pixels bleus à l’aide du logiciel Photoshop. La coloration est quantifiée

par le rapport nombre de pixels bleus/ nombre de pixels totaux.
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3.12 Immunomarquage sur embryons entiers

H3S10P, marquage des cellules prolifératives. Les embryons sont fixés toute

la nuit à 4̊ C dans 4% PFA. Les embryons sont ensuite déshydratés dans du mé-

thanol (100%) 15 min à température ambiante avant d’être conservés à -20̊ C. Les

embryons sont progressivement réhydratés par des lavages de 5 min dans des solu-

tions à concentration décroissante (75% [vol/vol], 50%, 25%) de méthanol dans du

PBS 1X, suivis par deux lavages de 5 min dans du PBST. Les embryons sont ensuite

perméabilisés dans un bain de Protéinase K (10 µg/mL), d’une durée de 10 min. La

réaction est arrêtée par une incubation 20 min dans du paraformaldéhyde 4% dans

du PBS. Les sites aspécifiques sont bloqués par un bain de 30 min dans la solution

de blocage (0.2% blocking reagent (ICN Biomedicals), 10% SVF, 1% DMSO dans du

PBST). L’anticorps est incubé dans la solution de blocage (0.2% blocking reagent

(ICN Biomedicals), 10% SVF, 1% DMSO dans du PBST) toute la nuit à 4̊ C sous

agitation (H3S10P-rabbit, 1,33µg/mL, sc-8656-R, Santa Cruz). Le jour suivant l’ex-

cès d’anticorps est rincé 5 fois 10 min avec le PBST. L’anticorps secondaire couplé

au fluorophore est incubé 2h à température ambiante (Anti-rabbit,1/5000, 94635,

FRP Jackson ImmunoResearch). L’excès d’anticorps est lavé par 5 lavages de 10 min

au PBST. Les embryons sont imagés et le nombre de cellules positives est compté

afin de quantifier la prolifération.

Myosine, coloration des muscles. Les embryons sont fixés toute la nuit à 4̊ C

dans 4% PFA. Les embryons sont ensuite déshydratés dans du méthanol (100%) 15

min à température ambiante avant d’être conservés à -20̊ C. Les embryons sont pro-

gressivement réhydratés par des lavages de 5 min dans des solutions à concentration

décroissante (75% [vol/vol], 50%, 25%) de méthanol dans du PBS 1X, suivis par un

lavage de 5 min dans du PBST. Les embryons sont dépigmentés (3%H2O2, 1%KOH

dans de l’eau) puis perméabilisés par la protéinase K (10 µg/mL). Les embryons

sont placés 1h à température ambiante dans la solution de blocage (2% de serum

de mouton dans le PBST) puis incubés toute la nuit à 4̊ C avec l’anticorps primaire

(Myosine-mouse, 1/5, MF20, developmental studies hybridoma bank). L’excédent
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d’anticorps est lavé par 3 bains de 10 min avec du PBST. L’anticorps secondaire

couplé à la péroxydase est incubé 1h30 à température ambiante (anti-mouse, 1/4000,

115-035-003, peroxydase conjugated, Jackson Immuno Research), puis lavé par du

PBST. Le marquage est révélé par l’utilisation de tablettes de diaminobenzidine

(D4168-50 SET, Sigma), la coloration est fixée par un bain de 20 min dans 4% PFA.

Les embryons sont placés en solution 70% glycérol afin d’être imagés et génotypés.

Ezh2, expression de la protéine chez les mutants. Les embryons sont fixés

toute la nuit à 4̊ C dans 4% PFA. Les embryons sont ensuite déshydratés dans

du méthanol (100%) 15 min à température ambiante avant d’être conservés à -

20̊ C. Les embryons sont progressivement réhydratés par des lavages de 5 min dans

des solutions à concentration décroissante (75% [vol/vol], 50%, 25%) de méthanol

dans du PBS 1X, suivis par un lavage de 5 min dans du PBST. Les embryons

sont dépigmentés (3%H2O2, 1%KOH dans de l’eau) puis perméabilisés par un bain

de 15 min dans 0,5%triton-X100 dans du PBST. Les embryons sont placés 1h à

température ambiante dans la solution de blocage (10% de serum de veau dans

le PBST) puis incubés toute la nuit à 4̊ avec l’anticorps primaire (Ezh2-rabbit,

1/100, ab3748, abcam). L’excédent d’anticorps est lavé par 3 bains de 10 min avec

du PBST. L’anticorps secondaire fluorescent est incubé 1h à température ambiante

(anti-rabbit, 1/5000, A11035, Invitrogen), puis lavé par du PBST. Les embryons

sont placés en solution 70% glycérol afin d’être imagés et génotypés.

H3K27me3, marque de l’activité du PRC2. Les embryons sont fixés toute

la nuit à 4̊ C dans 4% PFA. Les embryons sont ensuite déshydratés dans du mé-

thanol (100%) 15 min à température ambiante avant d’être conservés à -20̊ C. Les

embryons sont progressivement réhydratés par des lavages de 5 min dans des solu-

tions à concentration décroissante (75% [vol/vol], 50%, 25%) de méthanol dans du

PBS 1X, suivis par un lavage de 5 min dans du PBST. Les embryons sont dépig-

mentés (3%H2O2, 1%KOH dans de l’eau) puis perméabilisés par la protéinase K (10

µg/mL) diluée dans le PBST pendant 30 min pour les larves de 4 jpf. Les embryons

sont placés 1h à température ambiante dans la solution de blocage (2% de serum de
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mouton, 2mg/mL BSA dans le PBST) puis incubés toute la nuit à 4̊ C avec l’anti-

corps primaire (H3K27me3-rabbit, 1/750, 07-449, Millipore). L’excédent d’anticorps

est lavé par 3 bains de 10 min avec du PBST. L’anticorps secondaire fluorescent est

incubé 1h à température ambiante (anti-rabbit, 1/5000, A11035, Invitrogen), puis

lavé par du PBST. Les embryons sont placés en solution 70% glycérol afin d’être

imagés.

3.13 Inclusion des larves en paraffine

Les larves issues du croisement ezh2+/- x ezh2+/- sont génotypées. La queue est

coupée et génotypée dans 10µL de tampon d’extraction NaOH. Puis les larves sont

fixées toute la nuit à 4̊ C dans 4%PFA. Les larves sont gardées en PFA pendant le

génotypage et conservées à 4̊ C pendant 2 jours maximum. Les larves génotypées

sont déshydratées par des bains de 10 min dans 30% éthanol, 50% éthanol, 70%

éthanol et 15 min dans 100% éthanol. Puis les larves sont mises progressivement en

milieu hydrophobe par un bain de 10 min dans 50% claral (CML)-50% éthanol puis

15 min en 100% claral. Les larves sont incubées 2 fois 15 min à 58̊ C dans 100%

paraffine (Leica). Les larves sont inclues dans les moules en inox et stockées à 4̊ C

jusqu’à la coupe au microtome. Les larves sont sectionnées en coupes de 5µM.

3.14 Coloration sur lames

Hématoxyline-Eosine. Les lames sont déparaffinées 5 min dans le claral et dans

un bain de 5 min 50% claral-50% ethanol, puis réhydratées par un bain de 5 min dans

100% éthanol, 1 min dans 70% éthanol et finalement un bain dans l’eau du robinet.

Puis les noyaux sont colorés 1 min à l’hématoxyline. Cette solution est rincée avec

l’eau du robinet 4 fois 5 min, la coloration est fixée par un bain de 1 min dans 100%

éthanol. Les lames sont rincées à l’eau du robinet rapidement puis colorées 1 min

avec l’éosine. La coloration est rincée par l’eau du robinet 2 fois 5 min. Les lames

sont déshydratées par un bain de 1 min 70% éthanol, 95% éthanol, 50% claral-50%
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éthanol et 100% éthanol. Finalement les lames sont séchées 15 min à température

ambiante puis les lamelles sont montées avec le milieu Duolink (DUO80102, Sigma).

Immunomarquage. Les coupes sont déparaffinées pendant 1h à 60̊ C puis avec

2 bains de 5 min dans le claral. Puis les lames sont réhydratées progressivement

par des bains successifs de 5 min dans 50%claral-50%éthanol, 2 fois 100% éthanol,

2 fois 70% éthanol puis 30% éthanol et finalement 3 fois dans l’eau. Les antigènes

sont activés grâce à un tampon citrate (8mM de citrate de sodium et 1mM d’acide

citrique dans de l’eau) pendant 20 min à 95̊ C. La fluorescence aspécifique du PFA

est supprimée en lavant les lames 3 fois 5 min dans 100mM glycine. Puis les sites

aspécifiques sont bloqués en incubant les lames 30 min à température ambiante

dans 5%BSA dans le TBST (TBS (Tris Buffered Saline)-0.1%Tween 20). L’anticorps

primaire est incubé toute la nuit à 4̊ C, 150µL sont déposés par lame, l’anticorps

anti-phalloidin (Alexa 594, A12381, ThermoFisher) est dilué au 1/100 ; l’anticorps

anti-actine (A2066, Sigma) est dilué au 1/50. Le lendemain l’excès est lavé par 4

bains de 5 min dans le TBST puis les lames sont contre-colorées par le Hoechst

33285 à 1mM pendant 30 min. Le colorant est lavé par 2 bains de 5 min de PBS.

Finalement les lamelles sont montées avec le milieu Dako (Fluorescent mounting

medium S3023) et du vernis à ongles. Les lames sont stockées à l’abri de la lumière

et à 4̊ C.

Hybridation in situ.

Jour 1. Le premier jour, les lames sont déparaffinées deux fois 5 min dans le

claral puis réhydratées par 2 bains de 1 min dans 100% éthanol et par 1 bain de

1 min dans 70% éthanol. Ensuite les lames sont lavées 5 min avec 2X SSPE (20X

SSPE : 175.3g NaCl, 27.6g NaH2PO4, 7.4g EDTA, pH 7.4, qsp 1L eau distillée) puis

refixées 20 min dans 4% PFA et rincées à nouveau 5 min avec 2X SSPE. Les tissus

sont perméabilisés avec la protéinase K (3µg/mL dans le PBS) à 37̊ pendant 30 min.

Les lames sont ensuite incubées 15 min dans 0,2N HCl et rincées avec 2X SSPE. La

sonde marquée à la digoxygénine est incubée toute la nuit à 70̊ C à une concentration
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de 300ng dans 300µL de tampon d’hybridation (1X solution salée (1X : 0.2M NaCl,

10mM Tris HCl pH9.5, 5 mM NaH2PO4 , 5 mM Na2HPO4, 1 mM Tris Base, 5mM

EDTA qsp 1L), 50% formamide déionisé (Sigma), 10% dextran sulphate (Sigma),

1mg/mL ARNt (stock 50mg/mL)(Sigma), 1X Denhardt (100X Denhardt : 2g BSA

(Sigma), 2g ficoll (Sigma) , 2g polyvinylpyrolidone (Sigma), qsp 100 mL)). La lame

est recouverte d’une lamelle et mise en chambre humide afin d’éviter l’évaporation.

Jour 2. Le deuxième jour, les lamelles sont retirées par un bain de 15min dans

la solution A (50% formamide, 1X SSC, 0.1% tween) à 65̊ C, puis l’excès de sonde

est lavé par 2 bains de 30 min dans la solution A à 65̊ C et 2 bains de 30 min

dans le TBST à température ambiante. Les sites aspécifiques sont bloqués 3h30 à

température ambiante par la solution de blocage (10% serum de veau dans le TBST)

en chambre humide. L’anticorps est dilué au 1/10000 et incubé toute la nuit à 4̊ C

puis recouvert d’une lamelle.

Jour 3. Le troisième jour, la lamelle est retirée grâce à un bain de 20 min dans

le TBST puis l’anticorps est lavé par 3 bains de 20 min. Le pH des tissus est ajusté

par 2 lavages de 10 min dans le tampon Tris-alcalin (100mM Tris HCL pH9.5, 50

mM MgCl2, 100 mM NaCl, 0.1% tween). La coloration par les substrats NBT et

BCIP (22,5 mg/L NBT, 17,5mg/L BCIP dans du tampon Tris-Alcalin) est réalisée

à l’abri de la lumière et est réalisée en 24h à 5 jours.

Jour 4. Le dernier jour, lorsque la coloration est terminée, elle est arrêtée par

4 bains de 10 min dans le PBST et fixée dans 4% PFA 2h à température ambiante.

Les lames sont rincées à l’eau rapidement et elles sont séchées 15 min à température

ambiante. Le tissu est déshydraté par un bain de 1 min dans 70% éthanol, 1 bain

de 10 min dans 100% éthanol suivi d’un bain de 1 min et finalement un bain de 3

min dans le claral. Les lames sont séchées une nouvelle fois 15 min à température

ambiante. La lamelle est montée avec le milieu de montage Duolink (Sigma).
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Test de mort cellulaire, kit Roche 11 684 817 910. Les lames sont déparaf-

finées en chauffant 1h à 60̊ C dans le four d’hybridation puis, les coupes sont placés

2 fois 5 min dans le Claral, 5 min dans 50% éthanol-50% claral, 2 fois 5 min 100%

éthanol, 2 fois 5 min 70% éthanol, 5 min dans 30% éthanol et finalement 3 fois 5

min dans l’eau. Les tissus sont perméabilisés grâce à la protéinase K (3µg/mL diluée

dans le PBS) et recouverte d’une lamelle pendant 30 min à 37̊ C, en chambre hu-

mide. Pour le contrôle positif, une lame est incubée 10 min à température ambiante

avec 3U/mL DNAseI, 50mM Tris HCl pH7.5, 10mM MgCl2, 1mg/mL BSA. Pour le

contrôle négatif, l’expérience est réalisée en absence de l’enzyme (sans la solution 1

du kit).

Pour la réaction enzymatique les solutions 1 et 2 sont mélangées. Afin de recouvrir

la totalité des coupes présentent sur la lame, un volume de 300µL est nécessaire.

Dans un souci d’économie du kit, ce mélange est dilué 5 fois dans du PBST. Une

lamelle est déposée afin d’éviter l’évaporation et de permettre une bonne répartition

du liquide. La réaction a lieu à 37̊ C pendant 1h en chambre humide.

Les lames sont lavées 3 fois 5 min dans le PBS afin de faire tomber les lamelles et

de laver l’excédant de la solution enzymatique. Ensuite les lames sont couvertes de

la solution 3 (POD converter) diluée 3 fois afin de pouvoir recouvrir les échantillons

avec 150µL. Les lames sont recouvertes d’une lamelle et la réaction a lieu pendant

30 min à 37̊ C en chambre humide.

Les lames sont lavées à nouveau 3 fois 5 min dans le PBS. Le marquage est révélé

grâce au DAB (Coloration de la peroxidase : diaminobenzidine tablets D4168-50

SET), les lames sont recouvertes d’une lamelle afin de pouvoir suivre la coloration

sous la loupe sans perde de solution. La coloration est arrêtée après 45 min à tem-

pérature ambiante.

La solution est arrêtée avec 3 lavages de 5 min dans le PBS. Les échantillons sont

déshydratés afin de monter la lamelle par un bain de 1 min dans 70% d’éthanol, 10

min dans 100% éthanol puis 1 min dans 100% éthanol. Finalement les lames sont

placées en milieu hydrophobe par un bain de 3 min dans le claral. Les lames sont

séchées pendant 15 min à température ambiante sous la sorbonne puis la lamelle est
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montée à l’aide du milieu de montage Duolink mounting medium.

3.15 Drogues

Les embryons sont déchorionés et placés en plaques 6 puits dans le milieu E2

contenant la drogue ou le DMSO (en contrôle). Le GSK126 est utilisé à la concen-

tration de 1µM, l’UNC1999 à 5 µM. Le lendemain les embryons sont triés : les

embryons correctement développés sont séparés des embryons anormalement déve-

loppés. Les embryons sont pris en photo afin de représenter les phénotypes observés

puis le développement est suivi jusqu’à 4 jpf.

3.16 Imagerie

Les photographies des expériences suivantes : hybridation in situ, Oil-Red-O,

bleu alcian-rouge alizarin, acridine orange et coloration des muscles sont prises avec

une loupe binoculaire Leica MZ10 couplée à une caméra Leica DFC295, et accompa-

gnée du logiciel Leica Application Suite Version 3.6.0. Les résultats par fluorescence

et de tests des drogues sont visualisés à l’aide de la loupe binoculaire Leica MZ10

couplée à la caméra DFC3000G. Les lames sont imagées avec le microscope Nikon

Eclipse Ti.

3.17 Publication : Identifier le phénotype d’une

lignée homozygote mutante

Publication en annexe. Dans la littérature, un grand nombre de mutations gé-

niques est associé à un phénotype mortel (table 7). Ces mutations mortelles préco-

cement à l’état homozygotes ne permettent pas de générer des lignées homozygotes

mutantes adultes. La recherche du phénotype s’effectue donc sur un mélange d’em-

bryons : 1
4 sauvages, 1

2 hétérozygotes mutants et 1
4 homozygotes mutants obtenus

d’un croisement d’hétérozygotes adultes. Ainsi, il est important de pouvoir asso-
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cier le phénotype observé au génotype. C’est pourquoi, pour étudier les phénotypes

associés à nos mutants, nous avons mis en place différentes techniques qui nous

permettent d’obtenir le génotype après les analyses phénotypiques. Ces techniques

mises en place feront l’objet d’une publication dans methods X.

Références Gènes Stade de la mort Description du phénotype
Grunwald et al. 1988 ned-1 6 jpf mort cellulaire

au niveau du système
nerveux central

Kimmel et al. 1989 spt-1 <7 jpf Pas de formation
du mésoderme et

des somites
au niveau du tronc

de l’embryon
Westerfield et al. 1990 nic-1 7 jpf Absence de mobilité,

pas de contraction
du tronc

Abdelilah et al. 1996

hör

28hpf

guw
uhi
ssw
sad Dégénération
anh du cerveau
bub
faa
sat
spw

Hammerschmidt et al. 1996 dintm84

dintt250 Phénotype
mestm305 2-3 jpf ventral
mestz209

Karlstrom et al. 1996 esr Pas de vessie
til natatoire

Mullins et al. 1996 swr 24hpf Phénotype dorsal
ham Défaut de formation
pek de la machoire

Piotrowski et al. 1996 hen 6-7 jpf nageoires pectorales
jig plus petites
she
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Ransom et al. 1996 montb222b 5-7 jpf Sévère anémie

Trowe et al. 1996
nev 8 jpf Pas de vessie natatoire
woe 12 jpf Petits mouvements

spontanés
Whitfield et al. 1996 vgo 12 hpf Oedème généralisé
Becker et al. 1998 nrf 2 semaines Défaut de la rétine

Cretekos et al. 1999 aln

Anomalies
du développement précoce

de la crête neurale
défaut de la fonction

du cœur

Daly et al. 2000
yhd

7-8 jpf
Petits yeux, cerveau

shr et grand sac péricardiaque
Donovan et al. 2000,

weh 10-14 jpf Anémie
Fraenkel et al. 2005
Riley et al. 2000 mnl Coordination moteur

Solnica-Krezel et al. 2001
boz

Développpement
Forme du corps

embryonnaire
précoce

Pas de développement
Garrity et al. 2002 hst 6-7 jpf des nageoires pectorales et

dysfonction cardiaque

Xu et al. 2002 pikm171 3 jpf
Défaut de contraction

cardiaque

Young et al. 2002 nrs 3 jpf
Embryons de taille

réduite
Maaswinkel et al. 2003 nbc 9 jpf Développement anormal

Nissen et al. 2003 foo 6-7 jpf
Défaut de la placode

otique et de la machoire

Traver et al. 2003
mon

14 jpf
Absence totale de

gata1 cellules érythroïdes

Rodino-Klapac et al. 2004 toppedb458

30% meurent Perturbation
à 14 jpf de l’orientation des neurones

moteurs primaires

Taylor et al. 2004 noa 12 jpf
Défaut de métabolisme

de la
pyruvate déshydrogénase

Ebert et al. 2005 ncx1h 6̃ jpf Arythmie
serca2 cardiaque
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Kane et al. 2005 hab
Arrêt au stade

épibolie

Sonawane et al. 2005 pen 6 jpf
Excroissance de l’épiderme

ventral

Bendig et al. 2006 msq
A la fin du

Défaut cardiaque
stade larvaire

Semina et al. 2006 bala69 12 jpf
Axe de corps plus petit
sévères défauts des yeux

Woods et al. 2006
nsfst25

Jeune larve
Défaut de la vessie

natatoire et
nfsst53 de la mobilité

Arnaout et al. 2007 10 jpf
Dépolarisation de la

kcnh2s213 membrane des cellules du
kcnh2s290 ventricule cardiaque

chez les embryons
Petits yeux, prosencéphale
réduit, plus petit corps
défaut du développement

Baye et al. 2007 drya64 8-12 jpf des vésicules otiques,
du coeur, de la pigmentation
et de la réponse au toucher

Camaschella et al. 2007 shiraz 7-10 jpf Sévère anémie

Pfaff et al. 2007
csp 10-12 jpf

Augmentation de l’index
mitotique

Steffen et al. 2007 ruz 10-12 jpf
Diminution de l’organisation

musculaire

Trede et al. 2007 egy 7-8 jpf
Défaut de certains organes

hypoplasie du thymus

Kok et al. 2007
sbu2 2 jpf

24 hpf : pas de définition
des somites

anomalie de développement
de la queue, des muscles,

de la pigmentation
du système circulatoire et
de la différenciation neurale

pan 7 jpf Développement anormal

Davuluri et al. 2008 flo > 5 jpf
Anomalie de développement

du système digestif
et d’autres organes
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Iwanami et al. 2008
hkc (medaka) 8-10 jpf Taille anormale du thymus

wdr55 (hi2786B) 10-12 jpf Arcs pharyngé

Kishi et al. 2008

nrs/spinster 4 jpf
Substance opaque
dans le vitellus

terf2

Neurodégénération
de la rétine
forte activité

SAβgalactosidase
psm2, 5, 6, 8,

6 jpf
Courbure modérée

9, 10, 11 du tronc et importante
mort cellulaire

psm7 7 jpf
Protrusion de la machoire

vitellus opaque

Abbas et al. 2009 ite 6 jpf

Perte du fluide
endolymphatique de l’oreille
inflammation de la vessie

natatoire

Dodd et al. 2009 clint1

Petite taille, oedème
cardiaque et anomalie

de développement du foie
et de l’intestin

Dovey et al. 2009 can4 4-5 jpf Arrêt du cycle cellulaire

Fukui et al. 2009 ko095 72 hpf
Vaisseaux désorganisés
et ramification anormale

Hammond et al. 2009

ptch1 12 jpf
Augmentation de

l’ossification et prolifération
des chrondrocytes

ptc2 3 mois

Retard de formation des
cartilages, ossification

prématurée et prolifération
anormale des chondrocytes

Hinits et al. 2009 myf5hu2022 Pas d’adultes

Reischauer et al. 2009 pen/lgl2 4-5 jpf

néoplasie de l’épiderme
transition épithélio-

mésenchymateuse des cellules
basales épithéliales

Yabe et al. 2009
aurB 24 hpf

Nécrose du cerveau
cei/aurB 5 jpf

Madsen 2010 catastrophe 3 jpf Carence de cuivre
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Robinson 2010
nij 6 jpf Absence de neurones
hbk 3 jpf entériques

Vicente-Crespo et al. 2010
upf1 Mort Défaut de croissance
upf2 embryonnaire cellulaire

Andreeva et al. 2011

ftt 8 jpf

Phénotype craniofacial
lyo 6 jpf
kn3 5 jpf
vdr 5 jpf

Hinits et al. 2011 myod 13 jpf Défaut craniofacial

Kim et al. 2011 tsc2vu242 12 jpf
Augmentation de la taille
des cellules du cerveau

et du foie

Rösel et al. 2011 u1c 5 jpf
Nécrose du système

nerveux central et anomalie
du développement

Vanoevelen et al. 2011 matt-und-schlapp 7-9 jpf
Défaut de formation des os,
des vertèbres de la colonne
et anomalies craniofaciales

An et al. 2012 tstb460 locus sf3b1 40 hpf
Mort cellulaire du système

nerveux et absence de
circulation sanguine

Taylor et al. 2012 rps29 5 jpf
Diminution du nombre
de cellules souches
hématopoïétiques

Ding et al. 2013

mat2aa 3 jpf Oedème péricardiaque

mrps18b 12 jpf
Retard de développement

anomalie contraction
cardiaque

Keightley et al. 2013 cph 96 hpf Oedème péricardiaque

Bonetti et al. 2014 ptpn11a-ptpn11b 5-6 jpf
Axe du corps réduit
défaut craniofacial

Butterfield et al. 2014 las1l 24 hpf
Perturbation du

développement des muscles
et neurones périphériques

Linder et al. 2014 prpf4 4 jpf
Anomalie de forme

du corps

Markmiller et al. 2014 clbn 7-10 jpf

Phénotype pléiotropique
plus petite tête, yeux,
la vessie natatoire
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ne se gonfle pas, retard
de consommation du vitellus

Pathania et al. 2014 lama1a69 12 jpf Défaut du cristallin

Chua et al. 2015 mdm2 96 hpf

Noircissement des tissus
de l’embryon, yeux

malformés, pas de circulation
et pas d’élongation du tronc

Guemez-Gamboa et al. 2015 mfsd2a 3 jpf
Perte d’intégrité
de la barrière

hémato-encéphalique

Jia et al. 2015 kri1l 6-10 jpf

Anomalie de la formation
de la tête, oedèmes

cardiaques
et petits yeux

Jensen et al. 2015
vgf1

> 72 hpf
Défaut de la vascularisation

nrp1 du cerveaux
Percival et al. 2015 esco2 4 jpf Absence de croissance

Quach et al. 2015

ws0069

7 dpf

Mort cellulaire au niveau
du cerveau

ws01962 Développement anormal des
vaisseaux

ws21322 Défaut du métabolisme
du gras du vitellus

Stumpf et al. 2015 ptena/ptenb 6 jpf

Hyper prolifération
des cellules endothéliales,
hyper ramification des
vaisseaux sanguins

Solin et al. 2015 rb1 7 jpf
Pas de vessie natatoire,

développement de tumeur
chez les embryons

Frohnhöfer et al. 2016

ide 7 jpf
Pas d’épibolie et

gastrulation
pour certains embryons,

défaut et malformation de la
tête, oedèmes cardiaques,

corps courbés, pas d’inflation
de la vessie natatoire

Ji et al. 2016 pitx2c 2 jpf
Sévères anomalies
de développement

Patel et al. 2016 α1 laminine C56S 12 jpf
Défaut de développement
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du cristallin, de la cornée,
de la rétine

Rudeck et al. 2016 smyd1b
Défaut des muscles

et du coeur

Seytanoglu et al. 2016 gle1 9 jpf

Anomalie sévère du
développement, des neurones

moteurs, arborisation
nerveuse anormale,

mort cellulaire dans l’oeil et
au niveau de la chorde

Ulrich et al. 2016 reck 10 jpf
Pas d’angiogénèse des artères

intracérébrale après
5 jpf

Table 7: Phénotype mortel jusqu’au stade juvénile de poisson zèbre.

3.18 Valorisation des résultats

L’ensemble des résultats obtenus ont fait l’objet de deux publications soumises

dans des journaux internationaux (annexes).

Article 1 : The Polycomb Group Protein Pcgf1 Is Dispensable in Zebrafish

but Involved in Early Growth and Aging

Article 2 : The histone lysine methyltransferase Ezh2 is required for main-

tenance of the intestine integrity and for caudal fin regeneration in ze-

brafish
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Troisième partie

Résultats
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Chapitre 1

Pcgf1

Le premier objectif de ma thèse a été d’analyser l’expression des transcrits pcgf et

de caractériser le phénotype de la lignée mutante pcgf1-/- dans le but de comprendre

la fonction de la protéine Pcgf1. Les protéines Pcgf étant nombreuses, deux raisons

sont possibles pour expliquer cette diversité : soit les protéines sont redondantes soit

elles ont une fonction particulière.

Une lignée de poissons zèbres mutants hétérozygotes pcgf1 a été mise en place. Cette

lignée a été obtenue en inactivant le gène pcgf1 à l’aide de la technologie des TA-

LEN. Les TALEN ont été développés afin de cibler le deuxième exon pour éviter les

sites de transcription alternatifs (figure 46A). Le TALEN cible une séquence d’ADN

génomique contenant un site de restriction ClaI qui me permettra de génotyper les

embryons, ce site est situé au niveau de l’espace où FokI va se dimériser et créer

la cassure d’ADN double brin. Si le site de restriction est détruit, le TALEN a agi,

la cassure d’ADN double brin a été réparée et a causé l’insertion de mutations. Le

produit PCR amplifié à partir d’ADN génomique des mutants n’est pas digéré par

ClaI (figure 46B). Nous avons séquencé la séquence mutante et ainsi identifié un

adulte portant une délétion de 11 nucléotides (figure 46C) qui cause un décalage de

la phase ouverte de lecture et la formation d’un codon stop. La protéine Pcgf1 pré-

dite est tronquée et non fonctionnelle, le domaine RING n’est pas conservé (figure

46D). Les adultes ont été croisés afin d’obtenir un lignée homozygote mutante.

Les homozygotes mutants pcgf1-/- ainsi que leur descendance sont viables et fer-
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Figure 46: Inactivation du gène pcgf1 chez le poisson zèbre. A. Structure schéma-
tique du gène pcgf1. Les exons sont représentés par les cadres noirs, ceux codants
pour le domaine conservé RING de Pcgf1 sont colorés en orange. Les TALEN
ciblent le deuxième exon du gène pcgf1. Le site de liaison du TALEN est indiqué
en rouge. Le site de restriction ClaI est représenté en vert. B. Exemple de géno-
typage par profil de restriction. La séquence cible du TALEN est amplifée par
PCR puis digérée par ClaI. La molécule d’ADN sauvage est digérée (281+226 bp)
par ClaI alors que la molécule mutante n’est pas digérée (507 bp). C. Résultats
de la mutation induite par le TALEN par comparaison à la séquence sauvage. Le
séquençage montre que le TALEN a induit une délétion de 11 nucléotides (tirets)
causant un décalage de la phase ouverte de lecture avec pour conséquence l’appa-
rition d’un codon stop. Schéma de la protéine Pcgf1, le triangle rouge représente
le domaine RING de pcgf1. La protéine sauvage a une taille de 261 acides aminés
(aa), la taille prédite de la protéine mutée est de 79 aa. D. Les mutants adultes
pcgf1-/- sont viables et fertiles. E. La marque H2AK119ub1 catalysée par le com-
plexe PRC1 n’est pas affectée lorsque Pcgf1 est absente. F. Expression de l’ARN
marternel pcgf1 chez les sauvages au stade 2 cellules. G. Etude de l’expression de
pcgf1 par hybridation in situ (en violet) chez les sauvages et embryons mutants
pcgf1-/- à 24 hpf.
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tiles (figure 46D). L’analyse par western blot montre que la marque épigénétique

H2AK119ub1 catalysée par le complexe PRC1 n’est pas affectée lorsque Pcgf1 est

mutée. Ce résultat a été obtenu en réalisant l’extraction d’histones à partir d’un

groupe de 5 larves à 7 jpf. Il est possible que le dépôt de la marque ne soit affectée

que dans un très petit nombre de cellules. L’analyse de la marque sur les larves en-

tières ne nous permettra donc pas de voir cette possible différence, il faudrait pouvoir

réaliser l’étude de cette marque de façon tissu spécifique par immunofluorescence ou

collecter les différents tissus après dissection. Le transcrit maternel pcgf1 est exprimé

au stade 2 cellules (figure 46F). Cette expression prédit un rôle important de Pcgf1

lors des premières étapes du développement. Cependant, son absence ne cause pas

de défaut de développement, les adultes pcgf1-/- sont viables et fertiles. Toutes les

expériences sont réalisées à partir d’un croisement d’adultes homozygotes mutants

et montrent que les embryons sont capables de se développer correctement en l’ab-

sence du transcrit maternel. J’ai observé par hybridation in situ l’absence d’ARNm

chez les homozygotes mutants (figure 46G). Les transcrits et les protéines maternels

et zygotiques ne sont pas nécessaire au développement des embryons mutants.

Il existe de nombreux complexes PRC1 et chacun semble avoir une expression spéci-

fique (Gil et al. 2014). Pour documenter cette hypothèse j’ai réalisé des hybridations

in situ sur des embryons entiers entre 0,75 et 24 hpf, sur coupes de la tête d’embryon

à 2 jpf et de la nageoire caudale d’adulte en régénération 4 jours post amputation

(4 jpa) inclus en paraffine (figure 47 et 48). On remarque que les transcrits des

différents homologues pcgf sont exprimés durant le développement. Tous les trans-

crits maternels excepté pcgf5b sont présents. L’expression du transcrit bmi1b est

constante au cours du développement alors que celle de bmi1a diminue jusque 4hpf,

elle est absente à 8 hpf (dégradation de l’ARN maternel) puis à 12 hpf l’expression

zygotique de bmi1a est détectée (figure 47).

On remarque au niveau du cerveau la spécificité d’expression des différents trans-

crits pcgf (figure 48). Le transcrit pcgf1 est exprimé au niveau des zones très proli-

fératives du thalamus (PTD, PTv du diencéphale) mais n’est pas exprimé au niveau

du rhombencéphale (figure 48A). Les transcrits bmi1a et bmi1b sont plus fortement
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Figure 47: Expression des transcrits pcgf au cours du développement chez le
poisson zèbre. Hybridation in situ chez les embryons sauvages aux stades 0,75,
2,25, 4, 8, 12, 16 et 24 hpf des différents homologues pcgf (pcgf1, bmi1a, bmi1b,
pcgf5a, pcgf5b et pcgf6 ).
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exprimés que pcgf1 au niveau des zones prolifératives du prosencéphale (PTd et PTv)

et de l’oeil ; ils sont également présents au niveau de la zone proliférative du mésen-

céphale appelé le tectum optique. Cependant leur expression est différente dans la

partie du rhombencéphale, bmi1b est exprimé au niveau de la zone de prolifération

de la plaque cérébelleuse (CeP, rhombencéphale) mais l’expression de bmi1a n’a

pas la même intensité. Les transcrits de pcgf5a, pcgf5b et pcgf6 ont une expression

restreinte ; pcgf5b est fortement exprimé au niveau du prosencéphale (zone de proli-

fération PTd et PTv) mais pas au niveau du mésencéphale et du rhombencéphale,

pcgf5b est retrouvé exprimé au niveau du mésencéphale (Zone de prolifération PTv),

finalement Pcgf6 est retrouvé au niveau du rhombencéphale (plaque cérébelleuse

CeP) (figure 48A). On a pu remarquer que les pcgf ne sont pas exprimés dans les

mêmes régions du cerveau, ces derniers semblent être impliqués dans de nombreuses

structures du cerveau et dans les différentes zones impliquées dans la prolifération

cellulaire (figure 48A).

J’ai réalisé la même expérience sur des nageoires caudales en cours de régénéra-

tion 4 jours post amputation. Les transcrits pcgf jouent un rôle dans la régénération

de la nageoire caudale, ils sont exprimés dans les différentes structures qui per-

mettent la régénération (l’épiderme, le scléroblaste, le scléroblaste en formation, le

blastème et le mésenchyme). pcgf1 n’est pas exprimé dans la partie en régénération

(figure 48B) contrairement aux autres transcrits pcgf. Le transcrit bmi1a est exprimé

au niveau de l’épiderme mais uniquement au niveau de la partie amputée, l’expres-

sion semble plus intense à l’apex de la nageoire caudale. bmi1b est aussi exprimé au

niveau du scléroblaste mais uniquement dans la partie médiane ; ce transcrit semble

avoir un rôle important dans le renouvellement de la partie osseuse de la nageoire.

L’ARNm de pcgf5a a une expression plus large et il est retrouvé dans l’épithélium et

le blastème à l’apex de la nageoire, comme pcgf6 qui semble exprimé dans toutes les

structures de l’apex. Finalement pcgf5b est exprimé dans toute la nageoire en cours

de régénération et dans la zone non amputée. Les transcrit pcgf semblent importants

dans le processus de la régénération de la nageoire caudale.

J’ai débuté l’analyse du phénotype des mutants pcgf1-/- par l’étude du dévelop-
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Figure 48: Expression des protéines Pcgf chez les embryons dans le cerveau
et la régénération de la nageoire caudale chez l’adulte. A. Analyse de
l’expression des transcrits pcgf (en violet) au niveau de la tête à 48 hpf chez
des embryons sauvages. Les protéines Pcgf ont des expressions particulières. Les
pcgf sont exprimés à 48 hpf dans les zones de prolifération pcgf1 au niveau du
diencéphale, bmi1a, bmi1b et pcgf5a au niveau du tectum optique. CeP : plaque
cérébelleuse ; dt : Thalamus dorsal e : oeil epi : pigment ; de l’œil ; l : cristallin ;
m : Zone de prolifération tectale ; m1 : région prétectale ; mo : medulla oblongata ;
mp : pigment des méninges ; p : pallium ; pr : pretectum ; PTd : partie dorsale du
tubercule ; PTv : partie ventrale du tubercule : subpallium, t : tegmentum ; TeO :
tectum optique ; Va : valvula B. Etude par hybridation in situ de l’expression des
transcrits pcgf lors de la régénération de la nageoire caudale chez l’adulte 4 jours
post amputation. Les pcgf ont des expressions restreintes lors de la régénération.
Le transcrit de pcgf1 n’est pas exprimé. Les transcrits pcgf5a ; pcgf5b et pcgf6 ont
une expression plus large que bmi1a et bmi1b qui sont exprimés respectivement
au niveau de l’épiderme et du lépidrotriche en croissance.
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pement des cartilages car van der Velden et al. 2013, montrent que Ring1/Rnf2,

l’unité catalytique du PRC1, est essentielle au développement cranio-facial du pois-

son zèbre. Pour cela ; j’ai coloré au bleu alcian les cartilages et au rouge alizarine

les os. A 6 jpf les mutants ne présentent aucune anomalie du développement du

cartilage (figure 49A). Cependant les mutants pcgf1-/- présentent un retard de dé-

veloppement du cartilage à 2 jpf. En effet, les otholites ne sont pas visibles à 2 jpf

mais sont correctement formés à 6 jpf. Ainsi le développement des cartilages des

mutants pcgf1-/- est retardé en comparaison aux pcgf1+/+. De manière à savoir si

ce retard touche également l’ossification j’ai réalisé une coloration des os grâce au

rouge alizarine. La coloration à 8 jpf rapporte que l’ossification a débuté chez les

sauvages mais pas chez les mutants pcgf1-/- (figure 49A), ce retard d’ossification est

rattrapé à 21 jpf (figure 49B).

Dans le but de compléter l’analyse du phénotype cranio-facial, j’ai également

vérifié le développement des tissus de la tête en réalisant des coupes de la tête d’em-

bryons à 2 jpf inclus en paraffine. Cette expérience montre l’absence d’anomalie de

formation des structures antérieures de l’embryon (figure 50A). Puis, finalement, par

immunomarquage j’ai mis en évidence que le retard de développement cranio-facial

est également visible lors de la mise en place des muscles. Le marquage des muscles

à 3 jpf montre que les embryons mutants pcgf1-/- ont un retard de développement

musculaire, celui-ci n’est plus visible à 6 jpf ; tous les muscles cranio-faciaux sont

correctement développés (figure 50B).

Les résultats de coloration des cartilages, des os et l’immunomarquage des muscles

mettent en évidence un retard de développement des embryons mutants pcgf1-/-.

Chez le poisson zèbre le stade de développement est corrélé à la longueur de l’em-

bryon (Kimmel et al. 1995). C’est pourquoi je me suis, par la suite, intéressée à

la taille des embryons mutants. Par la mesure de la longueur des embryons j’ai pu

remarquer que les embryons pcgf1-/- étaient toujours plus petits, signe d’un retard

du développement précoce (figure 51C).

En conclusion, les embryons pcgf1-/- ont un développement plus lent que les sauvages,

ce retard est visible par la taille des embryons et le retard de mise en place des struc-
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Figure 49: Coloration des os et cartilage chez les embryons et les larves. A.
Coloration des cartilages au bleu alcian et des os au rouge alizarine. A 2 jpf les
otholites ne sont pas encore visibles contrairement aux otholites chez les sau-
vages. A 6 jpf les cartilages sont bien développés chez les mutants pcgf1-/-. Le
développement de l’ossification est retardé chez les mutants à 8 jpf. cb : cera-
tobranchials ; ch : ceratohyal ; ep : ethmoid plate ; m : Meckel’s cartilage ; n :
notochord ; ot : otoliths ; pch : parachordal plate ; pq : palatoquadrate. B, C.
Coloration des cartilages au bleu alcian et des os au rouge alizarine chez les mu-
tants pcgf1-/- à 21 jpf. Les pcgf1-/- ont une ossification normale. B. Coloration
de la nageoire caudale. C. Coloration des nageoires dorsale et anale. ep, epural ;
hspu : haemal spine of preural ; hy : hypural ; nspu : neural spine of preural ;
opstc : opistural cartilage ; phy : parhypural ; adr : anal distal radial ; apr : anal
proximal radial ; ddr : dorsal distal radials ; dpr : dorsal proximal radial.
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Figure 50: Absence de phénotype cranio-facial des embryons pcgf1-/-. A. Colo-
ration à l’hématoxyline-éosine des sections de la tête des embryons sauvages et
mutants à 2 jpf. Les embryons mutants ne montrent pas d’anomalie de déve-
loppement. B. Marquage des muscles cranio-faciaux des embryons de 3 jpf et
des larves 6 jpf. Les embryons mutants pcgf1-/- présentent un retard de déve-
loppement. Les muscles des larves mutantes sont correctement développés à 6
jpf.
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tures cranio-faciales. Afin de confirmer ce résultat à des stades plus précoces, j’ai

compté le nombre de cellules par embryon entre 0h et 2h après fécondation. Pour

cela j’ai compté le nombre de cellules par oeuf sous la loupe binoculaire. Ceci a

permis de confirmer que les embryons pcgf1-/- se développent moins rapidement car

le nombre de cellules par embryon est toujours moins important chez les pcgf1-/-

que chez les sauvages (figure 51A) ; donc le nombre de divisions cellulaires doit être

affecté. L’observation de la forme des embryons entre 4,5 hpf et 6 hpf confirme

ce retard de développement, les embryons pcgf1-/- à 4,5 hpf et 6 hpf n’ont pas la

même morphologie et ne sont pas autant développés sur le vitellus (figure 51B). Ce

retard de développement pourrait être la cause d’une anomalie dans le cycle cellu-

laire. Pour analyser la prolifération cellulaire chez les embryons de poisson zèbre j’ai

choisi d’utiliser un immunomarquage de la phosphorylation de la sérine 10 de l’his-

tone H3 (H3S10P). Cette marque est présente lors de la mitose (phase G2/M) et est

utilisée pour étudier la prolifération cellulaire (Shepard et al. 2005, Verduzco et al.

2011). Le marquage met en évidence qu’il y a moins de cellules positives H3S10P

chez les mutants que chez les sauvages (figure 51D). Cette différence est significative

(figure 51E). Ces résultats permettent de conclure que le retard de développement

observé chez les mutants pcgf1-/- jusqu’à 8 jpf est lié à une prolifération cellulaire

ralentie (figure 51D).

La croissance est le résultat de la balance entre prolifération et mort cellulaire.

Les mutants pcgf1-/- présentent une prolifération cellulaire ralentie, c’est pourquoi je

me suis par la suite intéressée à la mort cellulaire. Une plus forte mortalité cellulaire

ralentirait le processus de développement. Pour cela, j’ai réalisé un marquage des

cellules apoptotiques par l’acridine orange sur les embryons vivants. Ce marquage,

figure 52A, ne m’a pas permis d’observer de différence du nombre de cellules apop-

totiques entre les sauvages et les mutants pcgf1-/-. J’ai également marqué l’activité

de la βgalactosidase associée à la sénescence des embryons mutants par comparaison

aux sauvages (figue 52A). Il n’y a pas de différence de l’activité de laβgalactosidase

entre les sauvages et les mutants.

Les embryons mutants pcgf1-/- présentent un retard de développement jusqu’à 8 jpf.

154



Figure 51: Retard de développement précoce des embryons et larves pcgf1-/-.
A. Quantification du nombre de cellules par oeuf entre 0 hpf et 2 hpf. Les mutants
pcgf1-/- présentent moins de cellules que les sauvages. B. Photographie des oeufs
à 4,5 hpf et 6 hpf. Les oeufs du croisement pcgf1-/- x pcgf1-/- montrent un retard
de développement par comparaison aux sauvages. C. Mesure de la longueur des
larves entre 2 jpf et 6 jpf. Les embryons pcgf1-/- sont plus petits. D. Immuno-
marquage de la marque H3S10P, marque de prolifération des cellules de la queue
de l’embryon. Les mutants pcgf1-/- ont moins de cellules positives, la prolifération
cellulaire est ralentie. E. Quantification du nombre de cellules positives pour
H3S10P. Les embryons pcgf1-/- ont moins de cellules positives pour la marque
H3S10P.

155



Ce retard de développement est expliqué par une prolifération cellulaire ralentie

mais l’absence de Pcgf1 n’affecte pas la viabilité cellulaire. Ce retard de développe-

ment n’affecte pas la vie du mutant jusqu’à l’âge adulte. A l’âge adulte, les mutants

pcgf1-/- montrent des signes de vieillissement accéléré. Les adultes à 1 an ont une

courbure de la colonne vertébrale retrouvée normalement chez les individus plus

âgés. J’ai calculé la courbure de la colonne vertébrale selon la méthode de Gorman

et al. 2007 qui permet de la mesurer à partir de photos. J’ai ainsi pu démontrer,

que les mutants pcgf1-/- ont une courbure de la colonne vertébrale accentuée par

comparaison aux sauvages (figure 52B), ce phénotype est associé au vieillissement

(Gerhard et al. 2002). Dans le but de documenter le vieillissement accéléré, j’ai

réalisé un test SA-βgalactosidase chez les adultes afin de visualiser le processus de

sénescence (figure 52C). Ce résultat montre que l’adulte mutant pcgf1-/- possède une

activité SA-βgalactosidase supérieure à celle retrouvée chez le sauvage. La quantifi-

cation du nombre de pixels bleus à l’aide du logiciel Adobe Photoshop confirme ce

résultat visuel.

La protéine Pcgf1 est redondante et n’est pas essentielle au dévelop-

pement du poisson zèbre, les individus mutants sont viables et fertiles.

L’absence de la protéine Pcgf1 pourrait être compensée par un homo-

logue.

Néanmoins, Pcgf1 semble avoir un rôle non redondant lors des étapes précoces du

développement et lors du vieillissement. En effet, la division cellulaire est ralentie

lors du développement précoce, les embryons et larves sont plus petits jusqu’à 6

jpf, les muscles, les cartilages et les os se développent plus lentement. Ce retard de

développement est associé à un ralentissement de la division cellulaire (marquage

H3S10P) chez les embryons de 24 hpf. Ainsi, l’absence de la protéine Pcgf1 affecte

le cycle cellulaire et cause un ralentissement du développement précoce. Très tôt

dans le développement Pcgf1 est associé à un ralentissement cellulaire

alors que lorsque les poissons sont adultes, Pcgf1 est associé au vieillis-

sement prématuré. Les adultes agés de 1 an présentent des signes de

vieillissement prématuré comme la courbure de la colonne vertébrale. Il
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Figure 52: Vieillissement accéléré chez les individus pcgf1-/-. A.Marquage des cel-
lules apoptotiques chez des embryons de 24 hpf (à gauche). Le retard de dévelop-
pement n’est pas expliqué par une mortalité cellulaire plus importante. A droite,
marquage de l’activité de la SA-βgalactosidase, marqueur de la sénescence. Les
embryons mutants pcgf1-/- ne présentent pas de processus de sénescence accé-
léré. B. Etude de la courbure de la colonne vertébrale chez les mutants pcgf1-/-

grâce à la méthode de Gorman et al. 2007. C. La méthode de Gorman est la
suivante : ratio de courbure=a

b . D. Quantification de la courbure des poissons
sauvages et pcgf1-/- agés de 1 an. E. A gauche, marquage de l’activité de la SA
βgalactosidase des adultes sauvages et mutants. Les mutants présentent une co-
loration plus bleue ce qui montre que les mutants subissent une sénescence plus
rapide que les sauvages. A droite, quantification du nombre de pixels bleus à l’aide
du logiciel Adobe PhotoShop. Les mutants ont une activité SA-βgalactosidase
plus importante que les sauvages.
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serait possible que Pcgf1 joue un rôle dans le renouvellement des cellules

souches impliquées dans la prolifération nécessaire au développement et

à la régénération des tissus vieillissants. Les résultats sont discutés dans la

partie Discussion.
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Chapitre 2

Ezh2

Le second objectif de ma thèse a été d’étudier le rôle de la protéine Ezh2 lors du

développement du poisson zèbre. La protéine Ezh2 est impliquée dans le développe-

ment de nombreux cancers (Völkel et al. 2015). Le laboratoire cherche à comprendre

le rôle de cette protéine dans le développement tumoral en utilisant un modèle de

développement embryonnaire. O’Carroll et al. 2001, montrent que la mutation à

l’état homozygote d’Ezh2 cause la mort des embryons chez la souris, ils n’entrent

pas en gastrulation. Nous souhaitons utiliser le modèle du poisson zèbre car si la

mutation d’ezh2 induit le même phénotype, grâce à son développement ex-utero, le

poisson zèbre nous permettra de mieux comprendre le rôle d’Ezh2 aux étapes de

gastrulation. Pour cela, nous avons inactivé le gène ezh2 à l’aide des TALEN. Le

TALEN cible l’exon deux du gène afin d’éviter les sites de transcription alternatifs.

La région de clivage de FokI contient le site de restriction DdeI qui permettra de gé-

notyper les embryons. Les mutants seront criblés sur la perte de ce site de restriction

(figure 53A et B). Le mutant que nous avons identifié possède une insertion nette

de 22 nucléotides ; résultat de la délétion de 5 nucléotides et l’insertion de 27 nu-

cléotides (figure 53C). L’analyse du séquençage indique que cette mutation cause un

décalage de la phase ouverte de lecture et la formation d’un codon stop. La protéine

résultante est tronquée et ne contient aucun domaine fonctionnel (figure 53D).

Le mutant F0 ainsi obtenu nous a permis d’obtenir une lignée mutante ezh2+/-

viable et fertile. Néanmoins, les mutants à l’état homozygote meurent à 12 jpf.
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Figure 53: Inactivation du gène ezh2 chez le poisson zèbre à l’aide des TALEN.
A. Représentation schématique de la structure génomique du gène ezh2. Les
exons sont représentés par des carrés (noir : codant, non coloré : non codant).
Les régions conservées des domaines SANT et SET sont respectivement en rouge
et marron. Le site de liaison du TALEN a été choisi au niveau de l’exon deux
afin d’éviter des sites de transcription alternatifs. La séquence cible du TALEN
est représentée en rouge, le site de restrction de DdeI est indiqué en vert et
nous permet de génotyper les embryons. B. Exemple de génotypage par profil
de restriction. La séquence cible du TALEN est amplifée par PCR puis digérée
par DdeI. La molécule d’ADN sauvage est digérée par DdeI alors que la molécule
mutante n’est pas digérée car le site a été muté. C. Comparaison de la séquence
sauvage d’ezh2 et de celle du mutant ezh2, la cassure d’ADN double brin causée
par le TALEN a permis la délétion de 5 nucléotides (soulignés) et l’insertion de
27 nucléotides (en petit caractère). Cette mutation cause un décalage de la phase
ouverte de lecture et la formation d’un codon stop précoce. D. Représentation
schématique de la protéine Ezh2 sauvage (760 aa) contenant les domaines SANT
(en rouge) et SET (en marron) ; la protéine prédite chez le mutant (60 aa) ne
contient aucun domaine fonctionnel.
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L’absence de lignée ezh2-/- viable m’oblige à génotyper les embryons après chaque

expérience dans le but d’être sûre que le phénotype est lié au génotype et que celui-ci

n’est pas simplement une altération du développement ponctuel et aléatoire. L’ob-

servation du phénotype macroscopique de ces mutants ne montre aucune anomalie

(figure 54A). J’ai d’abord analysé la formation des cartilages cranio-faciaux chez

les larves à 6 jpf grâce à une coloration au bleu alcian. Les mutants ezh2-/- ont un

développement du cartilage normal, aucun phénotype n’est mis en évidence (figure

54B). De même, l’analyse du développement musculaire cranio-facial n’est pas al-

térée lorsque la protéine Ezh2 est absente (figure 54C). L’absence de la protéine

Ezh2 n’affecte pas le développement cranio-facial et le phénotype n’est pas visible

macroscopiquement. De plus, la mortalité des larves n’est pas due à une sénescence

prématurée (figure 54C).

Par la suite, j’ai étudié l’expression du trancript ezh2 au cours du développement.

Tout d’abord, nous avons pu remarqué que la mère hétérozygote dépose un transcrit

maternel ezh2 au stade 1-4 cellules (figure 55A). Le transcrit issu de l’allèle sauvage

est uniquement déposé (figure 55B). Comme on peut le voir avec la RT-PCR à

2 hpf, le produit amplifié est totalement digéré par DdeI (séquence sauvage). La

présence du transcrit maternel sauvage pourrait protéger le développement précoce

de l’embryon. ezh2 est fortement présent à 24 hpf chez les sauvages dans la partie

antérieure de la tête, au niveau des yeux, et du cerveau ; ezh2 est également exprimé

dans la queue. A 72 hpf, 96 hpf et 120 hpf, l’expression se trouve uniquement dans

la partie antérieure de la larve au niveau des bourgeons des nageoires pectorales

(accolade bleue), au niveau des zones de prolifération du cerveau (pointes de flèches

grises) et des yeux (flèche noire) (figure 55C). A partir de 96 hpf en vue latérale,

le transcrit ezh2 est exprimé au niveau de l’intestin (figure 55D). Chez le mutant

ezh2-/-, le transcrit est faiblement exprimé, cet ARN pourrait échapper au système

NMD (dégradation de l’ARN non-sens) et être détecté par hybridation in situ.

Les résultats de l’hybridation in situ montrent que le transcrit ezh2 a une expres-

sion de plus en plus faible et restreinte au cours du temps, l’analyse de l’expression

de l’ARNm par RT-PCR confirme ce résultat. L’expression de l’ARNm diminue au
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Figure 54: Absence de phénotype macroscopique chez les larves ezh2-/-. A. Les
mutants ezh2-/- n’ont pas de phénotype particulier visible en comparaison aux
sauvages. B. Coloration des cartilages au bleu alcian à 6 jpf. Les mutants ezh2-/-

ne présentent pas d’anomalie de développement des cartilages. cb : ceratobran-
chials ; ch : ceratohyal ; ep : ethmoid plate ; m : Meckel’s cartilage ; n : noto-
chord ; ot : otoliths ; pq : palatoquadrate. C. Immuno-marquage des muscles
cranio-faciaux des larves de 6 jpf. Le mutant ezh2-/- ne présente pas d’anoma-
lie de développement des muscles cranio-faciaux. adm : adductor mandibulae ;
ao : adductor operculi ; bm : branchial musculatur ; do : dilatator operculi ; hi :
hyoideus inferior ; hs : hyoideus superior ; ima : intermandibularis anterior ; imp :
intermandibularis posterior ; lo : levator operculi ; pf : pectoral fin ; sh : sterno-
hyoideus. D. Quantification de l’activité de la SA-βgalactosiade chez les larves
ezh2+/+ et ezh2-/- entre 8 et 10 jpf. E. Marquage de l’activité SA-βgalactosiade
chez les larves ezh2+/+ et ezh2-/- entre 8 et 10 jpf.
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Figure 55: Expression d’ezh2 chez les embryons et les larves au cours du dé-
veloppement. A. Expression du transcrit maternel ezh2 au stade 1-4 cellules
vue par hyridation in situ. B. Analyse de l’expression du transcrit ezh2 chez les
embryons à 2 hpf descendant des sauvages et d’un croisement de deux adultes
ezh2-/- par RT-PCR. La mère ezh2-/- ne dépose que le transcrit sauvage dans
les oeufs. Le transcrit mutant n’est pas exprimé à 2 hpf. La taille attendue du
fragment sauvage est de 328 bp, puis après digestion 171, 122, 31 et 4 bp. Afin
de contrôler la quantité d’ARNm rétro-transcrit, l’actine est amplifiée. C. Ex-
pression du transcrit ezh2 jusqu’à 120 hpf chez les sauvages et mutantsezh2-/- au
niveau des yeux (pointe de flèche noire), des zones de prolifération du cerveau
(pointes de flèches grises) et des bourgeons des nageoires pectorales (accolade
bleue). D. Expression du transcrit ezh2 chez les larves à 5 jpf. Le transcrit est
exprimé au niveau de l’intestin (flèche), au niveau du cerveau et des yeux. Echelle
500µM
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cours de développement (figure 56A). Le transcrit ezh2 chez les mutants est faible-

ment détecté par hybridation in situ et l’analyse par RT-PCR confirme que c’est

le transcrit mutant qui est observé (figure 56B). Si ce transcrit est faiblement dé-

tecté il devrait être majoritairement dégradé par le système de NMD ; les mutants

ezh2-/- n’exprimeront pas de protéine fonctionnelle. Pour confirmer cette hypothèse,

j’ai réalisé un immunomarquage de la protéine Ezh2 chez les embryons de 3 jpf.

L’anticorps utilisé cible la partie N-terminale de la protéine, de cette façon même

si une protéine tronquée est exprimée à partir du transcrit mutant, elle pourra être

détectée. Ce résultat, permet de détecter la protéine Ezh2 sauvage mais pas la pro-

téine mutante (figure 55C). La protéine Ezh2 est une histone méthyltransférase qui

catalyse la marque répressive H3K27me3. J’ai extrait les histones des larves génoty-

pés et les ai groupés par 10 pour réaliser un western blot et visualiser l’abondance

de la marque H3K27me3 chez les mutants ezh2-/- par comparaison aux sauvages à 9

jpf et 12 jpf. Cette expérience a permis de mettre en évidence que l’abondance de la

marque H3K27me3 est diminuée d’environ 70% lorsque Ezh2 est absente. Ainsi, les

larves mutantes ezh2-/- peuvent survivre jusqu’à 12 jpf en l’absence de la protéine

Ezh2 et avec une baisse significative de l’abondance de la marque H3K27me3 et

donc de la répression génique (figure 57A). La marque H3K27me3 est perdue en

partie chez les larves ezh2+/- (figure 57B). La baisse de la marque est visible par

immunofluorescence, celle-ci touche la totalité du corps de la larve dès 4 jpf. A 24

hpf il n’y pas de différence marquée (figure 55C).

Les mutants ezh2-/- se développent normalement jusqu’à 12 jpf. Dans l’objectif de

trouver le phénotype, j’ai réalisé une coloration des lipides à l’oil red O des larves de

9 jpf à 11 jpf. J’ai pu remarquer que le foie des mutants a une coloration plus rouge

que celui des sauvages (astérisque jaune) (figure 58A). La composition lipidique du

foie des mutants doit être différente. Un autre point intéressant est que la structure

de la paroi intestinale est altérée chez les mutants. En effet, à 9 jpf et 10 jpf, la paroi

intestinale des mutants est plus fine que celle des sauvages et à 11 jpf les plis de

l’intestin sont visibles chez les sauvages alors que chez les mutants la paroi intestinale

ne possède aucune structure (figure 58A). Pour confirmer ce résultat obtenu à partir
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Figure 56: Expression d’ezh2 au cours du développement. A. Abondance relative
du transcrit ezh2 par RT-PCR chez les embryons sauvages à 3 jpf, 5 jpf et
9 jpf. L’abondance diminue au cours du développement. La charge du produit
de RT est mise en évidence par l’amplification de la βactine. B. Digestion des
produits de RT-PCR par l’enzyme DdeI. L’extraction d’ARN a été réalisée chez
les embryons de 3 jpf. La digestion par DdeI montre que le transcrit mutant
zygotique est présent chez les embryons ezh2-/- issus d’un croisement d’adultes
ezh2+/-. Le transcrit sauvage amplifié a une taille de 328 bp, le produit mutant
une taille de 350 bp et après digestion par DdeI du produit mutant, les fragments
attendus sont 315, 31 et 4 bp.C. Immuno-marquage de la protéine Ezh2 chez les
embryons à 3 jpf. La protéine Ezh2 n’est pas détectée à 3 jpf chez les mutants
ezh2-/-. Echelle à 24 hpf : 500µm et à 4 jpf : 1 mm.
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Figure 57: Abondance de la marque H3K27me3 ches les ezh2-/- en comparaison
aux ezh2+/+. A. Quantification de l’abondance de la marque H3K27me3 chez
les sauvages et les mutants ezh2-/- issus d’un croisement d’adultes hétérozygotes.
L’extraction d’histone a été réalisée à partir d’un groupe de 10 larves génotypés.
La marque est moins abondante chez les mutants ezh2-/-. B. Quantification de
l’abondance de la marque H3K27me3 chez les larves à 9 jpf ezh2+/+, ezh2+/-

et ezh2-/-. Il existe une baisse de la marque H3K27me3 chez les hétérozygotes
en comparaison aux sauvages. C. Immunomarquage de H3K27me3 chez les em-
bryons à 24 hpf et chez les larves de 4 jpf. Il n’y a pas de baisse de la marque
H3K27me3 visible à 24 hpf. La baisse de la marque H3K27me3 est visible uni-
quement chez les larves de 4 jpf et touche tous les organes.
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de larves in toto, j’ai inclus les larves à 5 jpf et 9 jpf en paraffine pour réaliser des

sections de l’intestin. L’immunomarquage de l’actine sur ces sections souligne qu’à 5

jpf l’intestin des mutants est correctement développé ainsi que les plis (figure 58B).

Pourtant les plis ne sont plus présents au niveau du bulbe intestinal et sont moins

marqués dans la partie de l’intestin antérieur à 9 jpf (figure 58B). Donc les larves

développent correctement leur intestin mais la structure des tissus à 9 jpf n’est pas

maintenue. Ezh2 joue un rôle dans le maintien de la structure intestinale et donc

dans sa fonction d’absorption des nutriments.

J’ai confirmé ce résultat en réalisant une coloration hématoxyline-éosine de sec-

tions de larves sauvages et mutantes ezh2-/- à 5 jpf et 11 jpf. A 5 jpf il n’y a pas de

différence de structure intestinale (figure 59A) mais à 11 jpf on note qu’au niveau

de l’oesphage, de la partie antérieure de l’intestin et de la partie postérieure, les

plis sont maintenus alors qu’au niveau du bulbe intestinal ces structures ne sont

pas maintenues (figure 59B). Le marquage des cellules apoptotiques sur coupes de

larves de 9 jpf montre que la majorité des cellules de l’intestin et des organes diges-

tifs (pancréas et foie) sont apoptiques chez les mutants ezh2-/- en comparaison aux

sauvages où l’apoptose n’est pas détectée. Ainsi, les tissus du système digestif sont

apoptiques (figure 60).

L’immunomarquage de la phalloidine (marquage des filaments d’actine) montre

l’absence totale de polymérisation à l’apex des cellules mutantes ezh2-/- (figure 61A).

Ainsi la structure intestinale n’est pas maintenue et est associée à un changement

d’organisation des filaments d’actine au niveau cellulaire.

L’absence de plis doit donc empêcher une absorption correcte des nutriments, pour

pouvoir obtenir la digestion totale des aliments l’intestin doit également se contrac-

ter, pour cela les cellules nerveuses de l’intestin jouent un rôle primordial ; le transcrit

phox2bb est un marqueur de ces cellules nerveuses entériques. Par hybridation in situ

j’ai examiné l’expression de ce marqueur chez les larves sauvages et mutantes à 5

jpf, il n’y pas de différence d’expression ; les cellules sont correctement distribuées

le long de l’intestin (figure 61B). Le lieu d’expression des transcrits ezh2 et phox2bb

dans l’oeil est identique (figure 61D). Étonnamment le transcrit phox2bb est exprimé
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Figure 58: Phénotype intestinal des larves ezh2-/- à 9 jpf. A. Coloration des lipides
à l’oil red O des larves sauvages et ezh2-/- à 9 jpf, 10 jpf et 11 jpf. Le foie est
indiqué par l’astérisque jaune et la paroi de l’intestin par la flèche jaune. Echelle
500µM, grossissement 200µM. B. Immuno-marquage de l’actine sur des sections
d’intestin paraffinées à 5 jpf et 9 jpf chez les larves sauvages et ezh2-/-. Les noyaux
sont contre-colorés à l’hématoxyline. Echelle 100µM.
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Figure 59: Structure du tube digestif chez les larves à 5 jpf et 9 jpf en coupes
transversales. A. Coloration à l’hématoxyline et l’éosine des sections transver-
sales des larves sauvages et ezh2-/- à 5 jpf. Il n’y pas d’anomalie de formation
de l’intestin à 5 jpf chez les mutants ezh2-/-. B. Coloration à l’hématoxyline et
l’éosine des sections transversales des larves sauvages et ezh2-/- à 11 jpf. A ce
stade les plis de l’intestin ne sont pas maintenus au niveau du bulbe intestinal
chez les mutants.
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Figure 60: Apoptose des cellules intestinales chez les larves ezh2-/-. Marquage
des cellules apoptotiques au niveau de l’intestin chez les larves ezh2+/+ et ezh2-/-

à 9 jpf. Il y a une forte apoptose des cellules mutantes au niveau des organes
digestifs (intestin, foie et pancréas). Echelle 100µM.
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dans l’oeil des larves mutantes ezh2-/- mais est absent chez les sauvages (figure 61C).

Ce résultat met en évidence la répression de Phox2bb par Ezh2 dans l’oeil. C’est

uniquement en l’absence d’ezh2 que phox2bb est présent. Par hybridation in situ par

fluorescence j’ai identifié l’expression d’ezh2 dans différentes structures de l’oeil (les

photo-récepteurs, les cellules amacrines et bipolaires et les cellules ganglionnaires)

(figure 61E). Malgré cela, la structure de l’oeil des mutants ezh2-/- ne semble pas

altérée comme la coloration des sections de l’oeil à l’hématoxyline et éosine à 9 jpf

le montre (figure 61F).

En conclusion, la structure du bulbe intestinal des mutants ezh2-/-

n’est plus maintenue à 9 jpf, cette absence de structure est associée à

un changement de formation des filaments d’actine à l’apex des cellules

intestinales et à la mort cellulaire. La répartition des cellules nerveuses

de l’intestin, dont le marqueur de différenciation est phox2bb, n’est pas

altérée par l’absence de la protéine Ezh2 fonctionnelle mais l’expression

de phox2bb n’est plus réprimée dans l’oeil en l’absence d’Ezh2. Ce chan-

gement d’expression ne cause pas d’anomalie de formation de l’oeil chez

les mutants.

De manière a étudier le maintien des structures et de l’expression d’autres mar-

queurs de différenciation des organes, nous avons réalisé différentes hybridations in

situ. L’étude de l’expression des marqueurs du pancréas endocrine (insuline, sécré-

tée par les cellules β et glucagon sécrété par les cellules α) à 5 jpf ne montre pas

d’anomalie. Néanmoins, l’analyse de l’expression du marqueur de différenciation ter-

minale du pancréas exocrine, la trypsine (try), fait ressortir que ce dernier est plus

petit chez les mutants par comparaison aux sauvages (figure 62A). Cette différence

n’est pas visible à 3 jpf (figure 62B). La quantification du signal de l’expression

de l’ARNm de trypsine par le logiciel Adobe Photoshop sur des larves génotypées

démontre que le pancréas exocrine des mutants ezh2-/- est plus petit que celui des

sauvages (figure 63A et B). Comme pour l’intestin, le pancréas exocrine est correc-

tement mis en place mais le maintien des tissus n’a pas lieu correctement. J’ai par

la suite étudié l’expression du transcrit fabp10a (lfabp), marqueur de différenciation
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Figure 61: Structure intestinale et contrôle de l’expression de Phox2bb dans
l’oeil par Ezh2. A. Immuno-marquage de la phalloidine au niveau de l’intestin
des larves sauvages et mutantes ezh2-/- à 5 jpf et 10 jpf. Les noyaux sont contre-
colorés au Hoechst 33342. B. Expression du transcrit phox2bb vu par hybridation
in situ chez les larves sauvages et mutantes ezh2-/- à 5 jpf. Ce gène est exprimé
par les cellules nerveuses de l’intestin, il n’y a pas de différence d’expression. C.
Expression des transcrits ezh2 et phox2bb chez les larves sauvages et mutantes
à 5 jpf en vue dorsale. Les expressions sont indiquées par les flèches noires. D.
Expression des transcrits ezh2 et phox2bben vue latérale. E. Expression d’ezh2
au niveau d’une section de l’oeil d’une larve sauvage de 5 jpf par hybradation in
situ en fluorescence. Le marquage a été réalisé sur larve entière puis elles ont été
inclues en paraffine et des coupes de 5µM ont été réalisées. abc : amacrine and
bipolar cells (cellules amacrines et bipolaires) ; c : cornea (cornée) ; gc : ganglion
cells (cellules ganglionnaires) ; ip : Inner plexiform (pléxiforme interne) ; l : lens
(cristallin) ; op : outer plexiform (pléxiforme externe) ; pr : photoreceptors (photo-
récepteurs). F. Coloration à l’hématoxyline et l’éosine des sections transversales
de l’oeil chez larves sauvages et mutantes à 9 jpf. abc : amacrine and bipolar cells
(cellules amacrines et bipolaires) ; c : cornea (cornée) ; gc : ganglion cells (cellules
ganglionnaires) ; ip : Inner plexiform (pléxiforme interne) ; l : lens (cristallin) ; op :
outer plexiform (pléxiforme externe) ; pr : photoreceptors (photo-récepteurs) ;
rpe : retinal pigmented epithelium (épithélium pigmenté de la rétine).
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du foie (Her et al. 2003), dont le motif d’expression ne souligne pas d’anomalie de

développement du foie (figure 62C). Plus tôt, j’ai mis en évidence figure 58A que

le foie présentait une composition lipidique différente mais ce marquage de fabp10a

montre que ce n’est pas associé à une altération de la différenciation cellulaire. Le

transcrit fabp2 (ifabp) est un marqueur de l’intestin dont l’expression ne semble

pas être altérée en l’absence d’Ezh2 à 5 jpf, ce qui confirme les résultats précédents

(absence de phénotype intestinal à 5 jpf).

J’ai également mesuré la taille des yeux des embryons mutants par comparaison

aux sauvages. Comme ezh2 est exprimé dans l’oeil mais que son absence ne semble

pas altérer la mise en place des différentes structures de l’oeil, il se peut que la taille

de l’oeil soit altérée. La mesure des yeux montre que lorsque la protéine Ezh2 est

absente, la taille des yeux n’est pas significativement différente à 4 jpf (figure 63C).

La présence de l’ARN maternel aux stades précoces du développement pourrait

protéger le mutant et lui permettre de passer les premières étapes du développement

et de survivre jusqu’à 12 jpf. Pour connaître le rôle des ARN maternels dans le déve-

loppement nous avons décidé de traiter les embryons avant le stade de gastrulation, à

3 hpf, avec un inhibiteur d’Ezh2, le GSK126. Le GSK126 est 150 fois plus spécifique

d’Ezh2 que d’Ezh1 dont leur domaine catalytique SET est identique à 96%. En se

basant sur les concentrations utilisées en culture cellulaire nous avons choisi d’utili-

ser la drogue à des concentrations comprises entre 0,25µM et 2µM (McCabe et al.

2012). Les embryons et les larves de poisson zèbre absorbent rapidement les compo-

sés de faible poids moléculaire dilués dans le milieu via la peau ou les branchies. Une

expérience de titrage (figure 64A) nous a permis de choisir la concentration de 1µM,

qui est la concentration où le taux de mortalité est tel qu’il nous permet d’étudier

les malformations induites par la drogue. La drogue étant dissoute dans le DMSO,

notre contrôle sera le DMSO à une concentration finale équivalente à celle obtenue

lorsque la drogue est diluée dans le milieu de culture des embryons. Le traitement des

embryons par cet inhibiteur cause une augmentation de la mortalité des embryons

et l’apparition d’anomalies du développement notamment des oedèmes cardiaques

visibles à 96 hpf et un retard de développement des nageoires pectorales (figure
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Figure 62: Analyse de la mise en place des organes digestifs. A. Expression des
transcrits des larves à 5 jpf ins (insuline) gcga (glucagon) marqueurs de la diffé-
renciation du prancréas endocrine et try (trypsine) marqueur de différenciation
du pancréas exocrine. B. Expression du transcrit des embryons à 3 jpf de try
indiqué par la flèche jaune. C. Expression du transcrit lfbap chez les larves sau-
vages et mutantes à 5 jpf. D. Expression du transcrit des larves à 5 jpf fabp10a
marqueur de différenciation de l’intestin.
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Figure 63: Analyse de la mise en place des organes digestifs. A. Expression du
transcrit try à 5 jpf chez les larves sauvages et mutantes B. Quantification de
l’aire du signal à l’aide du logiciel Adobe Photoshop. Le pancréas est plus petit
chez les larves ezh2-/- par comparaison aux sauvages. Le test statistique est un
test-t de student et la significativité est indiquée par la p-value. C. Mesure de
la taille des yeux chez les larves sauvages et mutantes ezh2-/- à 4 jpf. Pas de
différence significative.
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64B). Le développement des yeux est affecté lorsque Ezh2 est inhibée avant la gas-

trulation, les yeux des larves traitées sont plus petits par comparaison aux contrôles

(figure 64D). Finalement, l’analyse de l’abondance de la marque H3K27me3 met en

évidence que celle-ci est diminuée de 60% lorsque les larves sont traités par 1µM de

GSK126 (figure 64E). L’immunofluorescence marquant H3K27me3 montre la baisse

de la marque H3K27me3 dans toute la larve à 4 jpf (figure 64F). Le traitement des

embryons au stade 2 cellules ne cause pas l’apparition d’un phénotype plus marqué

(figure 65A-C). Ainsi, l’ARN maternel ezh2 présent chez les ezh2-/- semble protéger

leur développement qu’en partie ; particulièrement pour le développement du coeur,

des yeux et des nageoires pectorales. L’inhibition précoce d’Ezh2 ne cause pas de

mortalité embryonnaire comme dans le modèle murin. De façon plus étonnante ces

résultats soulignent que les embryons sont capables de passer le stade de gastrulation

et de se développer en l’absence d’Ezh2 contrairement à ce qui a été montré chez

la souris (O’Carroll et al. 2001). En conclusion, Ezh2 est importante pour le

maintien du pancréas exocrine, mais n’est pas impliquée dans le main-

tien du pancréas endocrine et du foie. Chez les mutants ezh2-/- la taille de

l’oeil n’est pas altérée. La présence des ARN maternels protège le déve-

loppement des embryons ezh2-/- en partie car l’inhibition de la protéine

maternelle par le GSK126 est à l’origine d’un phénotype différent. En

effet, les larves ont un retard de développement des nageoires pectorales

et des yeux plus petits. En l’absence d’Ezh2 l’abondance de la marque

H3K27me3 est diminuée de façon globale dans l’organisme. En compa-

raison au modèle murin, le poisson zèbre nous a permis de mettre en

évidence le rôle d’Ezh2 dans le maintien des tissus.

Le poisson zèbre est un modèle animal également utilisé pour étudier la régé-

nération de la nagoire caudale. J’ai donc étudié le rôle de la protéine Ezh2 dans la

régénération chez l’adulte et la larve. Comme la mutation de ezh2 ne nous permet

pas d’obtenir des lignées mutantes homozygotes adultes, nous avons amputé la na-

geoire caudale des adultes sauvages et étudié l’expression d’ezh2 par hybridation in

situ (figure 66A). Cette expérience suggère qu’ezh2 est impliquée dans la régénéra-
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Figure 64: Inhibition d’Ezh2 par le GSK126 avant 3 hpf. A. Titrage de la drogue
GSK126 entre 0,25µM et 2µM. Pour chaque concentration, les embryons malfor-
més et morts ont été comptés entre 24 hpf et 96 hpf. B. Traitement des embryons
à 3 hpf avec l’inhibiteur d’Ezh2 des embryons sauvages, quantification de la mor-
talité et des anomalies de développement à 24 hpf et 96 hpf des embryons traités
avec 1 µM de GSK126 (n=397) ou contrôle, 0,01% DMSO (n=114). C. Le phé-
notype des embryons traités est, à 24 hpf, un retard de développement et à 96 hpf
des oedèmes cardiaques et un retard de développement des nageoires pectorales.
D. Mesure de l’oeil des larves traitées au GSK126 à 96 hpf, les yeux sont plus
petits. Le test statistique est un test-t de student et la significativité est indiquée
par la p-value. E. Quantification de l’abondance de la marque H3K27me3 par
western blot chez les larves traitées avec 1µM de GSK126 par comparaison au
contrôle 0,01% DMSO. La marque est moins abondante lorsque les larves ont été
traitées. Les histones ont été extraites d’un groupe de 10 larves à 96 hpf. F. Im-
munomarquage de la marque H3K27me3 chez les larves de 4 jpf après traitement
à 1µM de GSK126 ou 0,01%DMSO. La marque H3K27me3 est moins abondante
chez les larves traitées.
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Figure 65: Inhibition d’Ezh2 par le GSK126 à 2 cellules. A. Traitement des em-
bryons à 2 cellules avec l’inhibiteur d’Ezh2, la mortalité et les anomalies du
développement sont recensées. B. Phénotype des embryons traités avec 1µM de
GSK126 à 2 cellules. Les embryons présentent un retard de developpement à 24
hpf et un retard de développement des nageoires pectorales à 72 hpf. L’inhibition
d’Ezh2 cause la formation d’oedèmes cardiaques à 96 hpf. C. Quantification de
l’abondance de la marque H3K27me3 par western blot. La marque H3K27me3
est moins abondante lorsque Ezh2 est inhibée.

178



tion de la nagoire caudale chez l’adulte. Pour approfondir ces résultats j’ai accompli

la même expérience chez les embryons de 3 jpf. La nageoire caudale est amputée

à l’aide d’un scalpel juste après le vaisseau sanguin selon la méthode de Wilkinson

et al. 2013 et la régénération est observée 2 jours après (2 jpa). Par hybridation in

situ, j’ai mis en évidence le rôle de ezh2 dans la régénération de la nageoire caudale

chez les larves (figure 66B). Dans le but d’identifier le mécanisme de régénération

nécessitant l’expression de ezh2, j’ai amputé la nageoire caudale des embryons et

je les ai traités avec le GSK126 ; ce traitement cause un défaut de régénération de

la nageoire caudale. Les tissus mous semblent être cicatrisés et régénérés en partie

mais la notochorde n’est pas régénérée (figure 66C). Le même résultat est obtenu

sur des embryons issus d’un croisement d’adultes ezh2+/-. Le site d’amputation est

cicatrisé et régénéré en partie mais la notochorde n’est pas régénérée (figure 66D). La

régénération en absence d’Ezh2 semble affecter majoritairement la notochorde, les

tissus l’entourant se régénèrent en partie. Pour confirmer la régénération des tissus

mous en l’absence d’Ezh2, j’ai amputé la nageoire embryonnaire unique (membrane)

présente du dos au ventre. En l’absence d’Ezh2 cette partie de la nageoire régénère

correctement (figure 66E).

Ezh1 peut, comme Ezh2, former le complexe PRC2. L’expression de cette pro-

téine pourrait compenser la perte d’Ezh2 et permettre à l’embryon de se développer.

Pour tester cette hypothèse j’ai traité les embryons avec un inhibiteur ciblant Ezh1

et Ezh2, l’UNC1999. Nous avons choisi d’utiliser cet inhibiteur selon les concentra-

tions utilisées en culture cellulaire. L’utilisation de cet inhibiteur à 5µM cause un

retard de développement des embryons à 24 hpf mais les embryons sont capables de

se développer lorsque les protéines Ezh1 et Ezh2 sont inhibées. A 96 hpf les larves

développent des oedèmes cardiaques et un retard de développement. Lorsque les

embryons sont traités avec l’UNC1999, le retard de développement est différent de

celui observé avec le GSK126 : les larves ont une morphologie différente et sont moins

pigmentées. En conclusion l’inhibition d’Ezh1 et d’Ezh2 simultanément accentue le

phénotype observé lorsque seule Ezh2 est inhibée. Ezh1 semble jouer un rôle dans

la pigmentation des embryons.

179



Figure 66: Expression d’Ezh2 lors de la régénération de la nageoire caudale.
A. Expression du transcrit ezh2 lors de la régénération de la nageoire caudale
chez l’adulte 4 jpa. B. Expression du transcrit ezh2 2 jpa lors de la régénération
de la nageoire caudale de la larve par comparaison au contrôle non amputé. La
nageoire caudale des embryons a été amputée à 3 jpf. C. A 3 jpf les nageoires
caudales des embryons sont amputées après le vaisseau, les embryons sont traitées
avec 1µM de GSK126 ou 0.01% DMSO ; puis la régénération est observée 2 jpa.
D. Les embryons sauvages et mutantes ezh2-/- sont amputées après le vaisseau de
la nageoire caudale à 3 jpf et la régénération est observée 2 jpa. E. Les embryons
sauvages et mutantes ezh2-/- sont amputées au niveau de l’épiderme de la nageoire
caudale à 3 jpf et la régénération est observée 2 jpa.
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Figure 67: Inhibition d’Ezh1 et Ezh2 par l’UNC1999. A. Traitement des embryons
sauvages à 3 hpf avec l’inhibiteur d’Ezh2 et d’Ezh1, l’UNC1999. Quantification de
la mortalité et des anomalies de développement à 24 hpf et 96 hpf des embryons
traités avec 5µM de UNC1999 (n=542) ou contrôle, 0,05% DMSO (n=193). B.
Le phénotype des embryons traités est, à 24 hpf, un retard de développement et
à 96 hpf des oedèmes cardiaques. C. Quantification de l’abondance des marques
H3K27me3 et H2AK119ub1 par western blot chez les larves traitées avec 5µM
de UNC1999 par comparaison au contrôle 0,1% DMSO. La marque est moins
abondante lorsque les larves ont été traitées. Les histones ont été extraites d’un
groupe de 10 larves à 96 hpf.
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Quatrième partie

Discussion
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Les protéines du groupe Polycomb forment deux complexes distincts, le PRC1

et le PRC2. Ils contrôlent l’expression génique via l’ajout de marques épigénétiques

qui sont : H2AK119ub1 pour PRC1 et H3K27me3 pour le PRC2. (Gao et al. 2012,

Margueron et al. 2008). Il existe plusieurs complexes PRC1 en fonction de la présence

ou de l’absence des protéines CBX (complexe canonique ou non canonique) et de

l’homologue pcgf qui le compose. Le complexe PRC1.1 contient la protéine Pcgf1.

Ce complexe catalyse la marque H2AK119ub1. Ezh1 et Ezh2 peuvent toutes deux

former le complexe PRC2 et catalyser la marque H3K27me3. Mon travail de thèse

s’articule en deux parties ; premièrement j’ai étudié le rôle de la protéine Pcgf1 au

cours du développement chez le poisson zèbre, deuxièmement j’ai inactivé le gène

ezh2 chez le poisson zèbre afin d’analyser la fonction d’Ezh2.
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Chapitre 1

Pcgf1

Grâce aux TALEN, nous avons mis en place un modèle d’inactivation de pcgf1

chez le poisson zèbre. Le TALEN cible l’exon 2. Le site de restriction ClaI, permet de

génotyper les poissons. La mutation obtenue est une délétion de 11 nucléotides. Celle-

ci cause un décalage de la phase ouverte de lecture et la formation d’un codon stop

prématuré. La protéine prédite, de 79 aa, est non fonctionnelle, elle n’est composée

d’aucun domaine conservé. Les poissons homozygotes mutants issus d’un croisement

d’homozygotes mutants sont viables et fertiles. L’expression du transcrit maternel

et zygotique n’est pas indispensable au développement. Nous avons réalisé plusieurs

expériences afin de mettre en évidence le phénotype associé à l’inactivation de pcgf1.

1.1 Pcgf1, contrôle de la prolifération cellulaire

Les transcrits pcgf (sauf pcgf1 ) chez le poisson zèbre sont exprimés dans les zones

prolifératives lors de la régénération de la nageoire caudale. Ils semblent importants

pour le processus de régénération. Les poissons homozygotes mutants Pcgf1 sont

viables et fertiles, ils ne présentent pas de phénotype macroscopique.

Cependant, l’absence de Pcgf1 cause un retard de développement des embryons

et des larves. En effet, les mutants Pcgf1 présentent un ralentissement de mise en

place des cartilages et de l’ossification. Le processus d’ossification et les cartilages

sont correctement mis en place à 21 jpf comme chez les sauvages. Le retard de
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développement est également visible au niveau de la mise en place des muscles

cranio-faciaux. Aucune anomalie n’a été mise en évidence au niveau du cerveau

et des yeux. Le retard est observé dès les premiers stades ; les embryons pcgf1-/-

n’ont pas la même vitesse de division cellulaire que les embryons sauvages. En effet,

l’embryon est toujours composé de moins de cellules chez les mutants (aux mêmes

stades de développement).

Afin de comprendre l’origine de ce retard de développement, je me suis intéressée à la

prolifération cellulaire. Par un immunomarquage j’ai quantifié le nombre de cellules

H3S10P positives (marque de prolifération cellulaire). Le nombre de cellules positives

est significativement réduit chez les embryons pcgf1-/-. Pcgf1 est impliquée dans

le développement embryonnaire et contrôle la prolifération cellulaire.

Le complexe PRC1 contrôle l’expression de p21waf1/cip1. Premièrement, Gong et al.

2006 mettent en évidence le rôle de Pcgf1 dans la progression du cycle cellulaire

et la prolifération. Elle contrôle l’expression de p21waf1/cip1, qui favorise l’arrêt du

cycle cellulaire. Pcgf1 se lie au niveau de son promoteur (-1357 à -1083) afin de

réprimer son expression. Cette région du promoteur est également le site de liaison de

l’acide rétinoïque (rôle dans l’embryogénèse) qui favorise l’expression de p21waf1/cip1.

Deuxièmement, le complexe PRC1 catalyse la marque H2AK119ub1 via RING1A,

cette protéine joue un rôle dans la prolifération des cellules cancéreuses gastriques.

L’inactivation de RING1A cause la mortalité cellulaire et favorise l’expression de

p21waf1/cip1 et donc l’arrêt du cycle cellylaire (Zhang et al. 2017a). RING1A a un

rôle d’oncogène dans les tumeurs gastriques. Ainsi le complexe PRC1 via RING1A

et PCGF1 peut contrôler la prolifération via notamment la répression de p21waf1/cip1

(figure 68).

Perspectives. Ainsi, dans le futur nous pourrions étudier l’expression de la pro-

téine p21waf1/cip1 lors du développement (Gong et al. 2006). L’expression d’autres

protéines impliquées dans la progression du cycle cellulaire comme p27, p14, p16

pourrait être étudiée par immunomarquage (Zhang et al. 2017a). L’expression des

cyclines et de PCNA peut être analysée par hybridation in situ. Ces expériences
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Figure 68: Contrôle du cycle cellulaire par Pcgf1. En présence de la protéine Pcgf1
le cycle cellulaire progresse normalement car l’expression de la protéine P21 est
réprimée par la marque H2AK119ub1. Cependant en l’absence de Pcgf1, cette
protéine n’est plus réprimée et cause l’arrêt du cycle cellulaire.

d’étude d’expressions pourraient être complétées par une analyse du cycle cellulaire

aux différents stades embryonnaires. Les cellules des embryons pourraient être dis-

sociées et marquées à l’iodure de propidium pour analyser le cycle par cytométrie

en flux (Shepard et al. 2004).

1.2 Pcgf1, cellules souches et vieillissement

Lors du développement précoce, les mutants pcgf1-/- présentent un retard de dé-

veloppement mais les adultes ont un phénotype de vieillissement accéléré. En effet,

à l’âge d’un an, les adultes pcgf1-/- ont un phénotype de poisson observé chez des

individus beaucoup plus âgés, aux alentours de 3 ans. Ces adultes ont une cour-

bure de la colonne vertébrale significativement plus accentuée, une peau plus fine et

semble plus mince. Ainsi, l’inactivation de pcgf1 cause un vieillissement accéléré. Le

fait que les embryons aient un retard de développement et que les adultes

vieillissent prématurément nous laisse penser que Pcgf1 joue un rôle dans

la mise à disposition des cellules souches nécessaires au développement

embryonnaire et au renouvellement des tissus âgés.

Le rôle de Pcgf1 dans les cellules souches a été mis en évidence ces dernières années.
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Li et al. 2013a, mettent en évidence le rôle de Pcgf1 dans la régulation de l’expression

de Oct4 en se liant directement à son promoteur (-1021 à -784). Les protéines NA-

NOG, OCT4 (marqueurs de cellules souches), PATZ1 (régulation transcriptionelle

et modelage de la chromatine) et DPPA4 (régulateur impliqué dans le développe-

ment) intéragissent avec PCGF1. Cette dernière régule positivement l’expression de

NANOG et DPPA1 de façon directe ou indirecte. Ainsi, PCGF1 est impliquée dans

la pluripotence des cellules souches. Celle-ci est fortement exprimée dans les cellules

souches des gliomes et joue un rôle dans leur auto-renouvellement, la formation des

neurosphères et l’expression des marqueurs de cellules souches (NESTIN, CD133 et

SOX2). Elle réprime l’expression de RDH16 (répresseur de cellules souches, impli-

qué dans la synthèse de l’acide rétinoïque), en se fixant directement à son promoteur

(-1073 à -823) (Hu et al. 2017b).

PCGF1 régule positivement les facteurs impliqués dans la différenciation de l’ec-

toderme et du mésoderme. Elle joue un rôle dans le devenir des cellules souches.

L’inactivation de Pcgf1 dans les cellules embryonnaires souches (ES) n’a pas d’effet

sur l’auto-renouvellement cellulaire mais retarde leur différenciation. En effet, les

corps embryoïdes (permettant d’étudier la différenciation des cellules souches pour

obtenir les 3 feuillets) sont plus petits dû à un retard de différenciation cellulaire.

Les corps embryoïdes formés de cellules Pcgf1-/- expriment plus fortement les mar-

queurs de pluripotence (OCT4, NANOG) mais expriment peu les marqueurs de

différenciation de l’ectoderme (FGF5, NESTIN) et du mésoderme (FLK1). Ainsi,

Yan et al. 2017, mettent en évidence le rôle de PCGF1 dans la différenciation des

cellules souches. Ces résultats confirment le rôle que Pcgf1 pourrait avoir dans la

mobilisation des cellules souches dans différents tissus aux stades embryonnaires et

lors du vieillissement afin de renouveler les tissus.

Ces auteurs montrent également que l’abondance de la marque H2AK119ub1 n’est

pas altérée lorsque Pcgf1 est inactivée dans les cellules ES tout comme dans notre

modèle in vivo. Ainsi, la perte de Pcgf1 pourrait être compensée par un homologue,

en particulier Pcgf5. Si et al. 2016a, mettent en évidence que PCGF5 est exprimée

dans les cellules souches hématopoiétiques et les progéniteurs multipotents. Son in-
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activation ne cause pas d’anomalie dans l’hématopoïèse. Les deux homologues PCGF

les plus exprimés dans les cellules souches hématopoïètiques sont PCGF1 et PCGF5.

Il se pourrait dans ce modèle que PCGF1 compense la perte de PCGF5. Ainsi, la

viabilité de nos mutants et l’absence de baisse de la marque H2AK119ub1

pourraient être dues à une compensation de Pcgf1 par un homologue. Les

cellules souches sont indispensables au renouvellement des tissus durant toute la

vie de l’organisme. L’arrêt de prolifération des cellules souches particulièrement via

les voies p21 et p16 entraîne la sénescence (Oh et al. 2014, LaPak et al. 2014). En

conclusion, les résultats obtenus montrent l’importance de Pcgf1 dans

la mobilisation des cellules souches tant lors du développement précoce

que lors du vieillissement afin de générer les tissus. Les homologues de

Pcgf1 peuvent compenser sa perte et permettre de conserver la marque

H2AK119ub1.

Perspectives. Yan et al. 2017, montrent le rôle de PCGF1 non pas dans le renou-

vellement des cellules souches mais dans leur différenciation. Lors de prochaines ana-

lyses il serait intéressant d’étudier l’expression des facteurs de pluripotence comme

Oct4, Sox2 et Nanog chez les larves et les adultes mais également les marqueurs

de différenciation des 3 feuillets chez les embryons (endoderme, mésoderme et ecto-

derme). Chez les adultes il serait important de visualiser la différenciation des cellules

souches au niveau de tissus très prolifératifs comme l’intestin et également lors de

la régénération de la nageoire caudale. Même si la nageoire caudale est capable de

régénérer (data non montrées), la différenciation des cellules du mésenchyme est

peut-être affectée. Pcgf1 peut être compensée par d’autres Pcgf, par hybridation

in situ nous pourrions étudier leur expression et ainsi connaître quel homologue

compense la perte de Pcgf1.
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Chapitre 2

Ezh2

Au laboratoire nous avons mis en place un modèle d’inactivation d’ezh2 chez

le poisson zèbre grâce aux TALEN. L’exon deux a été choisi comme cible du TA-

LEN. Le site de restriction DdeI situé dans la région spacer du TALEN permet de

génotyper les individus. La mutation obtenue est l’insertion de 22 nucléotides (une

délétion de 5 nucléotides et une insertion de 27 nucléotides). Celle-ci cause un dé-

calage de la phase ouverte de lecture et la formation d’un codon stop. Les poissons

expriment une protéine Ezh2 tronquée de 60 acides aminés. Cette protéine tronquée

n’est composée d’aucun domaine conservé. Les poissons hétérozygotes mutants pour

cette mutation sont viables et fertiles tandis que les homozygotes mutants meurent

à 12 jpf mais ne présentent pas de phénotype macroscopique. Afin de comprendre la

raison de la mort de ces larves j’ai réalisé plusieurs expériences. L’analyse du phéno-

type cranio-facial (coloration des muscles et des cartilages) n’a pas révélé d’anomalie

de développement ni de mise en place de l’axe antéro-postérieur.

2.1 Expression au cours du développement.

Par hybridation in situ, nous avons mis en évidence que l’ARN maternel d’ezh2

est exprimé chez les embryons au stade 2-4 cellules. Et par RT-PCR nous avons

mis en évidence que la mère dépose principalement l’ARN maternel sauvage dans
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les oeufs. A 24 hpf, l’expression d’ezh2 chez les individus ezh2+/+ se trouve majori-

tairement dans la tête, les yeux et au niveau de la queue mais est absente chez les

individus ezh2-/-. A 96 hpf, ezh2 est exprimé au niveau de l’intestin. Par RT-PCR

nous avons mis en évidence que l’expression d’ezh2 diminue au cours du dévelop-

pement ; l’expression est plus abondante à 3 jpf qu’à 9 jpf. La digestion du produit

PCR par DdeI indique qu’à 3 jpf le transcrit mutant est présent ; il n’est pas to-

talement dégradé par le système NMD (Nonsense-Mediated Decay). Ainsi, l’ARN

mutant est soumis en partie au mécanisme de dégradation des ARN non sens. Cela

pourrait être dû au fait qu’il n’existe pas de jonction exon-exon qui permette de

reconnaître cet ARN comme anormal (Brogna et al. 2009, Hug et al. 2016). L’ex-

pression de la protéine Ezh2 n’est pas détectée par immunofluorescence à 3 jpf. A

partir de 9 jpf l’absence de la protéine Ezh2 cause une diminution de 70% de la

marque H3K27me3. La mortalité des larves est associée à cette baisse. Lors des

divisions cellulaires la marque H3K27me3 recrute le complexe PRC2 et permet le

maintien de la marque épigénétique. Le recrutement du complexe PRC2 permet de

maintenir la répression des gènes cibles. Si Ezh2 est absente alors cette marque est

diluée au cours des divisions ; ce qui explique une légère baisse de H3K27me3 chez

les individus ezh2+/- et une forte baisse chez les ezh2-/- (Hansen et al. 2008). La faible

baisse de la marque H3K27me3 chez les larves ezh2+/- n’est pas associée à la mort

des larves ; alors qu’une plus forte baisse de l’abondance de la marque H3K27me3

est associée à la mort des larves ezh2-/-. Il semble qu’il existe un seuil de perte de la

marque K3K27me3 au delà duquel la perte de la marque est mortelle.

Perspectives. L’analyse de larves entières nous montre que la perte de H3K27me3

est globale dans toute la larve, cependant cette perte n’est pas totale. Il serait

intéressant d’étudier l’abondance de la marque H3K27me3 dans des structures plus

fines comme la base des plis de l’intestin ; de visualiser l’abondance de cette marque

au niveau des zones contenant les cellules souches et tout au long de la villosité lors

de la différenciation sur des coupes d’embryon et de larve. Par western blot il serait

intéressant d’extraire les histones de façon tissu spécifique. Grâce à la dissection et
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la micro-dissection (Picker et al. 2009, Burns et al. 2006), nous pourrions réaliser

les extractions à partir des tissus disséqués et mettre en évidence l’abondance de la

marque H3K27me3.

2.2 Expression dans les zones de prolifération.

Lors du développement on remarque que l’expression d’ezh2 est forte aux zones

de prolifération. A 72 hpf ezh2 est exprimée au niveau des bourgeons des nageoires

pectorales. Entre 24 hpf et 120 hpf ezh2 est exprimée dans les zones de prolifé-

ration du cerveau. Ces zones de prolifération permettent la croissance du cerveau

tout au long de la vie du poisson (Nguyen et al. 1999) et sont présentes au niveau

du tectum optique (mésencéphale). Le tectum optique est composé de différentes

couches cellulaires concentriques (figure 69). A l’extérieur, dans la région antérieure

du cérébellum, se trouvent les progéniteurs à prolifération lente (jaune). Au centre se

trouvent les progéniteurs à prolifération rapide (vert clair). Finalement à l’intérieur,

les cellules sorties du cycle cellulaire qui se différencient (vert foncé) (figure 69). Le

marquage de l’expression d’ezh2 par hybridation in situ montre qu’ezh2 est présent

dans le tectum optique.

Perspectives. Afin de connaître la couche cellulaire dans laquelle ezh2 est expri-

mée nous pourrions réaliser des expériences de double hybridation in situ, ezh2/

pcna ; ezh2/ nop56. Recher et al. 2013, mettent en évidence que pcna est exprimée

par toutes les cellules en prolifération alors que nop56 est exprimée uniquement par

les cellules progénitrices à faible prolifération. La mise en évidence de la colocali-

sation d’ezh2 avec un de ces marqueurs permettrait de documenter le rôle d’ezh2

dans le tectum optique.

La croissance dans le tectum est contrôlée par la voie Wnt et la famille des fac-

teurs de transcription Tcf/Lef afin de réguler l’expression des gènes zic1a et zic5

(Nyholm et al. 2007). Les cellules du tectum optique chez le medaka (juvéniles et

adultes) expriment les marqueurs de cellules souches Sox2, Musashi1, Bmi1 et Oct4

(Alunni et al. 2010, Brombin et al. 2011). L’expression de cette voie de signalisa-
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Figure 69: Organisation cellulaire du tectum optique. A. Représentation schéma-
tique des différentes couches cellulaires constituant le tectum optique contenu
dans le mésencéphale. Les couches sont organisées de façon concentrique. La
couche extérieure (jaune) est composée des cellules progénitrices à faible pro-
lifétation, au centre les cellules progénitrices à prolifération rapide (vert clair)
et finalement à l’intérieur se trouve les cellules sorties du cycle cellulaire (vert
foncé). B. Représentation schématique du dessus des couches concentriques. La
ligne rouge indique le plan de coupe représenté dans la partie basse du schéma.
OT : tectum optique, TS : Torus semicircularis (partie du mésencéphale), PML :
couche périphérique du mésencéphale. Figure de Recher et al. 2013.

tion et de ces marqueurs de cellules souches pourrait également être étudiée pour

documenter le rôle d’Ezh2 dans le renouvellement des cellules souches au niveau du

cerveau.

2.3 Ezh2, rôle dans l’adipogénèse

La coloration des lipides à l’Oil Red O met en évidence au niveau du foie un chan-

gement de composition lipidique. Les larves ezh2 -/- présentent un foie plus rouge. Ce

changement de couleur peut être associé à une stéatose du foie (présence de trigly-

cérides dans les hépatocytes) (Campbell et al. 2005). La stéatose est accompagnée

d’une dérégulation de l’expression génique notamment celle de ChREBP (Carbo-

hydrate Response Element Binding Protein). Cette protéine est importante dans la

synthèse des lipides dans le foie (Wang et al. 2010c). Chez le poisson zèbre Chrebp

est nommé Mlxip (Mlx interacting protein). Ce changement de composition lipidique
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pourrait également être associé à l’apoptose (vu par le marquage TUNEL) induite

par l’absence d’Ezh2.

Perspectives. Pour caractériser la présence des triglycérides, nous pourrions réa-

liser des coupes de foie et une coloration Oil-Red-O (Pan et al. 2015). Pour étudier

la compositiion lipidique du foie nous pourrions, en collaboration, utiliser la spec-

trométrie de masse. Cette technique permet d’identifier les lipides présents sur des

coupes qui peuvent être colorées à l’Oil-red-O par exemple. Ainsi, il serait possible de

corréler des zones plus rouge et la composition lipidique associée (Gode et al. 2013,

Arafah et al. 2014) Il serait intéressant d’observer l’expression du transcrit mlxip par

hybridation in situ chez les larves à 9 jpf. Les protéines Mlxip, C/EBPα, SREBP1,

PPARγ sont sur-exprimées lors de la stéatose (Shieh et al. 2010). Nous pourrions

étudier leur expression génique par hybridation in situ et l’expression protéique par

immunofluoresence ou par Western blot après dissection des organes.

2.4 Ezh2, rôle dans le développement intestinal

De façon plus marquante, la coloration au Oil-Red-O m’a permis de mettre en

évidence que la paroi intestinale est beaucoup plus fine chez les mutants ezh2 -/- dès

9 jpf. Dans le but de savoir si cette paroi plus fine est le résultat d’une anomalie du

développement ou d’une absence de maintien des tissus, j’ai réalisé une coloration

hématoxyline-éosine sur des coupes de larves à 5 jpf et 9 jpf. Ce marquage révèle que

la paroi intestinale est correctement mise en place à 5 jpf et ce dans les 3 parties de

l’intestin (intestin antérieur, bulbe intestinal et intestin postérieur). Cette expérience

confirme également les résultats obtenus avec l’Oil Red O : la paroi intestinale est

plus fine chez les mutants ezh2 -/- mais plus particulièrement au niveau du bulbe

intestinal. L’intestin antérieur et postérieur ne présentent pas le même défaut. Ces

coupes histologiques montrent aussi que les plis sont absents. En effet le bulbe

intestinal chez les mutants ezh2 -/- semble composé d’une seule couche cellulaire.

Ces observations sont confirmées par les immunomarquages de l’actine et de la

phalloidine sur coupe, les plis formés par les filaments d’actine sont absents. En

197



effet, chez les mutants, l’actine forme une couche plus fine autour du noyau alors

que chez les sauvages l’actine forme la structure des plis. Le marquage TUNEL

montre que les tissus du système digestif sont apoptotiques chez les mutants en

comparaison aux sauvages où l’on détecte très peu de cellules apoptotiques.

La perte de plis au niveau du bulbe intestinal pourraît être la conséquence d’une

absence de renouvellement des cellules souches dans la partie basale du pli (analogue

des cryptes de Lieberkühn). Chez l’Homme, EZH2 intéragit avec la βCATENINE,

provoque son accumulation nucléaire et active la voie WNT in vitro et in vivo (figure

70).

Figure 70: La voie WNT. A. En l’absence de WNT, la βCATENINE se trouve dans
le cytoplasme et est associée à AXIN, APC, GSK3 et CK1. CK1 phosphoryle la
βCATENINE (en bleu) puis elle est phosphorylée par GSK3 (en jaune). Lors-
qu’elle est phosphorylée, elle est reconnue par β-TRCP (une E3 ubiquitine ligase)
et dégradée par le protéasome. Les gènes cibles sont réprimés par le facteur de
transcription TCF associé aux HDAC. B. Lorsque WNT est exprimée, un com-
plexe est formé par les récepteurs Frizzled et LRP5/6, qui recrute l’AXIN, ce
qui permet d’accumuler la βCATENINE dans le noyau et l’expression des gènes
cibles en association avec le facteur de transcription TCF. Figure de MacDonald
et al. 2009.

L’activation de la voie WNT favorise la prolifération cellulaire. EZH2 associée à

la βCATENINE se lie aux promoteurs de la CYCLINE D1 et c-MYC, recrute les

facteurs de transcription TCF/LEF pour activer la transcription (Li et al. 2009, Shi

et al. 2007).

L’activation de la WNT par EZH2 est retrouvée dans les cancers. EZH2 peut acti-

ver la voie WNT dans les cancers colorectaux et maintient ainsi le caractère souche
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des cellules (Chen et al. 2016a). Ezh2 est exprimée uniquement dans les cryptes

de l’intestin et du colon chez la souris. Ezh2, indépendamment de sa fonc-

tion d’histone méthyltransférase, s’associe à la βCaténine pour activer

ses gènes cibles. Cette association est améliorée en présence de PAF (PCNA-

Associated Factor, impliquée dans la réparation de l’ADN) (Jung et al. 2013).

La voie Wnt est impliquée dans le développement du tube intestinal chez le pou-

let et est importante dans la balance prolifération/ différenciation des cellules via

la régulation d’expression de facteurs de croissance. Chez le poulet les facteurs de

transcriptions Tcf4 et Lef1 ont une expression particulière dans le tube digestif. Tcf4

est exprimé spécifiquement au niveau du mésoderme du gésier postérieur et Lef1 au

niveau du duodénum et du mésoderme du gros intestin. Une dérégulation de ces

facteurs de croissance cause une absence de formation des microvillosités au niveau

du gésier (Tcf4) et une sténose de la lumière du gros intestin (Lef1). Chez la souris

Tcf4 est exprimé d’abord au niveau de l’épithélium de l’intestin moyen puis son ex-

pression est restreinte aux cryptes. Cette restriction d’expression pourrait expliquer

la perte importante des plis spécifiquement au niveau du bulbe intestinal due à un

déséquilibre de la balance prolifération/ différenciation (Theodosiou et al. 2003).

Ezh2 pourrait activer la voie Wnt qui contrôle par la suite l’expression de

facteur de transcription tissu spécifique et contrôle la balance proliféra-

tion/ différenciation des cellules intestinales de façon spécifique selon les

différentes parties de l’intestin. Ainsi, dans le bulbe intestinal du poisson

zèbre, Ezh2 pourrait réguler la voie Wnt et contrôler l’expression d’un

facteur de transcription important pour le maintien de la prolifération

des cellules souches du bulbe. L’absence de son expression cause la perte

de renouvellement du tissu.

En effet, Fevr et al. 2007, montrent que la voie Wnt est impliquée dans l’homéo-

stasie de l’intestin. La voie Wnt contrôle la balance prolifération/ différenciation, le

cycle cellulaire, la migration et la mort cellulaire. La dérégulation de la voie Wnt est

associée au développement de cancers colorectaux. L’inhibition de la βCaténine en-

traîne la différenciation des cellules de l’intestin, l’absence de crypte et une perte de

199



la fonction intestinale. L’expression de la βCaténine et de Wnt sont indispensables

pour maintenir le caractère souche des cellules, la prolifération et l’expansion des

cryptes. Chez les mammifères, Wnt contrôle la différenciation des cellules souches

de la crypte vers la lumière (figure 71)

Figure 71: Architecture de la crypte intestinale chez les mammifères. Les cellules
souches de la base de la crypte (CBC) vont se différencier vers la lumière de
l’intestin selon le gradient d’expression de WNT. Plus l’expression est forte plus
le caractère souche est conservé. La faible expression de WNT et l’expression de
BMP permettent la différenciation cellulaire. Figure de Krausova et al. 2014.

Dans le but de compléter l’étude du phénotype intestinal, j’ai réalisé une hybri-

dation in situ ciblant l’ARNm de phox2bb. Ce gène est exprimé spécifiquement dans

le système nerveux entérique qui permet les contractions nécessaires à la digestion

(Olden et al. 2008). Le génotypage révèle que l’inactivation d’ezh2 n’entraîne pas

de changement de son expression au niveau intestinal. Cependant, nous avons noté

que lorsque ezh2 est inactivé, phox2bb est exprimé au niveau de l’oeil alors qu’il

ne l’est pas chez les sauvages. Ainsi, nous avons pu identifier un gène réprimé par

Ezh2 dans l’oeil. Ce gène est régulé par Ezh2 dans une petite population cellulaire

présente parmi une ou plusieurs des couches composant la rétine (cellules ganglion-

naires, pléxiforme interne, pléxiforme externe, photo-récepteur et cellules amacrines

et bipolaires). En effet, par hybridation in situ par fluorescence nous avons mis en

évidence qu’ezh2 est exprimé au niveau de ces couches de la rétine. Ce résultat

200



montre la spécificité de la régulation génique par Ezh2 et la difficulté à identifier des

gènes cibles dérégulés dans l’organisme entier.

Perspectives.

Différenciation cellulaire et apoptose. L’intégrité du tissu intestinal n’est

pas maintenue chez les larves ezh2-/-. Cela pourrait être dû à une différenciation

cellulaire trop importante des cellules souches nécessaires au renouvellement des

cryptes puis à leur entrée en apoptose (processus physiologique après différencia-

tion). Cela pourrait être causé par la mort cellulaire induite par la perte d’Ezh2.

En effet, Chiacchiera et al. 2016, mettent en évidence le rôle d’Ezh2 dans la balance

cellules sécrétrices/ cellules absorbantes. Ezh2 joue un rôle dans le maintien des

cellules souches après irradiation via l’inhibition de Cdkn2a et dans le maintien de

la prolifération des cellules progénitrices. Pour répondre à ces hypothèses, plusieurs

expériences pourraient être conduites.

Tout d’abord, nous pourrions étudier l’expression des marqueurs de différenciation

des différents types cellulaires composant l’intestin. Par hybridation in situ nous

pouvons étudier l’expression de arg2 (marqueur de cellules caliciformes), nkx2.2a

(cellules entéro-endocrines), fabp10a, pept1 (entérocytes), 4E8 (cellules absorbantes)

et 5F11 (membrane basale) chez les larves entre 9 jpf et 12 jpf (Crosnier et al. 2005).

Une coloration au bleu alcian permettrait d’étudier la production de mucus par les

cellules caliciformes (sialomucines et sulphomucines) (Chen et al. 2009). Puis nous

pourrions étudier l’expression des marqueurs de différenciation des muscles et des

neurones au niveau de l’intestin comme desmin (muscles lisses) et nos1 (système

nerveux entérique) (Olden et al. 2008).

Dans le but d’étudier la prolifération cellulaire et les cellules souches présentes à la

base des plis, nous pourrions réaliser un immunomarquage sur coupe de H3S10P,

de P21 et de la CyclineG1. En effet, les protéines P21 et CyclineG1 sont impliquées

dans la régulation négative de la prolifération cellulaire de l’intestin, du foie et du

pancréas exocrine. Il serait intéressant de connaître l’expression de ces protéines

dans notre modèle. Des hybridations in situ permettraient de visualiser l’expression
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des marqueurs de cellules souches : Oct4, Sox2 et Nanog (Jiang et al. 2008, Chen

et al. 2005).

Par la suite, pour étudier le rôle de l’apoptose dans la perte des structures intestinales

il serait intéressant de regarder l’expression des récepteurs de la famille tnfrsf. Le ré-

cepteur TNFRSF10B est régulé par l’ajout de la marque H3K27me3. Son expression

cause l’entrée des cellules en apoptose (Benoit et al. 2013). L’absence de régulation

par Ezh2 pourrait être impliquée dans une expression anormale de ces récepteurs

et l’entrée aberrante en apoptose. D’autres études montrent le rôle anti-apoptotique

d’Ezh2 via la répression du miR-31 (Zhang et al. 2014) et favorise l’hypothèse de

l’apoptose induite suite à l’absente de répression du miR-31 par Ezh2.

L’absence de maintien du tissu intestinal pourrait aussi être la conséquence d’un

changement de forme des entérocytes. Pour examiner cette hypothèse nous pourrions

faire un immunomarquage de la E-cadhérine (polarité cellulaire), de Lgl2 (domaine

baso-latéral) et de Zo1 (jonctions sérées). En effet, les mutants goosepimples/myosin

Vb ont une réduction des plis intestinaux corrélée à un changement de forme des

entérocytes (Sidhaye et al. 2016).

La voie Wnt. Il serait important d’étudier le rôle de la voie Wnt dans l’ab-

sence de maintien du tissu intestinal. L’expression de Wnt et de la βCaténine peut

être observée par immunomarquage. Effectivement, l’activation de la voie Wnt est

responsable de la formation des tumeurs colorectales (Haramis et al. 2006). Elle est

impliquée dans la prolifération des cellules du colon (Gregorieff et al. 2005). La voie

Wnt est régulée de façon tissu spécifique via le facteur de transcription Lbx2 qui pro-

meut la transcription des gènes cibles chez l’embryon au moment de la gastrulation

(Lu et al. 2014). Le facteur Tcf4 est impliqué dans la transcription des gènes cibles

de la voie Wnt (maintien des cellules souches de la crypte intestinale) (Korinek et al.

1998).

Cibles d’Ezh2. San et al. 2016, mettent en place un modèle d’inactivation

d’ezh2 (MZezh2 ) dans la lignée germinale (paternelle et maternelle). Ils montrent

l’absence de la marque H3K27me3 chez ces mutants à 24 hpf. Chez ce mutant, les
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programmes géniques sont dérégulés : 654 gènes sont sur-exprimés et 627 gènes sont

sousexprimés à 0 hpf. Les gènes sur-exprimés sont associés au développement. La

surexpression est directement liée à l’absence Ezh2/H3K27me3 mais la sousexpres-

sion provient d’un mécanisme indirect. Cette analyse à grande échelle sur embryons

entiers n’a pas permis de mettre en évidence des gènes cibles spécifiques des diffé-

rents tissus. Nous avons identifié phox2bb comme cible d’Ezh2 au niveau de l’oeil

par hybridation in situ. Cette régulation est tissu spécifique. Une analyse à grande

échelle ne nous aurait pas permis de visualiser ce changement d’expresssion. Les

micro-dissections pourraient également permettre de réaliser du chip-seq en colla-

boration, de façon organe ou tissu spécifique. Les micro-dissections permettent de

dissocier de très petits tissus comme l’épithélium pigmenté de la rétine (Zhang et al.

2010b).

Chez l’adulte. Finalement, pour compléter les informations collectées à la

fin de ces expériences, il serait intéressant de documenter l’expression d’Ezh2 dans

les différentes parties de l’intestin chez le poisson zèbre adulte sauvage. De plus,

un mutant inductible (induction par le tamoxifen) pourrait être mis en place afin

d’inactiver Ezh2 spécifiquement au niveau de l’intestin chez les adultes et d’étudier

l’impact de son absence sur le renouvellement intestinal.

2.4.1 Maintien des tissus.

L’oeil. L’identification de la dérégulation de l’expression de phox2bb par hybrida-

tion in situ nous a amené à étudier la morphologie de l’oeil. La coloration héma-

toxyline et éosine des yeux chez les sauvages et mutants à 9 jpf ne nous a pas permis

d’identifier d’anomalie du développement. De plus, il n’y a pas de différence de taille

des yeux entre les sauvages et les mutants à 4 jpf.

Le pancréas. L’inactivation d’ezh2 cause une anomalie de développement du tube

digestif. Nous nous sommes intéressés au développement des autres organes diges-

tifs comme le pancréas. Le marquage de l’insuline et du glucagon à 5 jpf montre
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qu’il n’y a pas d’anomalie de développement et de maintien du pancréas endocrine

en l’absence d’ezh2. Cependant, il y a un défaut de maintien du tissu du pancréas

exocrine. En effet, à 3 jpf il n’y a pas de différence entre les embryons sauvages et

les mutants mais à 5 jpf le pancréas exocrine est plus petit chez le mutant que chez

le sauvage. La quantification du signal nous a permis de mettre en évidence que

cette différence est significative. Ezh2 est impliquée dans le maintien du pancréas

exocrine dès 5 jpf.

Le gène def (digestive-organ expansion factor) est un facteur spécifique de l’endo-

derme. Son inactivation cause l’arrêt du cycle cellulaire mais pas l’apoptose (pas de

marquage TUNEL). Les embryons se développent normalement jusqu’à 2 jpf, ce qui

suggère que def n’a pas de rôle dans l’initiation et le développement des organes

digestifs. Cependant à 3 jpf, les organes deviennent hypoplasiques. Certains organes

sont moins développés chez les sauvages comme l’intestin, le foie, la vesicule biliaire,

le pancréas et la vessie natatoire alors que d’autres organes issus du mésoderme ne

sont pas atteints (somites, vaisseaux sanguins). Comme chez notre mutant ezh2, le

mutant def a un pancréas exocrine plus petit alors que le pancréas endocrine est

identique à celui du sauvage. Les auteurs concluent que def est requis pour la crois-

sance du pancréas exocrine mais pas celle du pancréas endocrine. L’hybridation in

situ de def sur coupe montre que celui-ci est exprimé dans le tube digestif et le

pancréas exocrine mais pas dans le pancréas endocrine (Chen et al. 2005). Les cel-

lules pancréatiques endocrines et exocrines proviennent des progéniteurs exprimant

pdx1. Jiang et al. 2008, identifient exdpf (exocrine differenciation and proliferation

factor) comme marqueur exprimé fortement dans les progéniteurs des cellules exo-

crines ainsi que dans les cellules différenciées lors du développement. L’inactivation

de ce gène cause un arrêt du cycle cellulaire des cellules du pancréas exocrine mais

n’affecte pas le pancréas endocrine.

Perspectives. Il serait intéressant de réaliser une hybridation in situ d’ezh2 sur

coupe afin d’observer son expression dans les différents organes de façon plus précise

que sur embryons entiers. Il serait important de visualiser l’expression de exdpf par
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hybridation in situ et d’observer si son expression est atteinte lors de l’absence

d’Ezh2. La voie Wnt est active lors de la croissance du poisson zèbre. Cette voie

pourrait contrôler la taille des organes et coordonner la croissance. Il serait utile

d’observer l’expression des acteurs de cette voie (Wnt, βCaténine, Tcf, Lef) par

hybridation in situ ou immunomarquage. Nous pourrions aussi analyser le phénotype

des larves traitées avec des inhibiteurs de cette voie comme XAV939 et IWR1, qui

causent une baisse d’expression de la βCaténine et de Lef (Shimizu et al. 2012).

2.5 La régénération

Nos résultats mettent en évidence l’expression d’Ezh2 dans la régénération de la

nageoire caudale chez l’adulte et son rôle chez la larve. Par hybridation in situ j’ai

montré qu’Ezh2 est exprimée chez l’adulte 4 jpa et chez la larve 2 jpa. L’inhibition

d’Ezh2 par le GSK126 chez la larve cause une régénération anormale. En effet, la

cicatrisation a lieu au niveau des tissus mous qui ont régénéré en partie mais la

chorde ne semble pas régénérée. Le même résultat est obtenu lorsque la nageoire

caudale est amputée chez les mutants ezh2-/-. L’amputation uniquement du tissu

mou de la nageoire caudale régénère correctement en l’absence d’Ezh2.

Chez le poisson zèbre, la régénération est accompagnée de la re-expression des gènes

normalement réprimés au cours du développement (Stewart et al. 2009). Ainsi, l’ab-

sence d’Ezh2 doit causer l’incapacité des cellules à modifier leur programme d’expres-

sion génique. En effet, les gènes impliqués dans la régénération possèdent au niveau

de leur promoteur la présence de marques bivalentes (H3K27me3 et H3K4me3). De

plus, l’expression de Jmjd3 est importante lors de la régénération. Ces résultats

confirment l’importance de la modulation de H3K27me3 dans ce processus (Kat-

suyama et al. 2011). Le rôle de l’orthologue d’Ezh2 chez le criquet, E(z), a été mis

en évidence dans la régénération de la patte. Son inhibition cause la formation d’un

segment supplémentaire. Le contrôle de la marque H3K27me3 est donc crucial lors

du processus de régénération (Hamada et al. 2015).
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Perspectives. Pour comprendre le rôle d’Ezh2 dans le processus de régénération

de la nageoire caudale il serait intéressant d’observer si l’inhibition d’Ezh2 par le

GSK126 chez l’adulte cause une absence de régénération. Ensuite nous pourrions

observer l’expression par immunomarquage de la marque H3K27me3 sur des coupes

de nageoire en régénération chez l’adulte et chez l’embryon sauvages. De cette façon

il serait possible d’identifier les populations cellulaires où la marque est ajoutée ou

réduite. Finalement, il serait important de mettre en lien la localisation de la marque

H3K27me3 et celle d’Ezh2.

2.6 Rôle des ARN maternels.

La mutation d’Ezh2 à l’état homozygote chez la souris cause la mort des em-

bryons avant la gastrulation (O’Carroll et al. 2001). Cependant, l’inactivation d’ezh2

chez le poisson n’est mortelle qu’à 12 jpf alors que tous les organes ont correctement

été mis en place à 5 jpf. Chez le poisson zèbre, les ARN maternels sont dégradés

plus tard que chez la souris et peuvent protéger l’embryon lors des premiers stades

de développement (figure 72) (Tadros et al. 2009).

Figure 72: Activation du génome zygotique chez le poisson zèbre et la souris.
Comparaison de l’activation du génome zygotique (ZGA) chez la souris et le
poisson zèbre. Les divisions cellulaires sont représentées pour chaque espèce selon
l’axe temporel après fécondation. La courbe rouge représente la dégradation des
ARN maternels. Les courbes bleues claire et bleues foncé représentent les vagues
d’activation du génome zygotique selon des clusters géniques. Figure adaptée de
Tadros et al. 2009.

206



De plus, nous avons montré que la mère dépose l’ARNm ezh2 sauvage. Afin

de savoir si cet ARN maternel protège les embryons d’un phénotype plus précoce

nous avons décidé d’inhiber la protéine Ezh2 grâce au GSK126. Le GSK126 est 1000

fois plus spécifique d’EZH2 que d’autres histones méthyltransférases et 150 fois plus

spécifique d’EZH2 que d’EZH1 (McCabe et al. 2012). Nous avons choisi d’inhiber

les embryons au stade 2 cellules et avant 3 hpf (avant la gastrulation). Après avoir

testé des concentrations comprises entre 0,25µM à 5µM nous avons choisi la concen-

tration de 1µM qui permet d’avoir le taux le plus élevé de malformations et une

moindre mortalité des embryons. L’utilisation de 1µM de GSK126 cause la mort des

embryons (23,9% à 24 hpf et 33,4% à 96 hpf) et des anomalies du développement en

comparaison au contrôle DMSO. Ces anomalies sont : un retard de développement

marqué à 24 hpf, des oedèmes cardiaques, un retard de développement des nageoires

caudales et des yeux plus petits à 96 hpf. Ainsi le phénotype observé est différent

de celui de notre mutant et les larves survivent au moins jusqu’à 4 jpf en l’absence

d’Ezh2 maternel. Ce phénotype est associé à une baisse de la marque H3K27me3

chez les larves à 96 hpf.

Lorsque les embryons sont traités au stade 2 cellules, nous n’observons pas d’aug-

mentation de la mortalité ni de phénotype plus marqué. Ainsi, les embryons peuvent

se développer lorsque la protéine Ezh2 issue des ARN maternels est inhibée très tôt

dans le développement. Le phénotype que nous observons chez notre mutant est en

partie amoindrie par la présence des ARN maternels (pas de retard de développe-

ment, oedème cardiaque), mais les embryons de poisson zèbre peuvent se développer

en l’absence d’Ezh2 fonctionnel.

Cette absence de phénotype suite à l’inhibition d’Ezh2 pourrait être due au fait

qu’avant la ZGA il existe un pré-modelage de la chromatine via l’ajout de H3K27me3

au niveau des gènes impliqués dans le développement, comme les gènes hox. Elles

sont certainement dictées par la position des marques épigénétiques des gamètes

(Lindeman et al. 2011, Wu et al. 2011). L’information portée par la mère et le père

est importante pour le développement (Harvey et al. 2013). Cependant, les embryons

obtenus d’un croisement de mâle et femelle dont la lignée germinale est homozygote
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mutante sont viables jusqu’à 2 jpf (San et al. 2016).

2.7 Compensation par Ezh1

Nous avons mis en évidence que les embryons de poisson zèbre, contrairement à

ceux de la souris se développent en l’absence d’Ezh2 et que la marque H3K27me3

n’est pas totalement abolie en l’absence d’Ezh2. Ce phénotype pourrait être atténué

par l’expression d’Ezh1. En effet Ezh1 tout comme Ezh2 peut catalyser la marque

H3K27me3 pour réprimer l’expression génique. La présence d’Ezh1 peut également

expliquer la présence de la marque H3K27me3 résiduelle chez les mutants à 10

jpf. Dans l’objectif d’étudier la compensation possible d’Ezh2 par Ezh1, j’ai utilisé

l’UNC1999 qui inhibe ces deux protéines. Nous avons utilisé cet inhibiteur à une

concentration de 5µM et traité les embryons avant 3 hpf (avant la gastrulation).

La mortalité n’est pas plus importante lorsque les deux protéines sont inhibées

(29,6% de mort à 96 hpf), les larves qui survivent présentent un phénotype différent

de celui associé à l’inhibition d’Ezh2 seule. A 24 hpf, les embryons présentent un

retard de développement et à 96 hpf les larves ont des oedèmes cardiaques et sont

moins pigmentés. L’abondance de la marque H3K27me3 est atténuée de façon plus

drastique avec l’UNC1999 (en comparaison au GSK126), il y a une baisse de 70%

de la méthylation de la lysine 27 de l’histone H3.

Perspectives. Au laboratoire nous avons également inactivé le gène ezh1 grâce

aux TALEN. Les homozygotes mutants sont viables, fertiles et ne présentent pas

de phénotype macroscopique. Cette lignée sera croisée avec la lignée hétérozygote

mutante ezh2 afin d’étudier l’impact de l’absence de ces deux protéines lors du

développement.

2.8 Perspectives à long terme.

Mise en place de la marque H3K27me3 lors du développement embryon-

naire. Ainsi, la mortalité associée à l’inactivation d’Ezh2 chez le poisson zèbre
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arrive tardivement en comparaison à celle observée chez la souris (au moment de la

gastrulation). En comparaison au modèle murin, le poisson zèbre nous a permis de

mettre en évidence le rôle d’Ezh2 dans le maintien des tissus (intestin, pancréas)

et son rôle dans la régénération de la nageoire caudale. Cependant, le résultat est

étonnant car tous les tissus se mettent correctement en place chez le poisson zèbre en

l’absence d’Ezh2. De plus, la mise en place des tissus a lieu également en l’absence

d’ARN maternel ezh2, comme l’ont montré San et al. 2016. Cela pourrait signifier

qu’il existe une mise en place des marques épigénétiques nécessaires au contrôle de

l’expression génique, indépendante d’Ezh2 ou compensée en cas d’absence, lors du

développement.

Il serait donc intéressant d’étudier plus en détail la mise en place de la marque

H3K27me3 lors du développement.

Chez les bovins, l’expression des protéines Polycomb est très forte au stade blasto-

cyste. EZH2 est exprimée très tôt dans le développement, c’est la présence de EED et

SUZ12 dans le noyau qui va réguler la catalyse de H3K27me3. L’expression d’EZH2

est très forte avant la fécondation puis est quasi absente au stade 8 cellules. Cette

baisse d’expression est associée à la baisse de l’abondance de la marque H3K27me3.

Son expression forte est retrouvée au stade blastocyste (Ross et al. 2008). Chez les

anamniotes, dont font partie les poissons, il y a une longue période durant le dé-

veloppement où les cellules se divisent en absence de transcription. Chez le poisson

zèbre il n’y a pas de transcription durant les 3 premières heures du développement.

L’activation du génome zygotique (ZGA) débute au moment de la mi-blastula. Il y

a une régulation de l’expression permise par la mise en place de marques provenant

des génomes parentaux, des ARN et protéines stockés dans le cytoplasme de l’oeuf.

Lors de l’activation du génome zygotique, il y a un remodelage des marques épigné-

nétiques. Les enzymes impliquées dans la catalyse des modifications épigénétiques

(dont Ezh2) sont requises ; Aanes et al. 2011 montrent l’importance de leur expres-

sion très tôt dans le développement. Lors de la ZGA il y a une forte augmentation

du nombre de régions génomiques portant les marques H3K27me3 et H3K4me3.

L’abondance de la marque H3K9me3 n’augmente qu’après la ZGA. Après la ZGA le
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contrôle de l’expression par les marques épigénétiques se complexifie. Les marques

épigénétiques présentes de façon antérieure à la ZGA peuvent provenir des gamètes.

Plusieurs hypothèses peuvent être envisagées. Les marques épigénétiques sont dic-

tées par celles présentent dans les gamètes ou synthétisées de novo. En effet, certains

gènes avant la ZGA possèdent les même marques que celles trouvées dans le sperme.

Les gènes du sperme portant les marques activatrices de la transcription sont trans-

crits activement à la ZGA (Wu et al. 2011). Ce système constituerait un mécanisme

de transmission des marques au cours des générations. Mais certains gènes marqués

dans le sperme ne le sont pas avant la ZGA. Il se peut que la méthylation au moment

de la ZGA soit issue d’un marquage épigénétique de novo après fécondation (An-

dersen et al. 2013). Chez le xénope, la marque H3K27me3 est retrouvée au niveau

de séquences non méthylées conservées avec l’Homme et le poisson. Ce résultat tend

en faveur d’une méthylation des histones de novo contrôlée ici par la méthylation

de l’ADN (van Heeringen et al. 2014). La méthylation des histones est également

de novo chez le bovin (Bogliotti et al. 2012). Chez le porc la ZGA a lieu au stade

4 cellules. Gao et al. 2010, mettent en évidence la baise de la marque H3K27me3

et H3K4m3 entre les stades 1 à 4 cellules. L’abondance de la marque H3K4me3 est

retrouvée au stade morula alors que la marque H3K27me3 est retrouvée au stade

blastocyste. Leur hypothèse est que la marque H3K4m3 joue un rôle dans l’acti-

vation de la transcription tôt dans le développement puis l’expression est régulée

afin de déterminer le devenir cellulaire par l’apposition de la marque H3K27me3.

Liu et al. 2016, confirment dans le modèle murin que la marque H3K4me3 est ré-

tablie beaucoup plus rapidement que la marque H3K27me3. Serait-il donc possible

que l’absence de la marque H3K27me3 ne soit pas indispensable très précocément ?

L’absence de la marque H3K27me3 peut-elle être compensée par une autre marque

épigénétique jusqu’à un certain seuil de mise en place des tissus qui permettrait aux

larves de se développer jusqu’à 12 jpf ?

Etude du rôle d’Ezh2 dans la cancérogénèse. Le rôle d’EZH2 dans la tu-

morigénèse a été largement mis en évidence (Völkel et al. 2015). Pour comprendre
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le rôle d’EZH2 lors du développement cancéreux, nous souhaiterions utiliser le mo-

dèle du poisson zèbre. Le miR let-7 réprime EZH2 dans le cancer de la prostate

(Kong et al. 2012). Pour approfondir le rôle de ce micro-ARN dans la régulation

d’Ezh2, le site de liaison de let-7 pourra être muté grâce aux TALEN. Ce modèle

permettra de mettre en place une sur-expression d’Ezh2 proche de la physiologie

des cellules cancéreuses. EZH2 est réprimée dans le cancer de la prostate mais peut

être, dans d’autres cancers, sur-exprimée suite à des mutations faux-sens. C’est le

cas de la mutation de la tyrosine 641. Pour mimer cette surexpression biologique,

les TALEN peuvent être utilisés pour muter la tyrosine 655 (analogue à la tyrosine

641 chez l’Homme) en asparagine (Morin et al. 2010). Cette mutation devrait causer

chez le poisson une augmentation de la marque H3K27me3 et pourrait être liée au

développement de cancers.

2.9 Conclusion générale

En conclusion mes travaux de thèse ont permis de mettre en évidence pour la

première fois le rôle de la protéine Pcgf1 chez un modèle vertébré. L’inactivation

de la protéine a montré que Pcgf1 joue un rôle dans le développement précoce, elle

contrôle le cycle cellulaire. Son absence cause un retard de développement. Chez les

adultes, l’inactivation de pcgf1 cause un vieillissement précoce et semble impliquée

dans le recrutement des cellules souches nécessaires au renouvellement des tissus.

Ce modèle souligne que la protéine Pcgf1 n’est pas indispensable au développement

du poisson zèbre, elle pourrait être compensée par une autre protéine Pcgf.

L’inactivation de la protéine Ezh2 chez la souris a mis en évidence son importance

dans le développement mais n’a pas permis de comprendre la cause de la mort des

embryons. Pour comprendre le rôle d’Ezh2 dans le développement embryonnaire,

nous avons inactivée celle-ci chez le poisson zèbre. A la différence du mutant chez la

souris, les embryons de poisson zèbre peuvent se développer normalement. Les larves

meurent à 12 jpf mais l’organogénèse est correcte en l’absence d’Ezh2. Ce modèle

nous a permis de démontrer le rôle de la protéine Ezh2 dans le maintien des tissus
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(intestin, pancréas exocrine). Nous avons également mis en évidence son rôle dans

la régénération de la nageoire caudale chez la larve et révélé le rôle d’Ezh2 dans la

régulation de l’expression de phox2bb dans l’oeil.
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Abstract
Polycomb Repressive Complex (PRC) 1 regulates the control of gene expression programs

via chromatin structure reorganization. Through mutual exclusion, different PCGF members

generate a variety of PRC1 complexes with potentially distinct cellular functions. In this con-

text, the molecular function of each of the PCGF family members remains elusive. The

study of PCGF family member expression in zebrafish development and during caudal fin

regeneration reveals that the zebrafish pcgf genes are subjected to different regulations

and that all PRC1 complexes in terms of Pcgf subunit composition are not always present in

the same tissues. To unveil the function of Pcgf1 in zebrafish, a mutant line was generated

using the TALEN technology. Mutant pcgf1-/- fish are viable and fertile, but the growth rate

at early developmental stages is reduced in absence of pcgf1 gene function and a signifi-

cant number of pcgf1-/- fish show signs of premature aging. This first vertebrate model lack-

ing Pcgf1 function shows that this Polycomb Group protein is involved in cell proliferation

during early embryogenesis and establishes a link between epigenetics and aging.

Introduction
In eukaryotes post-translational modifications of histone proteins play a crucial role in chro-
matin organization and in the control of gene expression programs. Polycomb Group (PcG)
proteins are part of the enzymatic machineries involved in these histone modifications [1].
PcG proteins interact to form two major multiprotein complexes, Polycomb Repressive Com-
plex 1 (PRC1) and PRC2 which catalyze two post-translational histone modifications involved
in chromatin compaction and gene silencing. PRC1 is responsible for the monoubiquitinyla-
tion of histone H2A at lysine 119 (H2AK119ub1) whereas PRC2 trimethylates lysine 27 of his-
tone H3 (H3K27me3) allowing the recruitment of PRC1 [2–5].

In Drosophila, core PRC1 is composed of Polycomb (Pc), a chromodomain-containing pro-
tein binding to H3K27me3 marks [6, 7], Sex combs extra (Sce) which is responsible for H2A
ubiquitinylation [5], Posterior sex combs (Psc) able to compact chromatin in vitro [8], and the
poorly characterized protein Polyhomeotic (Ph). In contrast, vertebrate PRC1 complexes are
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very heterogeneous since each of the Drosophila subunits is encoded by several orthologs that
can associate in a combinatorial fashion. Mammalian genomes contain five orthologs for Pc
(CBX2, 4, 6, 7 and 8), two orthologs for Sce (RING1 and RNF2), five Psc genes (BMI1, PCGF1,
2, 3, 5 and 6) and three Ph orthologs (PHC1, 2 and 3). A number of reports have shown that
multiple PRC1 complexes, distinct in their subunits composition due to combinatorial permu-
tations, exist in human cells [9–16]. To complicate matters further, several PRC1 subunits
could also associate to form non-canonical PRC1 complexes [13, 14, 17, 18]. In addition, mice
deficient for individual PRC1 components show distinct phenotypes suggesting that different
PRC1 complexes might have at least some non-redundant functions [19–26]. Thus, under-
standing the individual role of the distinct isoforms of the PRC1 protein complexes remains an
objective towards the deciphering of the Polycomb-mediated repression in vertebrates.

The zebrafish (Danio rerio) is a widely used vertebrate model for studying development and
morphogenesis. Owing to external fertilization and optical transparency of the embryos, early
development of zebrafish can be easily followed. Furthermore, the recent emergence of power-
ful genome-editing technologies, such as the Transcription Activator-Like Effector Nucleases
(TALENs) and the Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats / CRISPR-asso-
ciated System (CRISPR/Cas9) applied to zebrafish, allows rapid gene function studies in this
organism [27–32].

Here, we report on the expression of the Psc family members during zebrafish development
and during caudal fin regeneration. We provide evidences that the different genes are differen-
tially expressed suggesting that distinct PRC1 variations occur during zebrafish development
and caudal fin regeneration. Using the TALEN technology, we generated a pcgf1 loss-of-func-
tion zebrafish line. This line is viable and fertile indicating that Pcgf1 is dispensable in zebra-
fish. However, we show that zebrafish growth at early developmental stages is reduced in the
absence of pcgf1 gene function and about 35% of pcgf1-/- fish show signs of premature aging.

Materials and Methods

Ethical Statement
The zebrafish experiments described in this study were conducted according to the French and
European Union guidelines for the handling of laboratory animals. The experimental proce-
dures carried out on zebrafish were reviewed and approved by the local Ethics Committee
from the Animal Care Facility of the University of Lille. None of the animals utilized in this
work became ill or died before the experimental endpoint. At the end of the experiment, fish
older than 8 dpf were humanely euthanized by immersion in an overdose of tricaine methane
sulfonate (MS-222, 300 mg/L) for at least 10 minutes, whereas younger fish were immobilized
by submersion in ice water (5 parts ice/1 part water, 0–4°C) for at least 20 minutes to ensure
death by hypoxia.

Zebrafish maintenance and embryo preparation
Zebrafish (TU strain) were maintained at 27.5°C in a 14/10h light/dark cycle. The evening
before spawning, males and females were separated into individual tanks. Spontaneous spawn-
ing occurred when the light turned on and embryos or larvae were collected and staged accord-
ing to Kimmel et al. [33]. The chorions were removed from embryos by the action of 1%
pronase (Sigma) for 1 min, and embryos or larvae were fixed overnight in 4% paraformalde-
hyde in PBS (phosphate-buffered saline, Invitrogen), dehydrated in 100% methanol and kept
at -20°C.

For caudal fin amputation, 3 to 6 month-old zebrafish were anaesthetized with MS-222 (tri-
caine, ethyl 3-aminobenzoate methanesulphonate, 0.168 mg/mL; Sigma-Aldrich) and
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approximately two-thirds of the fin was cut with a blade. After fin amputation, the fishes were
allowed to regenerate their fin in the aquarium until 4 days at 27.5°C. The blastemal starts to
form at approximately 24-hours post amputation (hpa) and the amputated fins have been fully
restored at around 14-days post amputation (dpa).

Genotype analyses
Three day-old embryos or pieces of caudal fin were incubated in 10 μL of PCR extraction buffer
(10 mM Tris-HCl pH8.0, 2 mM EDTA, 0.2% Triton X-100, 100 μg/mL Proteinase K) and
placed at 50°C for 4 hours prior proteinase K inactivation at 95°C for 5 min. Genotype analysis
was performed by PCR on 2.5 μL of samples using the primer set TAL_pcgf1_5' (5’-GAACA
CAATGAACACAATGGC-3’) and TAL_pcgf1_3' (5’-GGACAATACTTGCTGGTCTGG-3’)
followed by PCR product digestion with the ClaI restriction enzyme. Sequence determination
(GATC-Biotech, Germany) was performed after cloning of the PCR products into the vector
pCR-XL-TOPO (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions.

In situ hybridization
Antisense RNA probes were synthesized with the DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) (Roche,
11175025910), according to the manufacturer’s instructions from 1 μg of linearized plasmid
DNA. The following IMAGE cDNA clones purchased at imaGenes GmbH (Berlin), were used:
pcgf1, cDNA clone MGC:162519 IMAGE:7165875; bmi1a, cDNA clone MGC:56403
IMAGE:5605189; bmi1b, cDNA clone MGC:63927 IMAGE:6790897; pcgf5a, cDNA clone
MGC:136815 IMAGE:7258679; pcgf5b, cDNA clone MGC:194668 IMAGE:9039003; pcgf6,
cDNA clone MGC:162242 IMAGE:8745325. In situ hybridization was performed as described
by Thisse and Thisse [34]. Briefly, the fixed embryos were rehydrated and permeabilized with
10 μg/mL proteinase K for 30 sec (0.75 to 8 hpf embryos), 1 min (12 and 16 hpf embryos) or 10
min (24 hpf embryos) at room temperature. Ten to 15 embryos from each time points were
hybridized with digoxigenin-labeled antisense RNA probes at 70°C. After extensive washing,
the probes were detected with anti-digoxigenin-AP Fab fragment (Roche Diagnostics,
1093274, diluted at 1:10,000), followed by staining with BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-indo-
lyl-phosphate/nitro blue tetrazolium) alkaline phosphate substrate.

The embryos were imaged using a Leica MZ10F stereomicroscope equipped with a Leica
DFC295 digital camera.

Regenerating fins were fixed in 4% paraformaldehyde overnight, embedded in paraffin, and
cut into 7-μm-thick sections. These were mounted on sylanated glass slides, deparaffinated and
rehydrated before performing in situ hybridization on slides.

TALEN design and assembly
The pcgf1 TALEN target site was selected using the online TAL Effector-Nucleotide Targeter
tool (https://tale-nt.cac.cornell.edu/; [35]) in exon 2 with the following parameters: (i) spacer
length of 14–17 bp, (ii) repeat array length of 16–18 bp, (iii) each binding site was anchored by
a preceding T base in position ‘‘0” as has been shown to be optimal for naturally occurring
TAL proteins [36, 37], (iv) presence of a restriction site (ClaI) within the spacer sequence for
screening and genotyping purposes.

Pcgf1-specific TALEN constructs were engineered using the TALEN Golden Gate assembly
system described by Cermak et al., [38]. The TALEN expression backbones, pCS2TAL3DD
and pCS2TAL3RR [27], and the plasmids providing repeat variable diresidues (RVD) [38] for
Golden Gate Cloning were obtained from Addgene.

Pcgf1 in Zebrafish
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mRNA injection into zebrafish embryos
Capped mRNAs were synthetized using the SP6 mMESSAGE mMACHINE kit (Ambion)
from linearized plasmid templates. mRNAs (50–100 pg) were injected into 1-cell zebrafish
embryos using a FemtoJet microinjector (Eppendorf).

Histone extraction and western blot analysis
Histone extracts were prepared by lysis of 5 embryos per tube in PBS containing 0.5% Triton
X-100, 2 mM phenyl-methylsulfonyl fluorid (PMSF), 0.02% NaN3, 10 min on ice. After centri-
fugation, the pellet was resuspended in 0.2 N HCl and core histones extracted overnight at 4°C
while rocking. Samples were centrifuged and the supernatant containing the histones was
stored at -20°C.

For Western blotting, protein samples in SDS loading buffer were electrophoresed on
4–12% Bis-Tris gels (NuPAGE, Invitrogen) and transferred to nitrocellulose membranes using
the iBlot1 Dry Blotting System (Invitrogen). Efficiency of the transfer is verified by immersing
the blotted membrane into a Ponceau S staining Solution (0.1% Ponceau S in 5% acetic acid,
Sigma). The membranes were then destained and blocked in 5% milk powder in PBS-T (1x
PBS with 0.1% Tween20) for 1 hour at room temperature, incubated for the same time with the
primary antibody in 5% milk in PBS-T, and washed three times 10 min in PBS-T. The mem-
branes were then incubated with the peroxidase-conjugated secondary antibody in 5% milk in
PBS-T for 1 hour and afterward washed three times 10 min in PBS-T. Signal was detected
using a chemiluminescence substrate (Western Lightning Ultra, PerkinElmer) with a Lumines-
cent Image Analyzer (LAS-4000, Fujifilm).

Primary antibodies used were rabbit anti-H2AK119ub1 (1:500; ABE569, Millipore) and
anti-H4 (1:500; ab7311, Abcam). The secondary antibody was a peroxidase conjugated AFFini-
Pure donkey anti-rabbit antibody (1:10,000; 711-035-152, Jackson ImmunoResearch).

Whole mount immunohistochemistry
Zebrafish embryos were fixed 2 hours at room temperature in 4% paraformaldehyde, followed
by dehydration and storage overnight in methanol at -20°C. Embryos were then digested in
PBS containing 0.1% Tween20 and 10 μg/mL proteinase K and blocked in PBS containing
0.1% Tween20 and 2% sheep serum.

The primary antibodies used were mouse anti-MF20 (1:20; Developmental Studies Hybrid-
oma Bank, developed under the auspices of the NICHD and maintained by The University of
Iowa, Department of Biology, Iowa City, IA 52242) and rabbit anti-H3S10p (used at 1.33 μg/
mL; sc-8656-R, Santa Cruz). The secondary antibodies were a peroxidase conjugated Affini-
Pure goat anti-mouse (1:500; 115-035-003, Jackson ImmunoResearch) and an Alexa fluor goat
anti-rabbit 546 (1:5,000; A-11010, Life Technologies).

Acridine orange staining
Live dechorionated zebrafish embryos were incubated for 30 minutes at 28°C in E2 medium
(15 mMNaCl, 0.5 mM KCl, 0.5 mMMgSO4, 0.15 mM KH2PO4, 0.04 mMNa2HPO4, 1.3 mM
CaCl2, 0.7 mM NaHCO3) containing 2 μg/mL Acridine Orange (Chroma). Following extensive
washes in E2 medium, embryos were anaesthetized with 0.01 mg/mL tricaine (Sigma Aldrich)
and imaged with a Leica MZ10F stereomicroscope equipped with a Leica DFC295 digital
camera.
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Alcian blue–Alizarin red staining
Zebrafish embryos and larvae were fixed 2 hours at room temperature in 4% paraformaldehyde
and dehydrated 10 min in 50% ethanol. Cartilages were stained in 0.02% Alcian blue (Sigma
Aldrich), 60 mMMgCl2, 70% ethanol, overnight at room temperature. Bones were then stained
in 0.1% Alzarin red (Sigma Aldrich) 24 hours at room temperature. Pigments were bleached by
a 2-hours incubation in water containing 1% KOH, 3% H2O2. Embryos and larvae were
digested with 0.05% trypsin (Sigma Aldrich) until tissue disappeared (1 to 4 hours depending
on the developmental stage) and fixed in 95% ethanol before storage in 70% glycerol.

Senescence-associated β-galactosidase assay
Adult zebrafish were anaesthetized in MS-222 (0.168 mg/mL) and placed into ice-cold fish
water. The fish were washed twice in PBS pH7.4, and fixed for 3 days in 4% paraformaldehyde
with PBS at 4°C. After fixation, fish were washed 3 times in PBS pH7.4, and 1 time 1 hour in
PBS pH6.0 at 4°C before incubation in the SA-β-gal staining solution (5 mM potassium ferro-
cyanide, 5 mM potassium ferricyanide, 2 mMMgCl2, 1 mg/mL X-gal in PBS pH6.0) overnight
at 37°C. The same procedure was used for embryos fixed for 2 hours in 4% paraformaldehyde
with PBS at room temperature. For adult zebrafish analyses, the trunk area for colorimetric
quantification was chosen by selection of the area between the operculum and the dorsal and
anal fins as described by Kishi et al. [39].

Quantification of spinal curvature in zebrafish
Adult zebrafish were anaesthetized with MS-222 (0.168 mg/mL) and photographed with a digi-
tal camera. Using Image-J (NIH Image), a body midline was drawn and measured on digital
images between the tip of the caudal peduncle and the center of the occipital orbit (“b” in S1
Fig). A perpendicular line was then drawn from the midline to the apex of the fish body (“a” in
S1 Fig). The spinal curvature score was defined as the ratio of the length of the perpendicular
line relative to the length of the fish (caudal peduncle to occipital orbit).

Results
The zebrafish genome encodes six Psc family members [40]. These genes include pcgf1 and
pcgf6 the orthologs of the PCGF1 and PCGF6 genes, respectively. In addition, following the
whole-genome duplication that occurred in the teleost lineage after it splits from the tetrapod
lineage, two duplicated ohnologs have been retained in the zebrafish genome for BMI1 (bmi1a
and bmi1b) and for PCGF5 (pcgf5a and pcgf5b). Finally, PCGF2 and PCGF3 do not have corre-
sponding homologs in zebrafish [40].

Pcgf family member expression during zebrafish development
Zygotic transcription in zebrafish starts at about cell cycle 10–13 (3–4 hpf) termed midblastula
transition (MBT). Before this stage, all developmental processes depend on maternally depos-
ited gene products [41, 42]. We examined the expression patterns of the six Psc family mem-
bers before the MBT (0.75 and 2.25 hpf), as well as at later zebrafish developmental stages (4, 8,
12, 16 and 24 hpf) (Fig 1). Whole-mount in situ hybridization revealed that most of the pcgf
family gene members are ubiquitously expressed during zebrafish development. However, the
retained ohnologs in the zebrafish genome showed distinct expression patterns. In contrast to
the bmi1b transcripts, maternally deposited bmi1a transcripts significantly decrease at develop-
mental stages around 4 hpf. Indeed, at 8 hpf, bmi1a transcripts are not detected by whole-
mount in situ hybridization while bmi1bmRNAs are still present. Using GFP sensors [43–45]
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that contain the coding sequence of GFP and the bmi1a 3’UTR or bmi1b 3’UTR, we propose
that determinants responsible for this maternal bmi1amRNA decay may be encoded by the
3’UTR (S2 Fig). Interestingly, the bmi1a 3’UTR contains a putative binding site for the micro-
RNA-430c (miR-430c) which has been shown to be involved in maternal mRNA decay during
zygotic stages [43, 44]. There are also two onhologs for pcgf5; the pcgf5a transcript is present at
all developmental stages, whereas pcfg5b expression starts only after the MBT. Notably, pcgf5b
is the only pcgf family member which is not maternally expressed.

Pcgf family member expression during zebrafish fin regeneration
The zebrafish caudal fin provides a powerful model to study complex tissue regeneration and
bone repair because it is easily accessible and not essential for survival [46, 47]. Upon

Fig 1. Expression of Psc orthologs during zebrafish development.Whole-mount in situ analyses of pcgf1, bmi1a, bmi1b, pcgf5a, pcgf5b and pcgf6
zebrafish genes at 0.75, 2.25, 4, 8, 12, 16 and 24 hpf were representatively shown.

doi:10.1371/journal.pone.0158700.g001
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amputation, the caudal fin is fully restored after approximately 2 weeks. This type of regenera-
tion, called epimorphic regeneration, involves the formation of a blastema, a population of pro-
liferating progenitor cells that arise from dedifferentiation of mesenchymal cells in the stump.
Continuous proliferation in the blastema causes structure outgrowth by providing new cells
that differentiate into the different mesenchymal cell types needed to rebuild the lost fin part.
This regeneration process requires a precise coordination of cell proliferation, cell differentia-
tion, morphogenesis, and patterning. A number of reports demonstrated that epigenetic factors
are involved and modulated in zebrafish caudal fin regeneration [48–50].

We then examined the expression of all Pcgf family members in regenerating caudal fin at 4
days post-amputation (dpa) by in situ hybridization on regenerating caudal fin sections (Fig 2).
No pcgf1 signal was detected in injured or regenerating fins at 4 dpa. Similarly, pcgf5a is not
expressed in the regenerating tissues whereas a signal is observed in the stump. A strong bmi1b
signal is observed in the medial region of the growing structures while bmi1a expression is
restricted to the epidermis. A robust pcgf5b signal is also found in the growing lepidotrichia and in
the blastema. Finally, pcgf6 is expressed in the blastema of the regenerating fins. Thus, it appears
that pcgf family members are diversely expressed in the regenerating caudal fin suggesting that
they might contribute differently to the regeneration process by differential cellular distribution.

Fig 2. Expression of the Pcgf family member during caudal fin regeneration (A) Schematic representation of the
regenerating caudal fin structures. (B) In situ hybridization with pcgf1, bmi1a, bmi1b, pcgf5a, pcgf5b and pcgf6RNA
anti-sense probes on sections of regenerating caudal fins from 6 month-old zebrafish at 4 days post-amputation (dpa).
Dashed lines indicate the amputation plane.

doi:10.1371/journal.pone.0158700.g002
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TALEN-mediated pcgf1 inactivation in zebrafish
To gain further insights into the role of pcgf1 in zebrafish, we generated pcgf1 loss of function
mutants using transcription activator-like effector (TALE) nucleases (TALENs). TALENs con-
sist in the fusion of the endonuclease domain of FokI to engineered sequence-specific DNA-
binding domains from TALEs in order to target the nuclease activity to defined genomic
sequences. Once activated through dimerization, the FokI nuclease introduces a double strand
DNA break that is repaired through the non-homologous end joining (NHEJ) repair pathway.
This repairing process is error prone and will introduce mutations. Among the resulting muta-
tions, several will lead to shifts in the open reading frame, impairing the protein function.
TALENs were designed to target a region within the second exon of pcgf1 in order to introduce
a frame shift upstream of known functional domains, particularly the RING finger motif. Fur-
thermore, the targeted region was chosen to contain a ClaI restriction site that could be used to
screen for mutations and for genotyping purposes (Fig 3A). TALENs were assembled using the
Golden Gate Cloning methodology [38] and in vitro transcribed mRNAs encoding each
TALEN pair were injected into one-cell stage embryos. Genomic DNA was extracted from sin-
gle embryos collected at 3 days after TALEN mRNA injection. PCR amplification of the tar-
geted region, followed by ClaI digestion revealed the efficacy of the designed TALENs and of
the use of the diagnostic restriction site as a genotyping strategy (Fig 3B).

When analyzed by restriction of genomic DNA at 3 days after TALEN mRNA injection, the
mutation rate was about 93% (14 of 15 injected embryos tested). Then, we raised TALENs-
injected embryos to establish an adult F0 founder population. To evaluate the efficiency of germ
line transmission of the mutations, individual F0 fish carrying mutations were crossed to wild-
type TU partners to obtain F1 offspring. Genomic DNA was isolated from individual F1 embryos
from each F0 fish and analyzed by ClaI restriction. Embryos from 4 of 6 individual F0 fish were
heterozygous mutants, demonstrating successful germ line transmission of the mutations. One
mutation causes a deletion of 11 bp (Δ11) leading to a frame shifting of the coding sequence and
appearance of a premature stop codon (Fig 3C). The pcgf1Δ11 allele codes for a predicted protein
of 79 amino acids lacking all conserved protein domains (S3A Fig) and was selected to raise the
mutant zebrafish line used for further phenotypic studies after outcross to wild-type TU fish.

Among siblings from heterozygous pcgf1+/- crosses, we successfully identified males and
females carrying the homozygous Δ11 mutation (pcgf1-/-) (Fig 3D). The homozygous mutants
are viable and fertile allowing us to generate a pcgf1-/- line and thus, to demonstrate that both
maternal and zygotic pcgf1 products are dispensable to zebrafish development. Since the absence
of pcgf1 products does not affect viability and fertility of zebrafish, all the experiments done on
pcgf1-/-mutants were then performed on zebrafish pcgf1-/- homozygous lines in order to exclude
any pcgf1maternal contribution. Whole-mount in situ hybridization showed pcgf1 expression in
the anterior part of the wild-type embryos at 24 hpf. By contrast, pcgf1mRNAwas not detectable
in homozygous pcgf1-/-mutants (S3B Fig), suggesting that the pcgf1mutant mRNA is degraded
via nonsense-mediated decay. Since PCGF1 has been shown to promote monoubiquitinylation
of histone H2A in vitro and in cells in culture [51], we next evaluated the monoubiquitinylation
status of histone H2A in our pcgf1-/- line. Total histones were extracted frommutant and wild-
type embryos at 7 dpf and monubiquitinylation of histone H2A was analyzed by western blot
using a specific anti-H2AK119ub1 antibody. Fig 3E reveals that global levels of monoubiquitiny-
lated histone H2A are similar in pcgf1-/- and pcgf1+/+ total embryos.

Normal but retarded craniofacial development in pcgf1mutants
Rnf2, the single E3 ubiquitin ligase of the zebrafish PRC1 complex, has been shown to be
involved in zebrafish craniofacial development. Indeed, zebrafish rnf2-/- mutants display a
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severe craniofacial phenotype, including an almost complete loss of all cranial cartilage, bone
and musculature [52]. To investigate whether Pcgf1 function could also contribute to craniofa-
cial development, pcgf1-/- developing mutants were stained with Alcian blue and Alizarin red to
visualize cartilage and bone formation, respectively [53] (Fig 4). At 2 dpf, Alcian blue stains the

Fig 3. Generation of a pcgf1 mutant line using the TALEN technology. (A) Schematic representation of the genomic structure of
the pcgf1 gene, with coding and untranslated exon depicted as solid and open boxes, respectively. The exonic regions coding for the
conserved RING finger motif are shown in orange. The location of the pcgf1 TALEN in exon 2 is indicated. The pcgf1 TALEN target
sequence with Left and Right TALEN binding sites in red is shown. The ClaI restriction site is indicated in green. (B) Identification of
mutant embryos using a diagnostic restriction. Genomic DNA was prepared from an uninjected (Control) and a pcgf1 TALEN injected
(TAL-pcgf1) embryo. The TALEN targeted DNA region is amplified by PCR and subjected to ClaI digestion. The TAL-pcgf1 injected
embryo contains undigested material (arrow at 507 bp), indicating that the ClaI diagnostic restriction site has been disrupted. (C)
Sequence of the mutant allele compared to its wild-type counterpart. Dashes indicate deleted nucleotides. For the peptide sequence,
the gray line indicates residues read out of frame prior to encountering a premature stop codon and the red triangle corresponds to the
RING finger motif in the wild-type protein. Size of the predicted proteins is indicated. (D) Pictures of siblings from a pcgf1+/- x pcgf1+/-

cross at 7 months. The genotype of the fish was established using the ClaI diagnostic restriction on genomic DNA obtained by fin
clipping. (E) Global monoubiquitinylation of histone H2A is not affected in pcgf1-/- mutants. Total histone from pools of 5 embryos at 7
dpf were extracted and analyzed by western blotting. The efficiency of the transfer on the membrane is verified by Ponceau staining
(Left) before incubation with anti-H2AK119ub1 and anti-H4 antibodies (Right).

doi:10.1371/journal.pone.0158700.g003
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otoliths of wild-type fish, whereas these structures are not yet apparent in pcgf1-/- mutant. At 6
dpf, cranial cartilages appear to be similar in wild-type and mutant fish. Ossification of the para-
chordal plate starts to be visible by Alizarin red staining in wild-type larvae at 8 dpf, but not in
pcgf1-/- larvae. This lack of Alizarin red staining in mutants reflects a delay, but not a defect, in
the ossification process, since bones look normal at later developmental stages (S4 Fig).

An antibody that recognizes the myosin heavy chain of vertebrate striated muscle was used
to analyze muscle development in pcgf1-/- mutants (Fig 5). At 3 dpf, pcgf1-/- larvae present a
retarded cranial musculature. However, craniofacial musculature appears normal in pcgf1-/-

mutants at 6 dpf.
Taken together, our results indicate that in contrast to rnf2mutants, pcgf1mutants present

a normal but delayed craniofacial development.

Reduced growth of pcgf1mutants at early developmental stages
We observed that cranial cartilage and muscle development was retarded in pcgf1-/- mutants.
To investigate whether development was also delayed at early stages, we measured zebrafish
growth during the first 6 days post-fertilization (Fig 6). Comparison of pcgf1+/+ and pcgf1-/-

embryo development during the cleavage period revealed that mutant embryos develop at
slightly lower rates (Fig 6A). During the blastula period, pcgf1-/- mutants are also retarded

Fig 4. Development of cartilages and bones in pcgf1-/- mutants. Alcian blue stained head cartilages and Alizarin red
stained head bones of pcgf1+/+ (Left) and pcgf1-/- mutant lines (Right) at the indicated developmental points. Note that
ossification is visible at 8 dpf in the wild-type but not in the mutant. cb: ceratobranchials; ch: ceratohyal; ep: ethmoid plate;
m: Meckel’s cartilage; n: notochord; ot: otoliths; pch: parachordal plate; pq: palatoquadrate.

doi:10.1371/journal.pone.0158700.g004
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compared to wild-type embryos (Fig 6B). At 4.5 hpf, pcgf1-/- mutants are at the transition
between the high and oblong stages, whereas pcgf1+/+ embryos reach the dome stage. Similarly,
at 6 hpf during the gastrula period, the epiboly is more advanced in wild-type embryos in com-
parison to their pcgf1-/- counterparts. Altogether, these results indicate that the delayed devel-
opmental growth observed in pcgf1-/- embryos takes place at the very early developmental
stages. At larval stages between 2 and 3 dpf, pcgf1-/- mutants are still significantly smaller than

Fig 5. Cranial musculature in pcgf1-/- mutants.Cranial musculature revealed by immunocytochemistry
using the anti-myosin MF20 antibody shows that muscle development is delayed at 3 dpf but normal at
6 dpf in pcgf1-/- larvae. adm: adductor mandibulae; ah: adductor hyomandibulae; ao: adductor operculi;
bm: branchial musculatur; do: dilatator operculi; h: heart; hh:hyohyoideus; ih: interhyoideus; ima:
intermandibularis anterior; imp: intermandibularis posterior; lap: levator arcus palatini; lo: levator operculi; om:
occular muscle; pf: pectoral fin; sh: sternohyoideus.

doi:10.1371/journal.pone.0158700.g005
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wild-type larvae. Then, the difference in size between wild-type and mutant larvae progres-
sively decreases till 6 dpf (Fig 6C). Later, once exogenous feeding begins, variability in size
increases between larvae with the same genotype and pcgf1+/+ and pcgf1-/- larvae cannot be dis-
tinguished based on their respective size.

In order to investigate whether the retarded growth of pcgf1-/- mutants at early developmen-
tal stages could be due to reduced cell proliferation, we applied whole-mount immunohis-
tochemistry with the mitotic marker phosphohistone H3 since phosphorylation of histone H3

Fig 6. Growth of pcgf1-/- mutants at early developmental stages. (A) Comparison of pcgf1+/+ and pcgf1-/- embryo development during the
cleavage period. Embryos from wild-type and mutant lines were fixed at 0.5, 1, 1.5 and 2 hpf, then 1-, 2-, 4-, 8-, 16-, 32-, 64-, 128- and 256-cell
embryos were then counted, and results are expressed as the number of cells per embryo; n > 100 embryos per time point for each genotype. (B)
Comparison of pcgf1+/+ and pcgf1-/- embryo development at blastula and gastrula periods. Embryos were fixed at 4.5 and 6 hpf and representative
embryos are shown. At 6 hpf embryos can be classified into 2 classes and the proportion of embryos of each group is indicated; n > 100 embryos. (C)
Comparison of the size from head to tail, of fixed pcgf1+/+ and pcgf1-/- larvae at 2, 3, 4, 5 and 6 dpf; Error bars indicate ± SD. Statistical significance
was assessed by Student t-test analysis and significance expressed as the value of p (*, p < 0.1; **, p < 0.01, ***, p < 0.001). Measurements on
embryos and larvae were done on 3 independent experiments using materials from different (3 to 6) layings.

doi:10.1371/journal.pone.0158700.g006
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at serine 10 constitutes a good marker for cell proliferation in zebrafish embryos [54, 55]. Fig 7
shows that pcgf1-/- embryos harbor less mitotic cells than wild-type embryos at 24 hpf. More-
over apoptosis studies by Acridine orange staining and analysis of cellular senescence by senes-
cence-associated β-galactosidase assays were not able to detect significant differences between
pcgf1+/+ and pcgf1-/- embryos at this stage (S5 Fig). Taken together, these results indicate that
the reduced growth of pcgf1-/- embryos is mainly due to reduced cell proliferation, but not to an
increase in apoptosis or senescence.

pcgf1mutants display an early aging phenotype
Although pcgf1-/- zebrafish are viable and fertile, we observed that approximately 35% of
mutant exhibit a spinal curvature at the age of 12 months (Fig 8A and 8B). This spinal curva-
ture phenotype is a common morphological aging manifestation in zebrafish [56, 57]. Such a
morphological alteration has not been observed in our wild-type fish collection at this age, but
was also found in some heterozygous pcgf1+/- zebrafish as well as in pcgf1-/- mutants at the age

Fig 7. Cell proliferation measured by whole-mount immunohistochemistry using an anti-
phosphohistone H3 antibody. (A) Antibody staining against phosphorylated histone H3 (anti-H3S10p) in
pcgf1+/+ and pcgf1-/- 24 hpf embryos. The caudal fin fold region of representative embryos is shown. (B)
Quantification of H3S10p spots in the caudal fin fold expressed per unit of surface since pcgf1+/+ and pcgf1-/-

embryos have different sizes at this developmental stage. Error bars indicate ± SD. Statistical significance
was assessed by Student t-test analysis and significance expressed as the value of p and * indicates
p < 0.01.

doi:10.1371/journal.pone.0158700.g007
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of 6 months (S6 Fig). Since, we could not find abnormalities in the skeleton development in
pcgf1-/- fish (data not shown and S4 Fig), we assume that the spinal curvature observed in
mutant fish reflect a premature aging phenotype. In addition, 12 month-old pcgf1-/- zebrafish
exhibit a stronger senescence-associated β-galactosidase (SA-β-Gal) activity when compared to
control individuals (Fig 8C and 8D). Then, these results suggest that loss of pcgf1 function may
favor accelerated aging in zebrafish.

Discussion
Polycomb Group (PcG) protein complexes regulate gene expression by silencing target genes
through chromatin structure modulation. Among these complexes, canonical PRC1 core com-
plex is formed by a combination of 4 proteins, CBX, PCGF, PHC, and E3-ligase protein that

Fig 8. Phenotype of 12 month-old pcgf1-/-mutants. (A) Pictures of 12 month-old pcgf1+/+ and pcgf1-/- fish. Note that both male and
female pcgf1-/- fish exhibit mild spinal curvature. (B) Measurements of the spinal curvature score in 12 month-old fish from the pcgf1+/+ and
pcgf1-/- populations. Statistical significance was assessed by Student t-test analysis and significance expressed as the value of p. (C)
Senescence-associated β-galactosidase (SA-β-Gal) activity in 12 month-old zebrafish. Whole body staining of SA-β-Gal activity in pcgf1+/+

and pcgf1-/- fish harboring a spinal curvature are compared. (D) Quantification of SA-β-Gal activity in pcgf1+/+ and pcgf1-/- fish. Blue pixels
obtained by whole body staining of SA-β-Gal activity were quantified in the trunk area between the operculum and the dorsal and anal fins
by Adobe Photoshop and plotted using Prism (GraphPad). Error bars indicate ± SD.

doi:10.1371/journal.pone.0158700.g008
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catalyzes the monoubiquitinylation of histone H2A at lysine 119 (H2AK119ub1). In mammals,
these proteins have multiple orthologs, including five CBX (CBX2, 4, 6, 7 and 8), six PCGF
(BMI1, PCGF1, 2, 3, 5 and 6), three PHC (PHC1, 2 and 3) and two E3-ligases (RING1 and
RNF2). Different associations of these various family members generate multiple PRC1 variant
complexes with potentially distinct biological functions.

Here, we address the question of the redundancy of PCGF family members in zebrafish.
Like in mammals, the zebrafish genome encodes five PCGF family members. These members
are Pcgf1, the ortholog of human PCGF1, two orthologs for BMI1, named Bmi1a and Bmi1b,
two PCGF5 orthologs, Pcgf5a and Pcgf5b, and Pcgf6, the ortholog of PCGF6 [40].

Whole-mount in situ hybridization showed that expression of the zebrafish pcgf genes is not
spatially restricted and all genes but not pcgf5b, are maternally expressed. It is also remarkable
that the couples of onhologs which appeared after the genome duplication that occurred in the
teleost lineage are characterized by distinct developmental expression profiles. In this regard,
pcgf5b is not maternally expressed whereas pcgf5a is. Similarly, maternal bmi1a transcript levels
decrease at about 4 hpf and are not detected anymore by whole-mount in situ hybridization at
8 hpf, whereas bmi1b transcripts remain abundant at all developmental stages. Zebrafish
microRNA-430 (miR-430) family is highly expressed during early development. It targets hun-
dreds of mRNAs and is required for clearance of hundred maternal transcripts during zygotic
stages [43, 44]. Interestingly, we identified a putative miR-430-binding site within the bmi1a
3’UTR and showed that this bmi1a 3’UTR, but not the bmi1b 3’UTR, contains determinants
responsible for the reduction of the GFP activity using a GFP sensor assay. Thus, this differen-
tial post-transcriptional regulation of the two bmi1 onhologs potentially by the micro RNA
miR-430, illustrates that various zebrafish pcgf genes are subjected to distinct expression con-
trols during development. A differential expression of the pcgf genes is also found during the
caudal fin regeneration. pcgf1 and pcgf5a transcripts are not detected in regenerating caudal fin
sections at 4 dpa by in situ hybridization, but bmi1a expression is found in the epidermis,
bmi1b in medial structures, whereas pcgf5b and pcgf6 are expressed in larger regions of regener-
ating fins. The fact that all the pcgf genes are not expressed in the same regenerating fin regions
indicates that distinct PRC1 complexes, in terms of Pcgf subunit composition, do not necessar-
ily co-exist in the same cells. Pcgf1- and Pcgf5a-containing PRC1 complexes are for instance
absent from the regenerating tissues after amputation of the caudal fin. Our observations show
that expression of all pcgf gene members and concomitant presence of all PRC1 complex com-
binations is not required for viability of all cell types.

To investigate the function of Pcgf1, we generate a pcfg1-loss of function zebrafish line using
the TALEN technology. Homozygous pcgf1-/- fish are viable and fertile indicating that both
maternal and zygotic pcgf1 products are dispensable to zebrafish development.

As part of the PRC1 complex, PCGF1 has been shown to enhance monoubiquitinylation of
H2A both in vitro and in cells in culture [51]. Indeed, knock down of PCGF1 by siRNAs reduces
H2A ubiquitinylation levels in HeLa cells [51]. In contrast, we show here that pcgf1 inactivation in
zebrafish does not affect global levels of monoubiquitinylated histone H2A in embryos at 7 dpf,
suggesting that Pcgf1-containing PRC1 complexes might contribute to a minor part of total H2A
ubiquitinylation. In pcgf1-/- zebrafish, the absence of Pcgf1-containing PRC1 complex activity could
be compensated by the presence of other PRC1 complexes. The normal H2A ubiquitinylation levels
in pcgf1-/- fish might also explain why these mutants do not recapitulate the phenotypes observed
in zebrafish harboring a mutation in the rnf2 gene coding for the E3-ligase activity of the PRC1
complex [52, 58]. However, we cannot exclude a possible contribution of Pcgf1 to PRC1 activity in
a rare subpopulation such as certain progenitors or stem cells. In such a case, even if Pcgf1 is specif-
ically required for PRC1 function, it is likely that inactivation of pcgf1 function could not affect
global changes in H2A ubiquitinylation due to the limitation in cell number.
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The analysis of embryonic growth at the cleavage, blastula and gastrula periods revealed
that pcgf1-/- mutants grow at slightly lower rates. We showed that this reduced growth corre-
lates with cell proliferation decrease, but not with an increase in cell senescence or apoptosis.
Also, at larval stages, pcgf1-/- mutants are still significantly smaller than wild-type fish till 6 dpf.
After exogenous feeding starts, pcgf1+/+ and pcgf1-/- larvae cannot be distinguished based on
their size, but mutants still show a retarded but normal, cranial cartilage, bone and musculature
development.

In addition to a reduce growth rate and developmental delays at early stages, we observed
an unusual number of pcgf1-/- homozygous fish exhibiting a spinal curvature before the age of
12 months. This curvature is one common morphological aging manifestation in zebrafish [56,
57], suggesting that Pcgf1 function may prevent premature aging. However, the spinal curva-
ture phenotype is not fully penetrant and found in about 35% of mutant fish at 12 months,
indicating that additional factors contribute together with Pcgf1 to aging. Such a link between
epigenetics and aging has also been reported for other PCGF family members. In particular,
Bmi1-deficient mice exhibit postnatal defects in the self-renewal of adult stem cells and the
aging-associated dysregulation of the Bmi1/p16Ink4a pathway may account for failures in tissue
repair in aging [59–62]. Interestingly, a genome-wide gain-of-function genetic screen in mouse
embryonic stem (ES) cells also identifies Pcgf1 as a factor able to promote the expression of the
ES cell pluripotency markers and able to partially rescue ES cell growth in the absence of leuke-
mia inhibitory factor (LIF) [63]. Thus, we could speculate that reduced proliferation growth of
certain progenitors and stem cells in pcgf1-deficient fish could impair both the growth at early
developmental stages and later the tissue repair thus accelerating the aging phenotype
appearance.

Conclusions
In this work, we show that pcgf family gene members are differentially regulated during zebra-
fish development and during the process of caudal fin regeneration. Then, the different PRC1
complexes in terms of Pcgf subunit composition are not always present in the same tissues dur-
ing development and caudal fin regeneration. We also offer the first vertebrate model lacking
Pcgf1 function and reveal that this Polycomb Group protein is involved in cell proliferation
during early zebrafish embryogenesis. Finally our zebrafish model may also highlight a link
between epigenetics and aging.

Supporting Information
S1 Fig. Method of measurement of the spinal curvature score in zebrafish. A body midline
is drawn and measured between the tip of the caudal peduncle and the center of the occipital
orbit (b). A perpendicular line is then drawn from the midline to the apex of the fish body (a).
The spinal curvature score is defined as the ratio of the length of the perpendicular line relative
to the length of the fish (a/b).
(PDF)

S2 Fig. The bmi1a 3’UTR reduces GFP expression levels in zebrafish embryos. (A) Compar-
ison of bmi1a and bmi1b expression levels during zebrafish development analyzed by whole-
mount in situ hybridization. Note that bmi1a transcripts are not detected at 8 hpf while bmi1b
transcripts are present. (B) Organization of the bmi1a and bmi1b transcripts. A predicted base
pairing between miR-430c and the bmi1a 3’UTR is shown. (C) Experimental set-up to test the
effect of the bmi1a 3’UTR on GFP expression levels. A GFP reporter mRNA containing no
3’UTR (control), the bmi1a 3’UTR or the bmi1b 3’UTR is co-injected with control dsRed
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(RFP) mRNA into 1-cell stage embryos. (D) GFP reporter expression (green) and control
dsRed expression (red) at 4–5 hpf monitor mRNA injection (left panels). GFP reporter expres-
sion and control dsRed expression at 28 hpf reveals that bmi1a 3’UTR reduces GFP expression
levels (right panels). (E) Quantification of relative GFP expression levels. Error bars
indicate ± SD; n> 15 embryos per experiment; Statistical significance was assessed by Student
t-test analysis and significance expressed as the indicated p values.
(PDF)

S3 Fig. Products of the pcgf1Δ11 allele. (A) Predicted protein encoded by the pcgf1Δ11 allele
(Pcgf1mut) compared to the wild-type Pcgf1 protein. Peptides coding for the RING finger and
the PCGF conserved motif are indicated in red and green, respectively [40]. (B) Whole-mount
in situ analysis of pcgf1 expression on pcgf1+/+ and pcgf1-/- embryos at the prim-5 stage (about
24 hpf).
(PDF)

S4 Fig. Skeletal development of pcgf1-/- zebrafish mutants using Alcian blue-Alizarin red
double staining. Details of the cartilage and bone structures at the caudal (A), dorsal and anal
fins (B) show that skeletal structures are formed, calcified and normal at 21 dpf. ep, epural;
hspu: haemal spine of preural; hy: hypural; nspu: neural spine of preural; opstc: opistural carti-
lage; phy: parhypural; adr: anal distal radial; apr: anal proximal radial; ddr: dorsal distal radials;
dpr: dorsal proximal radial.
(PDF)

S5 Fig. Analysis of apoptosis and senescence in pcgf1-/- mutants at 24 hpf. (A) Apoptosis
detection by Acridine orange staining of live embryos at 24 hpf. The caudal fin fold region of
representative embryos is shown. (B) Senescence-associated β-galactosidase detection in 24 hpf
embryos. Representative pcgf1+/+ and pcgf1-/- embryos are shown.
(PDF)

S6 Fig. Phenotype of 6 month-old pcgf1-/- zebrafish. Example of 6 month-old pcgf1-/- zebra-
fish harboring no (top), weak (middle) or more pronounced (bottom) spinal curvatures.
(PDF)
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HIGHLIGHTS 

 

 Zebrafish ezh2-/- mutants gastrulate properly and present a normal body plan. 

 Zebrafish ezh2-/- mutants die at 12 dpf with defects of the intestine wall. 

 Ezh2 function is required for intestine and exocrine pancreas maintenance. 

 Loss of Ezh2 function is responsible for a strong increase in apoptosis. 

 Ezh2 is required for regeneration of the larval caudal spinal cord after transection. 
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ABSTRACT 

 

The histone lysine methyltransferase EZH2, as part of the Polycomb Repressive Complex 2 

(PRC2), mediates H3K27me3 methylation which is involved in gene expression program 

repression. Through its action, EZH2 controls cell-fate decisions during the development 

and the differentiation processes. Here, we report the generation and the characterization 

of an ezh2-deficient zebrafish line. In contrast to its essential role in mouse early 

development, loss of ezh2 function does not affect zebrafish gastrulation. Ezh2 zebrafish 

mutants present a normal body plan but die at around 12 dpf with defects in the intestine 

wall, due to enhanced cell death. Thus, ezh2-deficient zebrafish can initiate differentiation 

toward the different developmental lineages but fail to maintain the intestinal 

homeostasis. Expression studies revealed that ezh2 mRNAs are maternally deposited. 

Then, ezh2 is ubiquitously expressed in the anterior part of the embryos at 24 hpf, but its 

expression becomes restricted to specific regions at later developmental stages. 

Pharmacological inhibition of Ezh2 showed that maternal Ezh2 products contribute to 

early development but are dispensable to body plan formation. In addition, ezh2-deficient 

mutants fail to properly regenerate their spinal cord after caudal fin transection suggesting 

that Ezh2 and H3K27me3 methylation might also be involved in the process of 

regeneration in zebrafish. 

 

 

 

KEYWORDS: Zebrafish - TALEN - Polycomb repression – Ezh2 – GSK126. 

 

 

LIST OF ABBREVIATIONS: bp: base pair; dpf: days post fertilization; dpa: days post 

amputation; ezh2: enhancer of zeste homolog 2 (polycomb repressive complex 2 subunit); 

hpf: hours post fertilization; gcga, glucagon a; ins: insulin; NMD: nonsense-mediated decay; 

nt: nucleotide; phox2bb: paired-like homeobox 2bb; PRC: Polycomb Repressive Complex; 

rnf2: ring finger protein 2; TALEN: transcription activator-like effector nuclease; try: trypsin. 
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1. INTRODUCTION 

 

Polycomb-group (PcG) proteins are epigenetic repressors of transcriptional programs 

involved in the maintenance of cellular identity during development and differentiation [1-

3]. PcG proteins assemble into at least two well-characterized and biochemically distinct 

chromatin-modifying protein complexes that are termed Polycomb Repressive Complex 1 

and 2 (PRC1 and PRC2). In the canonical pathway, PRC2 composed of the core proteins EZH2, 

EED and SUZ12 together with RBAP46/48 and other accessory subunits, initiates gene 

silencing by catalyzing di- and trimethylation of lysine 27 of histone H3 (H3K27me2/3) [4-8]. 

PRC1 is then recruited to the target regions by binding to H3K27me3 marks through the CBX 

component of PRC1 [9], and subsequently catalyzes the monoubiquitinylation of H2AK119 

(H2AK119ub1) to maintain gene silencing [10-12].  

Within the PCR2, EZH2 is a SET domain-containing protein harboring the histone 

methyltranferase activity, whereas EED and SUZ12 are involved in PRC2 stability and are 

necessary for EZH2 catalytic activity [13-15]. Genome-wide studies in mouse and human 

embryonic stem cells revealed that PRC2 and H3K27me3 marks are deposited at the 

promoters of numerous genes involved in cell differentiation, lineage specification and 

development, leading to the idea that EZH2 may be involved in the maintenance of the 

pluripotency of stem cells by keeping developmental genes repressed [9, 16-22]. 

Differentiation would then be associated with a relocation of PRC2, in turn responsible for 

the repression of the stem cell genes and enabling activation of gene expression programs 

specific to given developmental lineages. Indeed, the PRC2 components are essential for 

early mouse development and knock-out mutants for Ezh2, Eed and Suz12 initiate but fail to 

complete gastrulation and die at around embryonic days 7 to 9 [14, 23, 24]. This death 

correlates with the alteration of lineage-specifying gene expression, a decrease in cell 

proliferation and an increase of apoptosis [14].  

In human, recent cancer genome sequencing and expression studies reported that several 

genes encoding PRC2 subunits are mutated or have their expression altered in different 

cancer types [25, 26]. Furthermore, mutations in EZH2 were shown to cause the Weaver 

syndrome (OMIM:277590), a syndrome characterized by skeletal overgrowth, tall stature, a 

dysmorphic craniofacial appearance and variable intellectual disability [27-30].  
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The zebrafish model provides a unique tool to investigate gene function during 

development. The zebrafish (Danio rerio) is a widely used vertebrate model for studying 

development and morphogenesis. Owing to external fertilization and optical transparency of 

the embryos, early development of zebrafish can be easily monitored. Furthermore, the 

recent emergence of powerful genome-editing technologies, such as the Transcription 

Activator-Like Effector Nuclease (TALEN) and Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats / CRISPR-associated System (CRISPR/Cas9) applied to zebrafish allows 

rapid gene function studies in this organism [31-36].  Using the TALEN technology, we 

generated here a heterozygous zebrafish line harboring an ezh2 loss-of-function allele to 

investigate its role in development. We show that in contrast to what is observed in mice, 

ezh2 zygotic expression is not required for gastrulation and tissue specification in zebrafish. 

However, homozygous mutants die at about 12 dpf with defects in the intestine wall, 

suggesting that zygotic ezh2 expression is necessary for the maintenance of the integrity of 

the intestine at later developmental time points. Furthermore, we show that the ability of 

spinal cord regeneration at the caudal fin is also affected in homozygous mutant larvae. 
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2. MATERIALS AND METHODS 

 

2.1. Zebrafish maintenance, embryo preparation and treatment. Zebrafish (TU strain) were 

maintained at 27.5°C in a 14/10h light/dark cycle. The evening before spawning, males and 

females were separated into individual tanks. Spontaneous spawning occurred when the 

light turned on and embryos or larvae were collected and staged according to Kimmel et al. 

[37]. The feeding of zebrafish larvae starts at 6 dpf for all experiments. The chorions were 

removed from embryos by the action of 1% pronase (Sigma) for 1 min. Zebrafish embryos or 

larvae were fixed overnight in 4% paraformaldehyde in PBS (phosphate-buffered saline, 

Invitrogen), dehydrated gradually to 100% methanol and kept at -20°C.  

For caudal fin amputation, 6-month-old adult zebrafish were anesthetized with MS-222 

(tricaine, ethyl 3-aminobenzoate methanesulphonate, 250 mg/L; Sigma-Aldrich) and 

approximately two-thirds of the fin was cut with a blade. After amputation, fish were placed 

in the aquarium at 27.5°C for fin regeneration. The blastemal starts to form at approximately 

24 hours post amputation (hpa) and the amputated fins have been fully restored at around 

20 days post amputation (dpa). Larval caudal fin transections were performed at 3 dpf within 

the pigment gap distal to the circulating blood after anesthesia, as described by Wilkinson et 

al. [38]. 

To inhibit Ezh2 activity, dechorionated embryos were exposed to 1 µM GSK126 (A11757, 

Adooq Bioscience) dissolved in DMSO or to an equivalent concentration of DMSO (0.01%, 

control) at the 1-2 cell stage, at 3 hpf or after larval caudal fin amputation. 

 

2.2. Animal ethics statement. The zebrafish experiments described in this study were 

conducted according to the French and European Union guidelines for the handling of 

laboratory animals (Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Council of 

22 September 2010 on the protection of animals used for scientific purposes). The 

experimental procedures carried out on zebrafish were reviewed and approved by the local 

Ethics Committee of the Animal Care Facility of the University of Lille. At the end of the 

experiment, fish older than 8 dpf were humanely euthanized by immersion in an overdose of 

tricaine methane sulfonate (MS-222, 300 mg/L) for at least 10 minutes, whereas younger 

fish were immobilized by submersion in ice water (5 parts ice/1 part water, 0-4°C) for at least 

1 hour to ensure death by hypoxia. 
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2.3. TALEN design and assembly. The ezh2  

TALEN target site was selected using the online TAL Effector-Nucleotide Targeter tool 

(https://tale-nt.cac.cornell.edu/; [39]) in exon 2 with the following parameters: (i) spacer 

length of 14–17 bp, (ii) repeat array length of 16–18 bp, (iii) each binding site was anchored 

by a preceding T base in position ‘‘0’’ as has been shown to be optimal for naturally 

occurring TAL proteins [40, 41], (iv) presence of a restriction site (DdeI) within the spacer 

sequence for screening and genotyping purposes.  

Ezh2-specific TALEN constructs were engineered using the TALEN Golden Gate assembly 

system described by Cermak et al., [42]. The TALEN expression backbones, pCS2TAL3DD and 

pCS2TAL3RR [31], and the plasmids providing repeat variable diresidues (RVD) [42] for 

Golden Gate Cloning were obtained from Addgene. 

 

2.4. mRNA injection into zebrafish embryos. Capped mRNAs were synthetized using the SP6 

mMESSAGE mMACHINE kit (Ambion) from linearized plasmid templates. mRNAs (50-100 pg) 

were injected into 1-cell zebrafish embryos using a FemtoJet microinjector (Eppendorf).  

 

2.5 Genotype analyses. Three-days-old embryos or pieces of caudal fin were incubated in 20 

µL PCR extraction buffer (10 mM Tris-HCl pH8.0, 2 mM EDTA, 0.2% Triton X-100, 100 µg/mL 

Proteinase K) and placed at 50°C for 4 hours prior proteinase K inactivation at 95°C for 5 min. 

Genotype analysis was performed by PCR on 2.5 µL of samples using the primer set 

TAL_ezh2_5’_S21Ac (GGTATGGTTGTTGCAGTTCACAGAC) and TAL_ezh2_3’_S21Ac 

(AACACCAAACTCTACACAAGCAGCA) followed by PCR product digestion with the DdeI 

restriction enzyme. Sequence determination (GATC-Biotech, Germany) was performed after 

cloning of the PCR products into pCR-XL-TOPO (Invitrogen) according to the manufacturer’s 

instructions. 

To achieve genotyping on paraformaldehyde-fixed embryos and larvae, DNA was extracted 

using sodium hydroxide and Tris [43]. Briefly, single embryos were placed into 

microcentrifuge tubes containing 20 µL 50 mM NaOH and heated 20 min at 95°C. The tubes 

were then cooled to 4°C and 2 µL of 1 M Tris-HCl, pH7.4 was added to neutralize the basic 
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solution. Genotype analysis was performed on 2.5 µL of samples by PCR-DdeI digestion, as 

described above. 

 

2.6. Alcian blue staining. Alcian blue staining was performed as previously described [44]. 

Zebrafish larvae were fixed 2 hours at room temperature in 4% paraformaldehyde and 

dehydrated 10 min in 50% ethanol. Cartilages were stained in 0.02% Alcian blue (Sigma 

Aldrich), 60 mM MgCl2, 70% ethanol, overnight at room temperature. Pigments were 

bleached by a 2-hours incubation in water containing 1% KOH, 3% H2O2. Larvae were then 

digested with 0.05% trypsin (Sigma Aldrich) until tissue disappeared (around 4 hours) before 

storage in 70% glycerol. After imaging with a Leica MZ125 stereomicroscope equipped with a 

Leica DFC295 digital camera, DNA was extracted using sodium hydroxide and Tris for 

genotyping purposes. 

 

2.7. Whole-mount immunohistochemistry. Zebrafish embryos were fixed 2 hours at room 

temperature in 4% paraformaldehyde, followed by dehydration and storage overnight in 

methanol at -20°C. Embryos were then permeabilized in PBS containing 0.1% Tween20, 10 

µg/mL proteinase K and blocked in PBS containing 0.1% Tween20 and 2% sheep serum. 

For muscle development studies, the primary antibody used was a mouse anti-MF20 (1:20; 

Developmental Studies Hybridoma Bank, developed under the auspices of the NICHD and 

maintained by The University of Iowa, Department of Biology, Iowa City, IA 52242) and the 

secondary antibody was a peroxidase conjugated AffiniPure goat anti-mouse (1:500; 115-

035-003, Jackson ImmunoResearch). The embryos were imaged using a Leica MZ125 

stereomicroscope equipped with a Leica DFC295 digital camera. For H3K27me3 analyses, the 

primary antibody used was a rabbit anti-H3K27me3 (1:750; 07-449, Millipore) and the 

secondary antibody was an Alexafluor 546 conjugated goat anti-rabbit antibody (1:5,000; 

A11035, Invitrogen). The embryos were then imaged using a Leica MZ10F stereomicroscope 

equipped with a Leica DFC3000G digital camera. After imaging, DNA was extracted using 

sodium hydroxide and Tris and embryos were genotyped. 

 

2.8. Oil red-O staining. Zebrafish larvae were fixed in 4 % paraformaldehyde overnight at 4°C 

and their pigments bleached by 2-hours incubation in a solution containing 1% KOH and 3% 

H2O2.  Larvae were washed five times in PBS and stained with oil red-O (Hamiya Biomedical 
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Company) for 15 min. Stained larvae were washed with PBS, stored in 70% glycerol and 

imaged on a bright-field dissecting microscope (Leica MZ125) equipped with a Leica DFC295 

digital camera. After imaging, DNA was extracted using sodium hydroxide and Tris for 

genotyping analyses. 

 

2.9. Histological analyses. For histological analyses, tail biopsies were used for genotyping 

before paraformaldehyde fixation of the larvae. Larvae were embedded in paraffin and cut 

into 5 μm-thick sections. These were mounted on sylanated glass slides, deparaffinated, 

rehydrated and stained with hematoxylin and eosin for histological analysis. 

Immunostainings on zebrafish sections were done to visualize actin using a rabbit anti-actin 

primary antibody (1:50; A2066, Sigma) and a horseradish peroxidase conjugated anti-rabbit 

IgG secondary antibody (1:500; 711-035-152, Jackson ImmunoResearch)  and counterstained 

with hematoxylin (RAL Diagnostic) for nuclear staining. F-actin was visualized by Alexa fluor 

594 conjugated phalloidin (1:100; A12381, Thermofisher) staining and nuclear 

counterstaining done with 1 mM Hoechst 33258 (861405, Sigma). Image acquisition was 

performed using a Nikon Eclipse Ti microscope equipped with a Nikon DXM1200C digital 

camera. 

 

2.10. TUNEL assay. TUNEL assays were performed using the In Situ Cell Death Detection Kit 

(Roche, 11 684 817 910), according to the manufacturer's instructions. Briefly, larvae were 

embedded in paraffin and cut into 5 μm-thick sections. These were mounted on sylanated 

glass slides, deparaffinated, rehydrated and digested 10 min at room temperature with 3 

U/mL DNase I in 50 mM Tris-HCl pH7.5, 10 mM MgCl2, 1 mg/mL BSA. The TUNEL Reaction 

Mixture was added to slides, incubated 1 hour at 37°C, rinsed 3 times with PBS before 

addition of the Converter-POD for 30 min at 37°C. Samples were rinsed 3 times with PBS, 

incubated 45 min at room temperature in presence of the DAB substrate, washed 3 times 

with PBS, dehydrated and mounted under glass coverslips. The images were acquired using a 

Nikon Eclipse Ti microscope equipped with a Nikon DXM1200C digital camera. 

 

2.11. Whole-mount in situ hybridization. For ezh2, ins and gcga, antisense RNA probes were 

synthesized with the DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) (Roche, 11175025910), following the 

manufacturer’s instructions from 1 µg of linearized plasmid DNA. The cDNA clone 
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MGC:152758 IMAGE:2639510 purchased at imaGenes GmbH (Berlin) was used for ezh2 

probes, whereas ins and gcga cDNA containing vectors were a gift from Dr Julien Bricambert 

and Pr Amar Abderrahmani (CNRS UMR 8099, EGID). try and phox2bb probes were 

generated using RT-PCR from total mRNA extracted from zebrafish larvae at 5 dpf using the 

RNeasy Mini Kit (Qiagen), following the manufacturer‘s protocol. After Reverse Transcription 

(Superscript III, Invitrogen), cDNAs were amplified by PCR using the probe specific primers, 

coupled to the T7 sequence for forward primers and the SP6 sequence for reverse primers. 

DIG labelled Antisense-RNA probes have been synthetized using the DIG RNA Labeling Kit 

(SP6) (Roche), following the manufacturer’s instructions. 

The primers used for probe generation were: 

 ISH_try_F:  TAATACGACTCACTATAGGGTGCTCACTGCTACAAGTCCCGT 

 ISH_try_R:  GATTTAGGTGACACTATAGCCCGAGCTTAGTTGGAGTTCATGGT 

 ISH_phox2bb_F: TAATACGACTCACTATAGGGGGGCCTAACCCGAACCCTACCTC 

 ISH_phox2bb_R: GATTTAGGTGACACTATAGGAGCGCACATCGCAGTCTATCGG 

In situ hybridization was performed as described by Thisse and Thisse [45]. Briefly, the fixed 

embryos were rehydrated and permeabilized with 10 µg/mL proteinase K for 30 sec (1 to 2-

cell embryos), 10 min (24 hpf embryos) or 30 min (48 to 120 hpf embryos) at room 

temperature. Ten to 50 embryos from each time point were hybridized with digoxigenin-

labeled antisense RNA probes at 70°C. After extensive washing, the probes were detected 

with anti-digoxigenin-AP Fab fragment (Roche Diagnostics, 1093274, diluted at 1:10,000), 

followed by staining with BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/nitro blue 

tetrazolium) alkaline phosphate substrate. The embryos were imaged using a Leica MZ125 

stereomicroscope equipped with a Leica DFC295 digital camera. 

Regenerating fins from adult fish or fin amputated larvae were fixed in 4% 

paraformaldehyde overnight, then rehydrated and permeabilized with 10 µg/mL proteinase 

K for 10 min (5 dpf larvae) or 40 min (adult fish) before whole-mount in situ hybridization 

and imaging. 

To visualize ezh2 mRNA signals in the eye, the digoxigenin-labeled and hybridized antisense 

RNA probes were detected using tyramide signal amplification (TSA)-Cy5 reagent (Roche) 

according to Brend and Holley [46]. Larvae were then embedded in paraffin, cut into 5-µm-

thick sections and the eye sections were imaged using a Nikon Eclipse Ti microscope 

equipped with a Nikon DXM1200C digital camera. 
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2.12. Histone extraction and western blot analysis. Histone extracts were prepared by lysis 

of 5 to 10 embryos per tube in PBS containing 0.5% Triton X-100, 2mM phenyl-

methylsulfonyl fluorid (PMSF), 0.02% NaN3, 10 min on ice. After centrifugation, the pellet 

was resuspended in 0.2 N HCl and core histones extracted overnight at 4°C while rocking. 

Samples were centrifuged and the supernatant containing the histones was stored at -20°C. 

For Western blotting, protein samples in SDS loading buffer were electrophoresed on 4-12% 

Bis-Tris gels (NuPAGE, Invitrogen) and transferred to nitrocellulose membranes using the 

iBlot® Dry Blotting System (Invitrogen). Efficiency of the transfer is verified by immersing the 

blotted membrane into a Ponceau S staining Solution (0.1% Ponceau S in 5% acetic acid, 

Sigma). The membranes were then destained and blocked in 5% milk powder in PBS-T (1x 

PBS with 0.1% Tween20) for 1 hour at room temperature, incubated for the same time with 

the primary antibody in PBS-T, and washed three times 10 min in PBS-T. The membranes 

were then incubated with the peroxidase-conjugated secondary antibody in PBS-T for 1 hour 

and afterward washed three times 10 min in PBS-T. The signal was detected using a 

chemiluminescence substrate (Western Lightning Ultra, PerkinElmer) with a Luminescent 

Image Analyzer (LAS-4000, Fujifilm). 

Primary antibodies used were mouse anti-H3K27me3 (1:1,000; ab6002, Abcam) and rabbit 

anti-H3 (1:5,000; ab1791, Abcam). The secondary antibodies were peroxidase conjugated 

anti-mouse antibody (1:10,000; 115-035-003, Jackson ImmunoResearch) and peroxidase 

conjugated anti-rabbit antibody (1:10,000; 711-035-152, Jackson ImmunoResearch). 

 

2.13. RNA extraction and RT-PCR. Total RNA was isolated from 2 hpf, 3 dpf, 5 dpf and 9 dpf 

wild-type and mutant embryos or larvae using Trizol. cDNA was synthesized using 

Superscript III (18080-044, Invitrogen). To recover ezh2 transcripts, a forward primer in Exon 

1 (GAGGTGAAAGGACCCTCTACC) and a reverse primer in Exon 3 

(CTCAGTTTCCATTCCTGATTTAAG) were used, whereas -actin primers were already 

published (b-actinF: CGTGACATCAAGGAGAAGCT and b-actinR: ATCCACATCTGCTGGAAGGT) 

[47]. 
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3. RESULTS 

 

3.1. TALEN-mediated ezh2 inactivation in zebrafish. To gain insights into the function of 

ezh2 in zebrafish development, we generated ezh2 loss-of-function mutants using the 

transcription activator-like effector (TALE) nuclease (TALEN)-based technology. TALENs 

consist in the fusion of the endonuclease domain of the restriction enzyme FokI to 

engineered sequence-specific DNA-binding domains from TALEs in order to target the 

nuclease activity to chosen genomic sequences. Once activated through dimerization, the 

FokI catalytic domain introduces a double strand DNA break which is repaired through the 

non-homologous end joining (NHEJ) pathway. This repairing process is error prone and may 

introduce insertion and/or deletion (indel) mutations. Among the resulting mutations, 

several will lead to shifts in the open reading frame, impairing the resulting protein 

sequence. TALENs were designed to target a region within the second exon of ezh2 in order 

to introduce a frame shift upstream of all known Ezh2 conserved domains, including two 

SANT domains and the catalytic SET domain. In addition, the targeted region was chosen to 

contain a DdeI restriction site that could be used to screen for mutations and for genotyping 

purposes (Figure 1A). TALENs were assembled using the Golden Gate Cloning methodology 

[42] and in vitro transcribed mRNAs encoding each TALEN pair were injected into one-cell 

stage embryos. Genomic DNA was extracted from single embryos collected at 3 days after 

TALEN mRNA injection. PCR amplification of the targeted region, followed by DdeI digestion 

revealed the efficacy of the designed TALENs and the convenience of the diagnostic 

restriction site as a genotyping strategy (Figure 1B).  

When analyzed by restriction of genomic DNA at 3 days after TALEN mRNA injection, the 

mutation rate at the ezh2 locus was about 94% (17 of 18 injected embryos tested). Then, we 

raised TALENs-injected embryos to establish an adult F0 founder population. To evaluate the 

efficiency of germ line transmission of the mutations, individual F0 fish carrying mutations 

were crossed to wild-type TU partners to obtain F1 offspring. Genomic DNA was isolated 

from individual F1 embryos from each F0 fish and analyzed by DdeI restriction. Embryos 

from 3 of 14 individual F0 fish were heterozygous mutants, demonstrating successful germ 

line transmission of the mutations. One mutation causes a 22 bp net insertion (insertion of 

27 nucleotides together with a deletion of 5 bp) leading to a frame shifting of the coding 

sequence and appearance of a premature stop codon (Figure 1C). This ezh2+ allele codes 
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for a predicted protein of 60 amino acids, lacking all conserved protein domains (Figure 1D, 

Supplementary Figure S1) and was selected to raise the mutant ezh2+/- zebrafish line used 

for further phenotypic studies after outcross to wild-type TU fish. Heterozygous ezh2+/- fish 

are viable, fertile and do not show any phenotype. Surprisingly, among siblings from 

heterozygous ezh2+/- crosses, homozygous ezh2-/- fish were identified till 12 dpf indicating 

that ezh2 zygotic function is not required for zebrafish early development. Furthermore 

ezh2-/- mutant fish do not present gross morphological alterations (Figure 2A) and show a 

normal craniofacial cartilage and muscle development (Figure 2B-C). However, we could not 

identify ezh2-/- fish after 12 dpf suggesting that zygotic ezh2 function is required for zebrafish 

development at this time point. 

 

3.2. Ezh2 expression during zebrafish development. In order to study ezh2 mRNA 

expression, embryos from heterozygous ezh2+/- crosses were subjected to whole-mount in 

situ hybridization (Figure 3). At the 2-cell stage, maternal ezh2 mRNAs are detected in the 

embryo (Figure 3A). To investigate whether the maternally provided transcripts correspond 

to wild type and/or mutant products, RNAs were extracted, amplified by RT-PCR and the PCR 

products were subjected to DdeI digestion. Figure 3B shows that these maternal transcripts 

are mainly derived from the wild-type allele, but not from the mutant allele, suggesting that 

mutant ezh2 transcripts are subjected to nonsense-mediated decay (NMD) in the zebrafish 

female germline. In situ hybridization experiments revealed that ezh2 is ubiquitously 

expressed in the anterior part of wild-type embryos at 24 hpf, but its expression becomes 

restricted to specific regions such as the pectoral fin buds, the optic tectum, the mid-

hindbrain region, the branchial arches, the eyes and the intestine, at later developmental 

stages (Figure 3C-D, Supplementary Figure S2A). This restricted ezh2 expression correlates 

with a decrease of total ezh2 mRNA abundance assessed by RT-PCR (Supplementary Figure 

S2B).  

In mutant embryos, only a weak hybridization signal could be detected by in situ 

hybridization (Figure 3C-D). This residual ezh2 expression is found in the same restricted 

regions as found in wild-type embryos, suggesting that these transcripts do not derive from 

maternally deposited products. Indeed, studies of ezh2 mRNAs found in mutant embryos by 

RT-PCR, followed by DdeI cleavage and sequencing, show that these transcripts contain the 

+22 nt net insertion and consequently arise from the transcription of the mutant allele 
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(Supplementary Figure S2C-D). This also indicates that mutant ezh2 mRNAs escape, at least 

in part, to NMD regulation in ezh2-/- embryos. Altogether, our results demonstrate that 

maternal wild-type transcripts are present at very early developmental stages, but are not 

maintained at later stages. Furthermore, ezh2 zygotic expression is ubiquitous and relatively 

high at 24 hpf, but becomes restricted to a limited number of tissues at later developmental 

stages. 

 

3.3. Ezh2 mutant fish die at around 12 dpf with intestine defects. To investigate in more 

details why ezh2-/- embryos die at 12 dpf, zebrafish larvae from ezh2+/- crosses were stained 

with the neutral lipid dye oil red-O in order to better visualize the digestive organs. At 9 dpf, 

this lipid staining reveals marked differences between ezh2-/- and their ezh2+/+ counterparts 

(Figure 4A). In particular, the liver shows a stronger coloration in mutant fish, suggesting 

that the lipid composition might change in absence of ezh2 function. More strikingly, oil red-

O staining points out differences in the structure of the intestine. In mutant ezh2-/- fish, the 

intestine epithelium looks finer than in wild-type fish. This observation was confirmed by the 

analysis of histological sections of larvae at 9 dpf (Figure 4B). The intestine wall of ezh2-/- 

mutants is strongly reduced and lacks folds in the intestine bulb. In contrast, the architecture 

of more proximal and distal parts of the digestive tract does not present such defects in the 

mutants at 9 dpf and 11 dpf (Supplementary Figure S3A). Interestingly, at 5 dpf, when the 

digestive tract achieves its formation and compartmentalization [48], the structure of the 

intestine wall in all regions is similar in both ezh2-/- and ezh2+/+ siblings (Figure 4B, 

Supplementary Figure S3B). This indicates that the development of the intestine is normal, 

but its structure cannot be maintained in ezh2-/- mutant fish, then leading to their death at 

12 dpf. To determine whether the absence of maintenance of the intestine structure results 

from an enhanced cell death, we performed a terminal deoxynucleotidyl transferase-

mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) assay for detecting DNA fragmentation generated 

during apoptosis, on intestine sections at 9 dpf. As shown on Figure 4C, the altered intestine 

structures in ezh2-/- mutant are strongly stained by the TUNEL assay, indicating that the 

absence of maintenance of the intestine integrity is due to a massive increase in apoptosis. 

 

3.4. Ectopic expression of phox2bb in ezh2 mutants. Since the development of the enteric 

nervous system is critical for normal functioning of the digestive system, we performed in 
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situ hybridizations to detect phox2bb expression. Phox2bb is a transcription factor required 

for the specification of enteric neural crest fate [49] and its expression is used to monitor the 

localization of the enteric progenitors. Our study reveals that the organization of the enteric 

neural crest cells along the rostral-caudal axis of the gut tube is similar in wild-type and ezh2 

mutant fish at 5 dpf (Figure 5A). However, we could detect striking differences in phox2bb 

expression in the eyes (Figure 5B-C). Phox2bb expression is not detected by in situ 

hybridization in the eyes of wild-type larvae whereas ezh2 positive cells can be visualized in 

the retina. In contrast, ezh2-/- siblings which do not express the ezh2 transcripts, ectopically 

express phox2bb in the eye. This observation suggests that Ezh2 may negatively control 

phox2bb expression in the eye.  

To further investigate the expression of ezh2 in the eye, in situ hybridization experiments on 

wild-type larvae at 9 dpf using digoxygenin-labeled ezh2 riboprobes and tyramide signal 

amplification (TSA)-Cy5 reagent [50] were performed prior sections of the eyes. This 

approach revealed that ezh2 is expressed in the cornea and in all the layers of the retina, but 

not in the inner plexiform, the outer plexiform, and the retinal pigmented epithelium (Figure 

5D). However, in spite of the loss of the Ezh2 product and ectopic expression of phox2bb, 

observed at 5 dpf, we could not identify histological alteration in the eyes of ezh2-/- fish, later 

at 9 dpf, when compared to wild-type siblings (Figure 5E). 

 

3.5 Loss of ezh2 function affects the development of the exocrine pancreas. Because ezh2-/- 

mutants show defects in digestive organs including the intestine and the liver, we 

investigated the development of the pancreas (Figure 6). In situ hybridization experiments at 

5 dpf with probes for the markers of the endocrine pancreas ins and gcga, revealing - and 

α-cells respectively, do not highlight differences between ezh2-/- and ezh2+/+ siblings. In 

contrast, in situ hybridization for try, a terminal differentiation marker for the exocrine 

pancreas, revealed that this organ is less developed in the ezh2-/- mutant fish (Figure 6A, 

Supplementary Figure S4).  

To determine whether the reduced size of the exocrine pancreas is an early or late event, we 

assayed for try expression at 3 dpf. Figure 6B shows that at this stage, the exocrine pancreas 

development is similar in ezh2-/- and ezh2+/+ siblings. This indicates that, as for the intestine 

development, the development of the exocrine pancreas in fish lacking embryonic ezh2 
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expression is normally formed at early stages but its proper maintenance is affected at later 

developmental stages. 

 

3.6. Impaired H3K27me3 methylation in ezh2 mutant zebrafish. Since Ezh2 trimethylates 

lysine 27 of histone H3 (H3K27), we evaluated the trimethylation status of histone H3 at 

lysine 27 in ezh2-/- mutant fish. Total histones were extracted from mutant and wild-type 

siblings at 9 and 12 dpf and trimethylation of lysine 27 of histone H3 was analyzed by 

western blot using a specific anti-H3K27me3 antibody. Figure 7A shows that global levels of 

trimethylated lysine 27 of histone H3 are severely decreased but not abolished, in ezh2-/- 

mutants at both developmental time points. Interestingly, heterozygous ezh2+/- fish show 

intermediated levels of global H3K27me3 methylation (Figure 7B), indicating that ezh2 

haploinsufficiency is responsible for a decrease in H3K27me3 methylation without affecting 

the phenotype, whereas homozygous loss of ezh2 does not fully abolish H3K27me3 levels 

but leads to cell death and loss of maintenance of the intestine structures. Whole-mount in 

situ immunodetection of H3K27me3 at 24 hpf does not show staining differences between 

ezh2+/+ and ezh2-/- siblings suggesting that Ezh2 maternal products and/or Ezh1 are the main 

factors involved in H3K27me3 methylation at this stage (Figure 7C). In contrast, in situ 

immunostaining for H3K27me3 at 4 dpf reveals a reduction of global levels of this epigenetic 

mark in ezh2-/- mutants. Moreover, this decrease affects all tissues of the organism, rather 

than specific tissues (Figure 7C). 

 

3.7. Pharmacological inhibition of Ezh2 alters zebrafish development. Maternal ezh2 

transcripts are detected at the embryonic 1-2 cell stage. In order to investigate the role of 

maternally deposited Ezh2 products in early zebrafish development, we used a 

pharmacological approach to inhibit Ezh2 activity at early developmental stages. 

Dechorionated embryos were exposed to the EZH2 specific inhibitor GSK126 [51] at 3 hpf. 

The GSK126 was chosen to inhibit Ezh2 activity because this drug acts in vivo and is 150-fold 

selective for EZH2 over EZH1 and more than 1,000-fold selective for EZH2 over a range of 

other methyltransferases [52].  Since zebrafish embryo and larvae rapidly absorb low 

molecular weight compounds, diluted in the surrounding media, through skin and gills the 

treatment concentrations used were the same as described for applications in cells in culture 

[51]. Morphological abnormalities were first detected at 24 hpf with 1 µM GSK126 (Figure 
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8A-B). At 96 hpf, phenotypic aberrations include cardiac edemas, absence of pectoral fins 

(Figure 8B), as well as a decrease in eye size (Figure 8C). Further investigations revealed that 

the loss of pectoral fins, as well as the reduced size of the eyes of the treated embryos 

reflects a developmental delay rather than a developmental alteration, since pectoral fins 

appear later. None of these phenotypes, such as the appearance of cardiac edemas and 

developmental delays, were observed in ezh2-/- mutants indicating that the inhibition of 

Ezh2 activity at 3hpf more severely affects zebrafish development. To determine whether 

GSK126 exposure affected total H3K27me3 methylation levels, dechorionated embryos 

cultured from 3 hpf to 96 hpf in presence of 1 µM GSK126, were analyzed by Western 

blotting using a specific anti-H3K27me3 antibody. We show that H3K27me3 relative levels 

were decreased by about 60% in treated embryos (Figure 8D). The whole-mount in situ 

immunodetection of H3K27me3 methylation shows that the decrease in H3K27me3 levels is 

rather global than limited to specific organs (Figure 8E). The remaining H3K27me3 levels are 

probably due to the fact that GSK126 blocks de novo Ezh2-mediated methylation, but do not 

affect H3K27me3 marks implemented before the drug exposure at 3 hpf. A similar 

experiment was conducted by applying 1 µM GSK126 on embryos at the 1-2 cell stage. In 

these conditions, gastrulation and the establishment of the body plan is seemingly normal, 

but the GSK126 treatment also induces cardiac edemas and developmental delays 

(Supplementary Figure S5A), as observed when the treatment is applied at 3 hpf, but not 

found in ezh2-/- mutants. H3K27me3 relative levels were deceased by about 35% in treated 

embryos (Supplementary Figure S5B). 

Although the loss of H3K27me3 is not complete, inhibiting Ezh2 activity at the 1-2 cell stage 

or at 3 hpf elicits stronger developmental defects than the loss of zygotic Ezh2 activity 

underlying a role of the maternal Ezh2 products at early developmental stages. However, 

loss of maternal Ezh2 activity does not dramatically affect the establishment of the zebrafish 

body plan. 

 

3.8. Ezh2 function is involved in caudal fin regeneration. Upon amputation, the zebrafish 

caudal fin fully regenerates in about 20 days. This regeneration process involves various 

cellular events such as wound closure, dedifferentiation, mesenchymal proliferation, 

blastema formation and outgrowth, actinotrichia formation, apical blastema maintenance, 

progressive redifferentiation and morphogenesis [53]. Moreover, a role of H3K27 
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methylation in caudal fin regeneration has been demonstrated [54]. In situ hybridization 

revealed that ezh2 is expressed in the growing blastema of regenerating fins at 4 days post-

amputation in adult zebrafish whereas the sense probe lacked any discernable signal 

(Supplementary Figure S6).  

Since caudal fins of larvae also regenerate after amputation by a mechanism highly similar to 

that used by adult fish [55, 56], and because ezh2-/- adult fish are not viable preventing the 

study of the role of ezh2 in caudal fin regeneration at this stage, we focused our attention on 

larval caudal fin regeneration. The tip of the caudal fin was transected at 3 dpf within the 

pigment gap distal to the circulating blood. This fin clip procedure induces blastema 

formation at the site of amputation followed by caudal fin regeneration and normal 

development of the embryo ([38]; Figure 9). Using in situ hybridization, we showed that ezh2 

expression is detected in larval caudal fin after amputation (Figure 9A). To investigate 

whether Ezh2 function is required for caudal spinal cord regeneration, larvae were subjected 

to caudal fin amputation at 3 dpf and the regeneration process was studied in presence of 

the Ezh2-specific inhibitor GSK126 (Figure 9B). In presence of 1 µM GSK126, regeneration of 

the fin fold and of the spinal cord is severely impaired, compared to control DMSO treated 

embryos. Similarly, the spinal cord of ezh2-/- larvae also fails to regenerate properly after 

transection, when compared to wild-type siblings (Figure 9C). Altogether, our results 

indicate that ezh2 is expressed in the regenerating caudal fin after amputation and suggest 

that Ezh2 function is required for larval caudal spinal cord regeneration. 
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4. DISCUSSION 

 

In the past decade, an increasing amount of data underlined the fundamental role of 

epigenetic modifications in controlling the activity of regulatory genes involved in 

development, lineage specification, differentiation and tissue renewal. In the present study, 

we examine the role of Ezh2 in zebrafish development. Ezh2 catalyzes the trimethylation of 

lysine 27 of histone H3 (H3K27me3), a post-translational modification that has been widely 

implicated in epigenetic suppression of gene expression. 

To address the question of the function of Ezh2, we generated an ezh2 loss-of-function allele 

in zebrafish using the TALEN technology. A zebrafish line harboring a 22 bp net insertion 

(insertion of 27 nucleotides associated with a deletion of 5 bp) within the ezh2 gene, leading 

to a frame shift in the coding sequence and encoding a predicted protein of 60 amino acids, 

lacking all of the essential conserved protein domains, has been generated. The 

heterozygous ezh2+/- fish are viable, fertile, and do not show any obvious phenotype. 

Surprisingly, and in total contrast to what was observed in mice where Ezh2 loss-of-function 

results in lethality at gastrulation [24], homozygous ezh2-/- zebrafish mutants gastrulate 

properly and develop normally. However, at 9 dpf, the ezh2-/- mutant presents a striking 

alteration of the intestine wall, presumably responsible for the death of the ezh2-/- fish. 

Interestingly, at 5 dpf the intestine of ezh2-/- mutants is normal, indicating that this organ 

develops properly in absence of zygotic Ezh2 function, but that the maintenance of its 

structure requires Ezh2 action. The defects in the maintenance of the integrity of the 

intestine are due to enhanced cell death rather than to an arrest of development, as a 

TUNEL assay shows a massive increase of apoptosis in ezh2 loss-of-function mutants.  

Remarkably, the structure of the intestine bulb is severely impaired in ezh2 mutants at 9 dpf 

whereas the wall of the mid-intestine of ezh2-/- and wild-type siblings remains similar. Since 

the cell proliferation rate is higher in the intestine bulb than in the mid-intestine [57], our 

data also establish a link between Ezh2 function and intestinal cell renewal.  

Zebrafish ezh2-/- mutants present alterations of the intestine and this phenotype differs to 

what has been found in mice. Indeed, using a Cre-mediated conditional knock-out approach, 

Koppens et al. [58] generated mice lacking Ezh2 activity in the intestine. These mutants 

present a reduction of H3K27me3 marks in the intestine but this does not result in an overt 

adverse phenotype, since the intestines lacking Ezh2 function are morphologically similar to 
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controls and cell proliferation and differentiation are not affected. Moreover, no difference 

can be observed between mice lacking Ezh2 function in the intestines and control mice [58]. 

This may suggest that Ezh2 contributes differently to the maintenance of the structure of the 

intestine in mice and in zebrafish.  

Different mutations, including sstm311 (straight shot), norm264 (no relief), piem497 (piebold) or 

polr3bm74 (polr3b, slim jim), have been reported to be responsible for the intestine 

degeneration in zebrafish [59]. Moreover, it has also been shown that these mutations are 

responsible for alterations in the exocrine pancreas development [59]. Similarly, ezh2-/- 

mutants present defects in the development of the exocrine pancreas in addition to a 

striking intestinal phenotype. Indeed, the development of the exocrine pancreas, as judged 

by the expression of the terminal differentiation marker try, is impaired in ezh2 deficient fish 

at 5 dpf. However, as for the intestine, the development of the exocrine pancreas in ezh2-/- 

mutants is normally formed at early stages (3 dpf). This indicates that zygotic ezh2 

expression is not required for exocrine pancreas implementation whereas Ezh2 in necessary 

to properly maintain the development of this organ at later stages. 

The analyses of mRNA expression profile of ezh2 in zebrafish showed that maternal 

transcripts are detected in the embryo at the 2-cell stage. At 24 hpf, the ezh2 mRNA is 

ubiquitously expressed, whereas its expression becomes restricted to defined regions such 

as the pectoral fin buds, the optic tectum, the mid-hindbrain region, the branchial arches, 

the eyes and the intestine during later development, as recently shown by San et al. [60]. 

This observation parallels the experiments performed in mouse showing that murine Ezh2 is 

ubiquitously expressed throughout early embryogenesis, while in later embryonic 

development, Ezh2 expression tends to be restricted to specific sites within the central and 

peripheral nervous system and to the major sites of fetal hematopoiesis, as well as in the 

intestine, the testis, the placenta and the muscles [61, 62].  

The presence of ezh2 mRNAs in the early zebrafish embryo suggests that maternally 

deposited ezh2 products may be involved in early development. Since maternal contribution 

takes place till the 2-cell stage in mice whereas in zebrafish maternal contribution could be 

maintained until at least the 1,000-cell stage (3 hpf) [63, 64], this difference could explain in 

part, why ezh2-deficient zebrafish mutants develop normally. To investigate the potential 

contribution of ezh2 from maternal origin in early development, we used a pharmacological 

approach to inhibit Ezh2 activity before zygotic genome activation. In our approach, 
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dechorionated embryos were exposed at the 1-2 cell stage or at 3 hpf to GSK126, a specific 

inhibitor of EZH2 [51]. In both cases, GSK126-mediated inhibition of maternal Ezh2 activity 

elicits developmental aberrations, including appearance of cardiac edemas as well as a 

developmental delay. Because these phenotypes were not observed in the ezh2-deficient 

zygotic mutants, we speculate that maternal Ezh2 activity contributes to zebrafish 

development and at least in the proper development of the heart. However, embryos 

exposed to GSK126 at the 1-2 cell stage gastrulate and show a normal body organization, 

indicating that maternal Ezh2 contributes to development but is not required for the set up 

of the body plan. In another study, Ostrup et al. [65] used 3-deazaneplanocin A (DZNep), an 

inhibitor of the S-adenosyl homocysteine hydrolase to impair Ezh2 function and H3K27me3 

methylation. Zebrafish embryos treated with DZNep at the 1-2 cell stage present defects in 

somites, notochord and tail, resulting in abnormal body shape, as well as observed cardiac 

edema. Head development is also severely affected and insufficient brain segmentation, 

brain underdevelopment and edema are observed together with severe defects in the ear, 

the eye and/or in the jaw [65]. The stronger effect of DZNep, when compared to GSK126 

action is probably due to the fact that DZNep may be responsible for the inhibition of other 

S-adenosylmethionine-dependent methyltransferases in addition to Ezh2 [66]. However, as 

DZNep treated and non-treated embryos develop with comparable survival rates, even upon 

gastrulation, this study reinforces the idea that maternal Ezh2 is not required for early 

development and global implementation of the body plan. Both, the role of ezh2 in zebrafish 

tissue maintenance and the absence of ezh2 requirement in the establishment of the body 

plan have also been demonstrated in the recent work from San et al. [60]. This study 

describes the generation of maternal zygotic (MZ) ezh2 mutant embryos through germ cell 

transplantation. MZezh2 mutant embryos gastrulate and form a normal body organization, 

but die at around 2 dpf with defects including the loss of myocardial integrity and the 

alteration of liver and pancreas terminal differentiation. Altogether, these data indicate that 

maternal ezh2 function contributes to zebrafish development, but the loss of its activity does 

not block gastrulation and body plan formation. 

After fertilization, the zebrafish embryonic genome is inactive till transcription is initiated 

during the maternal-zygotic transition, which starts around the mid-blastula transition (3.3 

hpf) [64]. This transition is accompanied by the formation of pluripotent cells, the 

degradation of maternal transcripts and changes in epigenetic marks. In particular, 
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H3K27me3 methylation levels, which were low before the maternal-zygotic transition, 

gradually increase and numerous genes appear to be marked with H3K27me3 after this time 

point [67-70]. This indicates that the deposition of H3K27me3 epigenetic marks may be 

important after the zygotic genome activation for embryonic development. In this regard, 

we observed a reduction, but not the abolition of H3K27me3 methylation both in ezh2-/- 

mutants and in GSK126 treated embryos. This raises the possibility that Ezh1 may be able to 

compensate for loss of Ezh2 function, since Ezh1 also trimethylates H3K27 [71, 72]. The 

remaining H3K27me3 marks in ezh2-/- larvae may allow the recruitment and the action of the 

PRC1 complex and may explain why PRC1-deficient fish present a phenotype with more 

severe alterations. Indeed, rnf2 mutant zebrafish embryos lacking PRC1 function, die at 

around 4-5 dpf with a normal body plan, but displaying craniofacial alterations and defects in 

pectoral fin development [73, 74]. 

During the course of our experiments, we observed the ectopic expression of phox2bb in the 

eyes of ezh2-/- mutants. Phox2bb is a homeobox-containing transcription factor often used 

to monitor the localization of enteric progenitors. At 5 dpf, phox2bb is mainly expressed in 

the enteric nervous system and in the hindbrain of wild-type larvae. However, additional 

phox2bb positive cells are also observed in the eyes of ezh2-/- siblings. The fact that phox2bb 

is ectopically expressed in ezh2-deficient larvae suggests that this gene is repressed directly 

or indirectly, by Ezh2. This control of phox2bb expression by Ezh2 appears to be also cell-

specific because phox2bb is not ectopically expressed in all the cells and regions lacking ezh2 

expression in the mutant fish. The role of ezh2 in phox2bb regulation in the eye remains 

unclear since ezh2-/- mutants losing the expression of ezh2 and ectopically expressing 

phox2bb do not present histological defects in the eye. However, it is interesting to notice 

that this phox2bb ectopic expression affects limited areas in the eye, indicating that Ezh2 is 

not the only element controlling the expression of phox2bb. Furthermore, the restricted 

ectopic expression explains why phox2bb was not identified as an Ezh2 target in large scale 

gene expression analyses using microarrays on MZezh2 mutants [60]. 

The capacities of zebrafish to regenerate some of its organs and in particular its caudal fin 

rely on the zebrafish ability to maintain access to a number of developmental programs and 

may correlate with a certain plasticity of the epigenome. In this context, it has been shown 

that DNA demethylation correlates with the early phase of zebrafish fin regeneration [75]. 

Several epigenetic factors, including components of nucleosome remodeling and 
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deacetylase (NuRD) complex such as hdac1, mta2, rbb4 and chd4a, are also upregulated in 

the proliferative compartment of the blastema and required for the redifferentiation of 

skeletal precursors and for actinotricha formation [76]. Similarly, Stewart et al. [54] 

demonstrated that H3K27me3 demethylation at specific loci might be crucial to reactivate 

the regeneration gene expression programs and to initiate the regeneration process in 

response to caudal fin amputation. Here, we show that ezh2 is expressed in regenerating 

caudal fin tissues after amputation both in adult and larval zebrafish. Furthermore, ezh2-

deficient as well as wild-type larvae treated with the Ezh2 specific inhibitor GSK126, fail to 

properly regenerate their caudal spinal cord after transection. These results suggest that 

Ezh2 and H3K27me3 methylation might also be involved in processes of regeneration in 

zebrafish. 

 

 

5. CONCLUSIONS.  

In this work, we generated a zebrafish ezh2 mutant allele using the TALEN technology. 

Heterozygous mutant fish are viable, fertile and do not show any obvious phenotype. In 

contrast to what was found in mice, homozygous ezh2-/- mutant zebrafish gastrulate 

properly, present a normal body plan but die at 12 dpf with defects of the intestine wall. 

Analysis of the intestine revealed that at 5 dpf its development is normal, but its integrity is 

not maintained at later developmental stages, due to enhanced cell death in ezh2 loss-of-

function mutants. Similarly, terminal differentiation of the exocrine pancreas is determined 

but not fully maintained in absence of zygotic ezh2 expression. Studies of ezh2 expression 

showed that maternal ezh2 transcripts are loaded in the embryo. At 24 hpf ezh2 is 

ubiquitously expressed, whereas its expression becomes restricted to defined regions at 

later stages. Treatment of zebrafish embryos with the EZH2-specific inhibitor GSK126 

revealed that maternal ezh2 products contribute to early development but are not required 

for normal body plan formation. Our results parallel and supplement those of San et al. [60] 

using maternal-zygotic MZeh2 mutants. But in addition, we show that ezh2 might play a role 

in the regeneration processes. Indeed, a GSK126 treatment, as well as the ezh2 loss-of-

function mutation, alters the regeneration of the chord after transection. Altogether, our 

work sheds light on the complex role of Ezh2 in cell fate decisions and demonstrates that 
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zebrafish provides a remarkable model system to study Ezh2 function and H3K27me3 

methylation in tissue maintenance. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. Generation of ezh2 mutant zebrafish using the TALEN technology. (A) Schematic 

representation of the genomic structure of the ezh2 gene, with coding and untranslated 

exons depicted as solid and open boxes, respectively. The exonic regions coding for the 

conserved SANT and SET domains are shown in red and brown, respectively. The location of 

the ezh2 TALEN in exon 2 is indicated. The ezh2 TALEN target sequence with Left and Right 

TALEN binding sites in red is shown. The DdeI restriction site is indicated in green. (B) 

Identification of mutant embryos using a diagnostic restriction. Genomic DNA was prepared 

from an uninjected (Control) and an ezh2 TALEN injected (TAL-ezh2) embryo. The TALEN 

targeted DNA region is amplified by PCR and subjected to DdeI digestion. The TAL-ezh2 

injected embryo contains undigested material (arrow at 466 bp), indicating that the DdeI 

diagnostic restriction site has been disrupted. (C) Sequence of the mutant allele compared to 

its wild-type counterpart. Small letters indicate inserted nucleotides. The mutated ezh2 

allele (Mut) contains a 22 bp net insertion resulting from a deletion of 5 nucleotides 

(underlined in the wild-type sequence) and an insertion of 27 nucleotides (small letters). (D) 

Schematic representation of the wild-type (Ezh2wt) and mutant (Ezh2mut) proteins. The gray 

line in the predicted mutant protein indicates residues read out of frame prior to 

encountering a premature stop codon, whereas the red and brown motifs in the wild-type 

protein correspond to SANT (SMART: SM00717) and SET (SMART: SM00317) domains, 

respectively. Size of the predicted proteins is indicated.  

 

Figure 2. Loss of Ezh2 function does not affect early zebrafish development. (A) At 5 dpf, 

ezh2-/- mutants from ezh2+/- crosses are phenotypically indistinguishable from heterozygous 

and wild-type siblings. (B) Alcian blue stained head cartilages of ezh2+/+ (up) and ezh2-/- 

(down) siblings at 6 dpf reveal that craniofacial cartilage development is not affected in ezh2-

/- mutants.  cb: ceratobranchials; ch: ceratohyal; ep: ethmoid plate; m: Meckel’s cartilage; n: 

notochord; ot: otoliths; pq: palatoquadrate. (C) Cranial musculature revealed by 

immunocytochemistry using the anti-myosin MF20 antibody shows that muscle 

development is normal in ezh2-/- fish at 6 dpf. adm: adductor mandibulae; ao: adductor 

operculi; bm: branchial musculatur; do: dilatator operculi; hi: hyoideus inferior; hs: hyoideus 
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superior; ima: intermandibularis anterior; imp: intermandibularis posterior; lo: levator 

operculi; pf: pectoral fin; sh: sternohyoideus. 

 

Figure 3. ezh2 expression in ezh2+/+and ezh2-/- siblings at different developmental time 

points. (A) In situ hybridization at the 1- and 2-cell stages showing that ezh2 mRNA is 

maternally provided in zebrafish embryos. (B) The analysis of ezh2 transcripts by RT-PCR at 2 

hpf shows that wild-type, but not mutant transcripts are delivered into the embryos from 

ezh2+/- crosses (♂x♀ ezh2+/-). Ezh2 transcripts from ezh2+/+ crosses are shown on the left 

part (WT).  By RT-PCR, wild-type ezh2 mRNA is expected to give a band at 328 bp, whereas 

the size of the mutant transcript should be at 350 bp. After DdeI digestion, the predicted 

restriction fragments from the wild-type cDNA will be at 171, 122, 31 and 4 bp, while those 

from the mutant will be at 315, 31 and 4 bp. Relative mRNA abundance is shown by RT-PCR 

amplification of the -actin mRNAs (act) (C) In situ hybridization to detect ezh2 transcripts in 

ezh2+/+ (left) and ezh2-/- (right) siblings from ezh2+/- crosses at the indicated time points. (D) 

Lateral view of 96 hpf ezh2+/+ (left) and ezh2-/- (right) siblings showing ezh2 expression 

detected by in situ hybridization in the intestine of wild-type larvae (arrow). Scale bar is 500 

μm. 

 

Figure 4.  Ezh2 is required for maintenance of the intestine integrity in zebrafish. (A) 

Representative images of lateral views of ezh2+/+ and ezh2-/- larvae as indicated, stained with 

oil Red-O at 9 dpf. On the enlarged picture, the liver is indicated by an asterisk. The intestine 

wall appears well defined and finer in ezh2-/- mutants (arrow). Scale bar is 500 μm, or 200 µm 

on the enlargement panels. (B) Intestinal sections from ezh2+/+ and ezh2-/- larvae 

immunostained for actin and counterstained with hematoxylin, at 5 dpf (left) and 9 dpf 

(right). Scale bar is 100 μm. (C) TUNEL assay on sections from the intestinal bulb of ezh2+/+ 

(left) and ezh2-/- (right) larvae at 9 dpf, showing an increase of apoptosis levels in the 

intestine and the pancreas (asterisk) in ezh2-/- mutants.  Scale bar is 100 μm. 

 

Figure 5. Ectopic expression of phox2bb in the eyes of ezh2 mutants. (A) In situ 

hybridization showing that the localization of phox2bb expressing neural crest cells along the 

gut (arrow) is not altered by loss of Ezh2 function at 5 dpf. (B) Expression of ezh2 (up) and 

phox2bb (down) in the anterior region of ezh2+/+ (left) and ezh2-/- (right) siblings at 5dpf, as 
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shown by in situ hybridization. Expression of ezh2 in ezh2+/+ and phox2bb in ezh2-/- larvae 

respectively, is outlined by arrows. (C) Lateral view of ezh2 expression in ezh2+/+ larvae (up) 

and phox2bb expression in ezh2-/- larvae (down) at 5 dpf in the eye. (D) Detection of the ezh2 

mRNA by in situ hybridization using a digoxygenin-labeled riboprobe and tyramide signal 

amplification-Cy5 reagent before eye section on wild-type larvae at 9 dpf. abc: amacrine and 

bipolar cells; c: cornea; gc: ganglion cells; ip: Inner plexiform; l: lens; op: outer plexiform; pr: 

photoreceptors; rpe: retinal pigmented epithelium. Scale bar is 100 μm. (E) Hematoxylin-

eosin staining of eye sections of ezh2+/+ (left) and ezh2-/- (right) siblings at 9 dpf. abc: 

amacrine and bipolar cells; c: cornea; gc: ganglion cells; ip: Inner plexiform; l: lens; op: outer 

plexiform; rpe: retinal pigmented epithelium. Scale bar is 100 μm. 

 

Figure 6. The exocrine pancreas development is affected in ezh2-/- mutants. (A) In situ 

hybridization for different markers of the pancreas in ezh2+/+ (left) and ezh2-/- (right) siblings 

from ezh2+/- crosses, performed at 5 dpf. No difference is found for markers of the endocrine 

pancreas (ins and gcga, arrow), whereas try, a marker for terminal differentiation of the 

exocrine pancreas reveals a reduced signal area in ezh2-/- larvae. Representative fish of each 

genotype are shown.  Scale bar is 500 μm. (B) In situ hybridization at 3 dpf showing that the 

try signal is similar in ezh2+/+ (left) and ezh2-/- (right) siblings. Scale bar is 500 μm. 

 

Figure 7. Global trimethylation of lysine 27 of histone H3 is reduced in ezh2-/- mutants. 

After genotyping of the caudal region of the larvae, total histones from pools of 5 larvae of 

ezh2+/+ and ezh2-/- genotypes at 9 and 12 dpf (A) or from ezh2+/+, ezh2+/- and ezh2-/- 

genotypes at 9 dpf (B) as indicated, were extracted and analyzed by western blotting using a 

specific anti-H3K27me3 antibody and an anti-H3 antibody as a control. (C) Immunostaining 

for H3K27me3 in wildtype and ezh2-/- embryos as indicated at 24 hpf (left) and 4 dpf (right). 

Scale bars are 500 µm and 1 mm for 24 hpf embryos and 4 dpf larvae, respectively. 

 

Figure 8. GSK126 elicits developmental aberrations in zebrafish. (A) Scoring of abnormal 

and dead embryos at 24 and 96 hpf. Embryos were exposed to 1 µM GSK126 (n=397) or to 

0.01% DMSO (n=114) at 3 hpf. (B) Representative phenotype of embryos and larvae without 

treatment (DMSO 0.01%) or treated with 1 µM GSK126 at the indicated time points. Notice 

cardiac edemas (arrows) and absence of pectoral fins at 96 hpf. Scale bar is 500 μm. (C) 
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Measurement of the size of the eye in 96 hpf larvae without treatment (DMSO 0.01%) or 

treated with 1 µM GSK126. Statistical significance was assessed by a Student t-test analysis 

and the significance is expressed as the indicated p value. (D) Global trimethylation of lysine 

27 of histone H3 assayed by western blotting using a specific anti-H3K27me3 antibody and 

an anti-H3 antibody as control. Quantified relative H3K27me3 levels normalized to levels of 

histone H3 are indicated. (E) Whole mount immunostaining for H3K27me3 in wildtype 

embryos treated with 1 µM GSK126 or control (DMSO 0.01%) as indicated, at 4 dpf. Scale bar 

is 1 mm. 

 

Figure 9. Ezh2 and larval caudal fin regeneration. (A) In situ hybridization to visualize ezh2 

expression on a representative control untransected zebrafish larvae at 5 dpf (top) and on a 

representative larval fin at 5 dpf, 2 days post-amputation (bottom). Ezh2 expression is 

detected in regenerating tissues (arrow head). (B) The Ezh2 specific inhibitor GSK126 affects 

larval caudal fin regeneration. At 3 dpf (a, a’), the tip of the caudal fin of wild-type larvae is 

sectioned within the pigment gap distal to the circulating blood (b, b’) and embryos were 

subsequently treated with 1 µM GSK126 or with 0.01 % DMSO (control). At 2 days post-

amputation the spinal cord regeneration is inhibited in the treated larvae (c’), but not in the 

controls (c). The dotted line indicates the transection site. (C) Ezh2 function is required for 

spinal cord regeneration. At 3 dpf (a, a’), the tip of the caudal fin of wild-type (ezh2+/+) or 

Ezh2-deficient (ezh2-/-) siblings is sectioned within the pigment gap distal to the circulating 

blood (b, b’). Two days after the transection, spinal cord regeneration is reduced in mutant 

larvae (c’) compared to wild-type (c). The dotted line indicates the transection site. 
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> La modification précise des génomes est un 
des enjeux majeurs des biotechnologies et de 
la recherche biomédicale. La découverte des 
TALE (transcription activator-like effector) et 
le développement récent des TALEN (transcrip-
tion activator-like effector nuclease) artifi-
ciels offrent la possibilité d’éditer les génomes 
de nombreux organismes modèles de manière 
rapide, spécifique et efficace. Les TALEN sont 
des ciseaux moléculaires qui permettent d’in-
duire différentes modifications génétiques en 
un site choisi du génome, et il est probable qu’ils 
deviennent, au cours des prochaines années, 
un des outils incontournables de la génétique 
inverse appliquée à la médecine. <

de nombreux génomes modèles [51]. Les méthodes qui utilisent les 
TALEN sont actuellement parmi les plus prometteuses. Les TALEN sont des 
protéines chimériques, constituées d’un domaine de liaison à l’ADN et 
d’un domaine endonucléasique, qui vont induire une cassure double-brin 
d’ADN en un site spécifique du génome. La réparation de la cassure peut 
alors s’accompagner de mutations. De cette façon, les TALEN peuvent être 
utilisées pour cibler des mutations au niveau de sites choisis du génome.

Cassures double-brin d’ADN et modifications génomiques

Les méthodes de modification des génomes nécessitent des cassures 
double-brin d’ADN et dépendent des systèmes cellulaires de réparation 
de ces cassures [52]. Chez les eucaryotes, il existe deux mécanismes de 
réparation des cassures double-brin d’ADN : la réparation par jonction 
d’extrémités non homologues (NHEJ, non-homologous end joining) et la 
réparation par recombinaison homologue (HDR, homology directed repair) 
[2, 3]. La jonction d’extrémités non homologues lie les extrémités cassées 
et peut s’accompagner de la perte ou du gain de quelques nucléotides, 
résultant d’évènements de mutagenèse différents au niveau du site de 
clivage de l’ADN [4]. En revanche, la réparation par recombinaison homo-
logue utilise une séquence d’ADN homologue comme modèle pour la res-
tauration de l’intégrité de l’ADN génomique. Aussi, la réparation peut être 
précise et contrôlée, identique à la séquence de l’ADN qui sert de source 
pour la recombinaison. Toutefois, la réparation des cassures double-brin 
d’ADN par recombinaison homologue reste, en général, beaucoup moins 
efficace que la réparation par jonction d’extrémités non homologues.

TALEN et ingénierie génomique

Les TALEN combinent les propriétés de liaison à l’ADN des TALE 
(transcription activator-like effector) et de clivage de l’ADN par 

1 Inserm U908, université de Lille 
1, bâtiment SN3, 
Cité scientifique, 59655 
Villeneuve d’Ascq, France ;
2Institut de recherche 
interdisciplinaire, 
CNRS USR 3078, parc scientifique 
de la Haute Borne, 
50, avenue Halley, 59658 
Villeneuve d’Ascq, France.
pierre-olivier.angrand@
univ-lille1.fr

Depuis le début de la biologie expérimentale, les animaux 
sont utilisés afin d’étudier divers phénomènes physio-
logiques, et il est admis que l’expérimentation animale 
a considérablement accéléré notre compréhension de 
la fonction des gènes. Pendant de nombreuses années, 
l’obtention de mutants se basait sur des méthodes de 
génétique classique, telles que la mutagenèse chimique 
ou insertionnelle. Cependant, ces approches ne per-
mettent pas une étude ou une « édition » ciblée du 
génome. De plus, le séquençage complet ou partiel du 
génome des organismes modèles a ouvert de nouvelles 
perspectives pour l’étude fonctionnelle des gènes. Paral-
lèlement, la génération, au cours des dernières décennies, 
de modèles murins génétiquement modifiés a permis de 
reproduire et d’étudier un grand nombre de maladies 
humaines [1]. Toutefois, l’obtention de ces modèles par 
l’inactivation classique de gènes nécessite l’utilisation de 
cellules souches embryonnaires (ES, embryonic stem) et 
reste un processus onéreux, long et réservé aux modèles 
murins (souris) et rat. Récemment, l’émergence de nou-
velles technologies a révolutionné l’ère de la génétique 
inverse en permettant l’introduction de modifications 
génétiques précises, de manière efficace et rapide, chez 

Vignette (Photo © Inserm-Bertrand Jordan).
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niers sont souvent préférés aux di-résidus NK et NH en 
raison d’une plus forte affinité pour leur cible [12, 13]. 
La région de liaison à l’ADN des TALE se termine par la 
dernière répétition (LR, last repeat) qui n’est composée 
que de 20 résidus, mais possède toutefois les di-résidus 
variables qui assurent la spécificité de liaison à un 
nucléotide particulier. La région amino-terminale adja-
cente aux répétitions se lie au nucléotide T et est éga-
lement importante pour la reconnaissance de l’ADN. La 
séquence cible des TALE doit donc posséder un T en 5’.
L’assemblage modulaire de répétitions choisies permet 
donc de développer des TALE artificiels capables de 
reconnaître théoriquement n’importe quelle séquence 
d’ADN génomique. En outre, la présence éventuelle 
de séquences génomiques hors cibles (off-targets) 
pour ces TALE artificiels est facilement prédictible 
[14]. Cependant, malgré l’existence d’algorithmes de 
recherche de ces séquences hors cibles et de la haute 

l’ endonucléase FokI (Flavobacterium okeanokoites endonuclease I). 
Les TALE sont des facteurs de transcription identifiés chez certains 
phytopathogènes du genre Xanthomonas, qui entrent dans le noyau 
et activent la transcription de gènes cibles chez l’hôte (Figure 1A) [5, 
6]. La région centrale des TALE est composée d’un nombre variable de 
répétitions (7 à 30). Chaque répétition est constituée de 34 acides 
aminés et se lie à un nucléotide cible unique. Les TALE s’associent 
alors à l’ADN en formant une hélice qui s’enroule autour de l’ADN 
où chaque répétition reconnaît un nucléotide de la séquence cible 
(Figure 1B) [7, 8]. Au sein des répétitions, ce sont les acides aminés 
12 et 13 qui déterminent la spécificité de liaison aux nucléotides 
de chacun de ces domaines répétés [9-11] (Figure 1C). Ainsi, parmi 
les di-résidus variables 12 et 13 les plus utilisés, NI (Asn-Ile), HD 
(His-Asp), NK (Asn-Lys)/NH (Asn-His) et NG (Asn-Gly) reconnaissent 
respectivement les nucléotides A, C, G et T. Les di-résidus NN (Asn-
Asn), quant à eux, reconnaissent préférentiellement les nucléotides 
G et, dans une moindre mesure, les nucléotides A. En dépit d’une plus 
faible spécificité des di-résidus NN pour les nucléotides G, ces der-

Figure 1. Organisation des TALE et TALEN. A. Les TALE (transcription activator-like effector) sont des facteurs de transcription produits par les 
bactéries pathogènes du genre Xanthomonas. Injectés dans les plantes par le système de sécrétion de type III, ils sont importés dans le noyau, se 
lient aux boîtes UTP et activent les gènes de susceptibilité, tels upa20, os8n3, ostfIIag1 ou ostfx1 de la plante hôte. Les TALE sont constitués de 
répétition d’un motif de 34 acides aminés. Au sein de ces répétitions, les acides aminés 12 et 13 (en bleu) reconnaissent un nucléotide spécifique. 
B. Les TALE se lient à leurs cibles en formant une hélice qui s’enroule autour de l’ADN. Chaque répétition du TALE reconnaît un nucléotide adjacent 
(d’après [7]). Source : protein data bank (PDB ID 3UGM) http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do. C. Il existe un code de reconnaissance précis 
entre les acides aminés 12-13 et les nucléotides cibles : N, Asp ; I, Ile ; H, His ; D, Asp ; K, Lys. D. Association d’une paire de TALEN et structure de 
son site d’ADN cible. Nt : nucléotide.
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Organismes Description Références

Levure
(Saccharomyces cerevisiae)

Insertion de mutations de type indel dans les gènes ura3, lys2, ade2 et remplacement 
du gène ura3 par recombinaison homologue induite par les TALEN

[20]

Poisson zèbre
(Danio rerio)

Première utilisation des TALEN chez un vertébré modèle : insertion de mutations de 
type indel dans les gènes tnikb, hey2 et gria3a chez le poisson zèbre

[23, 24]

Drosophile
(Drosophila melanogaster)

Première utilisation des TALEN chez la drosophile : insertion de mutations de type 
indel dans le gène yellow

[25]

Nématode
(Caenorhabditis elegans)

Première utilisation des TALEN chez C. elegans : insertion de mutations de type indel 
dans le gène ben-1

[36]

Souris
Première utilisation des TALEN chez la souris : génération de souris porteuses de 
mutations de type indel dans les gènes Pibf1 et Sepw1

[37]

Rat
Première utilisation des TALEN chez le rat : génération de rats porteurs de mutations 
de type indel dans le gène Igm

[17]

Lapin
Première utilisation des TALEN chez le lapin : génération de lapins porteurs de muta-
tions de type indel dans les gènes Rag1 et Rag2

[38]

Xénope
(Xenopus tropicalis)

Génération de xénopes porteurs de mutations de type indel dans le gène tyr [30]

Poisson médaka
(Oryzias latipes)

Génération de mutations de type indel dans le gène Dj-1 chez le médaka [35]

Vache Génération de mutations de type indel dans les gènes Acan12 et GDF83.1 [39]

Cochon Génération de mutations de type indel dans les gènes Rela et Ldlr [39]

Riz
(Oryza sativa)

Génération de mutations de type indel dans le promoteur du gène Os11n3 responsable 
de la résistance des plantes aux souches pathogènes de Xanthomonas (X. orysae)

[29]

Poisson zèbre (Danio rerio)
Insertion d’un site EcoRV dans le gène ponzr1 et d’un site loxP dans le gène crhr2 par 
réparation des cassures double-brin d’ADN induites par les TALEN, en utilisant une 
matrice d’ADN simple-brin

[33]

Poisson zèbre (Danio rerio)
Introduction de la GFP dans le gène th par réparation par recombinaison homologue 
des cassures double-brin d’ADN induites par les TALEN

[34]

Cochon
Génération de larges délétions et inversions (environ 7-kpb) dans le gène Dmd à 
l’aide de deux paires de TALEN dans des fibroblastes de cochon

[39]

Ver à soie
(Bombyx mori)

Génération de larges délétions (environ 800-pb) dans le gène Bmblos2 à l’aide de 
deux paires de TALEN

[42]

Cellules humaines
(Jurkat et RPE-1)

Génération d’une translocation entre les gènes NPM1 (nucleolar phosphoprotein B23, 
numatrin) et ALK (anaplastic lymphoma kinase), respectivement situés sur les chro-
mosomes 5 et 2, à l’aide de deux paires de TALEN afin d’induire la translocation t(2;5)
(p23;q35) trouvée chez les patients atteints de lymphomes de type ALCL (anaplasique 
à grandes cellules)

[43]

Cellules humaines (iPS)
Restauration du gène a1-antitrypsine fonctionnel par réparation par recombinaison 
homologue des cassures double-brin d’ADN induites par les TALEN dans des cellules 
iPS (induced pluripotent stem cells) provenant de patients

[44]

Tableau I. Exemples d’utilisation des TALEN.

spécificité de liaison des TALE à leur séquence, la recherche expéri-
mentale d’éventuels sites hors cible, dont le ciblage peut conduire 
à des effets non désirés, reste nécessaire [15-17]. En fusionnant le 

domaine de clivage de la nucléase FokI à un TALE arti-
ficiel, il devient possible d’induire une cassure de l’ADN 
en un site spécifique et, en conséquence,  d’éditer le 
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qu’in vivo dans un grand nombre d’organismes modèles, 
tels que la levure [13, 20], les plantes [19, 22, 29], le 
xénope [30, 31], les poissons [19, 23, 32-35], la droso-
phile [25], Caenorhabditis elegans [36], le rat [17], la 
souris [37], le lapin [38], la vache ou le cochon [39] 
(Tableau I). Ainsi, les TALEN peuvent donc être employés 
pour manipuler beaucoup, voir tous les génomes.
Une paire de TALEN permet de cibler une cassure 
double-brin d’ADN en un site choisi du génome 
(Figure 3A). Cette cassure de l’ADN est généralement 
réparée par jonction d’extrémités non homologues 
et peut s’accompagner de petites insertions et/
ou délétions de paires de bases (mutations de type 
indel) qui conduisent à des modifications du génome. 
Les mutations de type indel induites par l’action des 
TALEN sont de taille variable et conduisent souvent 
à des décalages de la phase de lecture quand elles 
sont situées dans les régions codantes du génome. 
Selon la paire de TALEN considérée, la fréquence de 
mutation est variable et peut se situer entre 0 % à 
plus de 70 % [40]. L’utilisation d’un ADN matrice avec 
les TALEN permet de modifier le génome de manière 
particulièrement précise. En présence d’un ADN homo-
logue donneur simple-brin ou double-brin, la cassure 
double-brin d’ADN peut stimuler la voie de réparation 
par recombinaison homologue, permettant l’insertion 
d’une séquence d’ADN exogène [18, 33, 34] ou le rem-
placement précis d’un nucléotide particulier [41]. La 
réparation des cassures double-brin d’ADN par jonc-
tion d’extrémités non homologues est beaucoup plus 
efficace que la réparation par recombinaison homo-
logue. Aussi, l’inactivation de gènes par les TALEN est 
plus aisée que le remplacement de gènes ou l’insertion 
d’ADN exogènes. Une paire de TALEN permet donc la 
génération de mutations de type indel, l’insertion de 
mutations ponctuelles ou l’insertion des séquences 
exogènes. Il est également possible d’utiliser deux 
paires de TALEN qui ciblent le même chromosome afin 
d’induire des délétions et/ou des inversions de larges 
segments chromosomiques (plusieurs centaines de 
kpb) [27, 42]. La délétion de larges régions géno-
miques par les TALEN est particulièrement intéres-
sante pour l’étude de la fonction des longs ARN non 
codants. En effet, les mutations ponctuelles ou de 
type indel ne sont certainement pas suffisantes pour 
abroger la fonction de ces ARN qui ne possèdent pas 
de phase de lecture ouverte. Enfin, l’utilisation de 
deux paires de TALEN qui ciblent des chromosomes dif-
férents permet d’induire une translocation réciproque 
[43] (Figure 3B).
Ainsi, la technologie d’édition des génomes à l’aide des 
TALEN, en induisant un grand nombre de modifications 

génome par réparation de la cassure double-brin [13, 18]. La dimé-
risation du domaine nucléasique de FokI est nécessaire au clivage 
de l’ADN. Aussi, il faut une paire de TALEN pour induire une cassure 
double-brin d’ADN en un point donné du génome (Figure 1D).
Le site de reconnaissance par les TALEN consiste en deux séquences 
de 14-20 paires de bases (pb) reconnues par chaque monomère de la 
paire de TALEN, séparées par une séquence de 14-24 pb qui facilite la 
dimérisation de FokI (Figure 1D). La taille de la séquence d’espace-
ment entre les sites de liaison de la paire de TALEN dépend, notam-
ment, de la nature de la région carboxy-terminale adjacente aux 
répétitions [16, 18]. C’est au sein de cette séquence d’espacement 
que la cassure double-brin d’ADN se produit.

Assemblage des TALEN

Afin d’atteindre une bonne spécificité dans la reconnaissance de l’ADN 
cible, les TALEN doivent se lier à des séquences de 14 à 20 pb. L’uti-
lisation des TALEN repose donc sur un assemblage rapide et efficace 
des répétitions du TALE artificiel. Cependant, la construction des TALEN 
peut s’avérer difficile en raison du grand nombre de modules répétitifs 
qui constituent les TALE. Aussi, plusieurs méthodes d’ingénierie ont 
été mises au point afin d’assembler efficacement les TALEN (Figure 2). 
Certaines méthodes sont basées sur le clonage modulaire Golden gate 
qui utilise des enzymes de restriction de type IIS. Cette stratégie permet 
d’assembler jusqu’à 10 répétitions en une seule réaction de ligation, et la 
réalisation de TALEN en cinq jours [19-22]. Une deuxième stratégie, l’as-
semblage d’unités par ligations successives (UA, unit assembly ; REAL, 
restriction enzyme and ligation), utilise des enzymes de restriction com-
patibles qui produisent des extrémités cohésives complémentaires (par 
exemple les isocaudamères NheI et SpeI). À partir de quatre plasmides 
qui contiennent les répétitions se liant spécifiquement aux nucléotides 
A, C, G et T, une infinité de TALE artificiels peuvent être facilement géné-
rés par les techniques de restriction/ligation conventionnelles [23-25]. 
Le clonage sans ligation (LIC, ligation-independent cloning), qui utilise 
de longues extrémités cohésives hybridées in vitro, puis liées par les 
enzymes bactériennes après transformation, est également une méthode 
simple et rapide qui permet l’assemblage des TALEN à grande échelle 
[26]. D’autres approches, qui n’utilisent pas les méthodes de clonage 
traditionnelles, ni la sélection et l’amplification des bactéries après les 
étapes de ligation, mais qui sont basées sur l’assemblage automatisé 
des répétitions en phase solide (FLASH, fast ligation-based automatable 
solid-phase high-throughput ; ICA, iteractive capped assembly), sont 
également développées. Ces stratégies permettent l’ingénierie des TALEN 
en quelques heures et peuvent être utilisées à plus grande échelle [27, 
28]. Ces différentes approches rendent la génération des TALEN acces-
sible à des coûts relativement faibles à tous les laboratoires, même les 
plus petits.

Champs d’application des TALEN

Depuis leur première utilisation rapportée en 2010 [13], les TALEN ont 
été largement utilisés aussi bien in vitro dans des cellules en culture, 
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génomiques différentes, ouvre de larges champs d’application et offre 
de nombreuses perspectives thérapeutiques. Les TALEN sont largement 
employés pour induire l’inactivation de gènes [19, 20, 22-25, 29-31, 
34-39], mais aussi pour restaurer la fonction de gènes mutants [41], 
introduire des marqueurs de l’expression génique, tels que la GFP (green 
fluorescent protein) [34], ou générer des translocations chromosomiques 
[43]. La possibilité d’introduire des sites LoxP et/ou FRT (Flp recombinase 
target) par recombinaison homologue impliquant les TALEN [33] permet 
également d’augmenter le répertoire des manipulations génomiques pos-

sibles en ouvrant la voie aux stratégies d’inactivation de 
gènes conditionnelles ou spécifiques de tissus.
Le fait que les TALEN puissent être utilisés chez de 
nombreux organismes afin de générer des modifications 
génomiques va inévitablement conduire à l’expan-
sion considérable du nombre d’animaux modèles pour 
l’étude des maladies humaines et pour la recherche 
médicale. Il est également probable que l’utilisation 
des TALEN remplace progressivement les méthodes 

Figure 2. Stratégies d’assemblage des TALEN. A. Les méthodes d’assemblages par clonage modulaire de type « Golden gate » utilisent les enzymes 
de restriction de type IIS et permettent l’assemblage d’au plus dix répétitions orientées en une seule étape de ligation, grâce à l’utilisation d’extré-
mités cohésives différentes [19]. B. L’assemblage d’unités par ligations successives permet l’ingénierie de TALEN contenant un nombre illimité 
de répétitions à partir de quatre plasmides de départ par des séries de ligations successives [23]. C. Les méthodes de ligation en phase solide 
permettent l’assemblage des TALEN sur un support sans passer par les étapes de transformation et de sélection des bactéries durant les étapes 
intermédiaires [27].
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 classiques de génétique inverse chez la souris. En effet, l’emploi des 
TALEN permet l’inactivation de gènes, la modification de gènes ou l’in-
troduction de séquences exogènes dans le génome murin sans passer 
par les étapes du ciblage de gènes dans les cellules ES et de génération 

des souris chimères avant transmission germinale. De la 
même manière, l’utilisation des TALEN, en permettant 
l’insertion de séquences exogènes en des sites particu-
liers et contrôlés du génome, peut servir d’alternative 

A

A

LTPDQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHGA

A

LTPDQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHG

Cassure double-brin d’ADN

NHEJ

+ ADN sb + ADN db

HDR HDR

B

Indel Édition précise
du génome

Insertion d’ADN
exogène

Fokl

Figure 3. Ingénierie des génomes par les TALEN. A. Les TALEN induisent une cassure double-brin (db) d’ADN en un site spécifique du génome. La 
réparation de cette cassure par jonction d’extrémités non homologues (NHEJ) conduit à des insertions ou délétions d’un nombre variable de 
nucléotides (mutations indel). En présence d’ADN matriciel simple-brin (sb) ou double-brin (db), la réparation des cassures par recombinaison 
homologue (HDR) permet l’introduction de substitutions nucléotidiques précises ou l’insertion de séquences d’ADN exogènes. B. L’utilisation de 
deux paires de TALEN en cis sur le même chromosome conduit à la délétion des séquences (en rouge) localisées entre les deux cassures (à gauche), 
alors que l’introduction de cassures double-brin d’ADN sur deux chromosomes permet de générer des translocations réciproques (à droite).
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FokI. Chaque doigt de zinc reconnaît une série de trois 
nucléotides. Cependant, l’ingénierie des génomes par 
les ZFN est difficilement applicable aux régions dépour-
vues ou pauvres en trinucléotides GNN (où N représente 
n’importe quel nucléotide), car ces séquences sont 
préférentiellement ciblées par les doigts de zinc de type 
C2H2. Cette contrainte limite l’utilisation large des ZFN 
afin de modifier des génomes. À l’inverse du code de 
reconnaissance de l’ADN par les TALE ou les doigts de 
zinc de type C2H2, le système CRISPR/Cas9 reconnaît une 
séquence d’ADN cible grâce à un ARN guide, tandis que 
la protéine bactérienne Cas9 associée clive l’ADN sur 
les deux brins. Le clivage par le système CRISPR/Cas9 
nécessite la présence d’une séquence nucléotidique 
particulière appelée PAM (protospacer adjacent motif) 
adjacente au site de reconnaissance de l’ARN guide, sur 
le brin complémentaire. Pour le système CRISPR/Cas9 
dérivé de Streptococcus pyogenes, la séquence PAM est 
NGG. La nécessité de sa présence fait qu’environ 40 % 
du génome peut être la cible du clivage par le complexe 
ribonucléoprotéique CRISPR/Cas9. Actuellement, encore 
relativement peu d’applications du système CRISPR/
Cas9 sont décrites, mais il semble que cette approche 
de modification des génomes soit aussi efficace que 
celle basée sur les TALEN.
Plus récemment, le code de reconnaissance des 
séquences d’ADN par les TALE a été utilisé pour cibler 
des protéines ou activités enzymatiques autres que 
nucléasiques, au niveau de régions génomiques parti-
culières. En particulier, Miyanari et al. [49] ont utilisé 
les TALE pour cibler la GFP au niveau de séquences 
génomiques spécifiques afin d’étudier la dynamique des 
chromosomes. De manière similaire, Maeder et al. ont 
décrit la déméthylation d’îlots CpG spécifiques grâce 
à l’utilisation de TALE artificiels fusionnés au domaine 
catalytique hydroxylase de la protéine TET1 [50]. Il est 
fort probable que d’autres applications qui utilisent les 
TALE artificiels soient rapidement développées. ‡

SUMMARY
Targeted genome modifications using TALEN
Precise modifications of genomes have been one of 
the biggest goals in the fields of biotechnology and 
biomedical research. Recent discovery of TALE (trans-
cription activator-like effectors) and the engineering of 
customized TALEN (transcription activator-like effector 
nucleases) allowed rapid genome editing in a variety 
of cell types and different model organisms. TALEN are 
molecular scissors used to induce a wide range of speci-
fic and efficient genomic modifications. TALEN promise 
to have profound impacts on biological and medical 
research over the coming years. ‡

à la transgenèse classique chez la souris ou chez d’autres organismes 
modèles tels que le poisson zèbre ou la drosophile.
En combinaison avec l’utilisation de technologies cellulaires basées sur 
les cellules souches pluripotentes induites (iPS), les TALEN se révèlent 
être des outils prometteurs en médecine régénératrice [15, 44, 45]. 
Choi et al. [44] ont, par exemple, utilisé la stratégie de réparation par 
recombinaison homologue des cassures double-brin d’ADN induite par 
les TALEN pour restaurer un gène a1-antitrypsine fonctionnel dans des 
cellules iPS dérivées de patients porteurs d’une déficience dans le gène 
codant pour l’1-antitrypsine, avec une efficacité de ciblage des deux 
allèles de 25 % à 33 %. Cette étude montre la faisabilité des stratégies 
de transplantations autologues dans lesquelles les cellules dérivées 
de patients pourraient être corrigées ex vivo avant leur réimplanta-
tion ; ces approches sont associées, en principe, à une diminution des 
risques de complications immunitaires.

Conclusion et perspectives

Les TALEN sont des ciseaux moléculaires capables d’induire des cas-
sures double-brin d’ADN en un site choisi, au sein de n’importe quel 
génome. Cette spécificité est conférée par l’existence d’un code de 
reconnaissance précis des nucléotides par les répétitions des TALE. La 
réparation des cassures double-brin d’ADN, par jonction d’extrémités 
non homologues ou par recombinaison homologue, permet la modi-
fication précise des génomes. Grâce au développement de plusieurs 
stratégies, l’assemblage des TALEN artificiels devient un exercice 
aisé et rapide. Aussi, au cours des trois dernières années, l’utilisation 
des TALEN a pris une ampleur considérable. L’application des TALEN 
pour induire toutes sortes de modifications génétiques dans de nom-
breux organismes modèles démontre la robustesse et la simplicité de 
cette approche, et de nombreuses preuves de concept appliquées à 
l’ingénierie des génomes ont été décrites (Tableau I). Les TALEN sont 
au cœur d’une véritable révolution dans le domaine de la génétique 
inverse, et il est probable qu’ils deviennent, au cours des prochaines 
années, un des outils les plus efficaces et les plus utilisés en recherche 
fondamentale, tout comme en recherche médicale.
Les TALEN s’ajoutent à d’autres outils qui permettent d’induire des 
cassures double-brin d’ADN ciblées afin de modifier les génomes, 
tels que les méganucléases [46], les nucléases à doigts de zinc (ZFN, 
zinc-finger nuclease) [47] ou le système CRISPR (clustered regularly 
interspaced short palindromic repeat)/Cas9 nouvellement développé 
[48]. Les méganucléases sont des endonucléases qui se caracté-
risent par un site de reconnaissance de l’ADN de grande taille (12 à 
40 bp), généralement absent ou présent en peu d’exemplaires dans 
un génome donné. Cependant, la réalisation de recombinaisons géné-
tiques induites par des méganucléases est limitée par le répertoire 
d’enzymes disponibles, car la probabilité de trouver une méganucléase 
susceptible de couper un gène donné en un site spécifique reste faible, 
et ce malgré les efforts d’ingénierie de nouvelles méganucléases pour-
vues de nouveaux sites de reconnaissance. Les ZFN sont des protéines 
chimériques, entre un domaine de liaison à l’ADN, constitué de répéti-
tions de doigts de zinc de type C2H2 et le domaine endonucléasique de 
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Abstract: EZH2 is the catalytic subunit of Polycomb Repressor Complex 2 (PRC2) which catalyzes methylation of 
histone H3 at lysine 27 (H3K27me) and mediates gene silencing of target genes via local chromatin reorganization. 
Numerous evidences show that EZH2 plays a critical role in cancer initiation, progression and metastasis, as well 
as in cancer stem cell biology. Indeed, EZH2 dysregulation alters gene expression programs in various cancer types. 
The molecular mechanisms responsible for EZH2 alteration appear to be diverse and depending on the type of can-
cer. Furthermore, accumulating evidences indicate that EZH2 could also act as a PRC2-independent transcriptional 
activator in cancer. In this review, we address the current understanding of the oncogenic role of EZH2, including the 
mechanisms of EZH2 dysregulation in cancer and progresses in therapeutic approaches targeting EZH2. 

Keywords: EZH2, polycomb repression, chromatin modification, histone lysine methylation, cancer, cancer stem 
cells

Introduction

During embryogenesis, the fertilized egg deve- 
lops into a complex organism composed of 
many differentiated cell types. The mainte-
nance of the differentiation status of these cell 
types requires a cellular memory system res- 
ponsible for the stable inheritance of gene 
expression programs. The Polycomb group 
(PcG) and trithorax group (trxG) genes were dis-
covered in Drosophila melanogaster as part of 
such a memory system [1, 2]. They have been 
identified as repressors (PcG) and activators 
(trxG) of genetic programs, respectively. Muta- 
tions in the PcG and trxG genes result in pleio-
tropic defects, of which homeotic transforma-
tions are the most apparent [3]. In vertebrates, 
the PcG and trxG proteins have similar roles in 
the maintenance of homeotic gene expression 
patterns. Indeed, changes in the body plan 
have been observed in PcG and trxG gene 
homolog mouse mutants [4-7]. Although pri-
marily known for their involvement in the con-
trol of homeotic genes during the establish-
ment of the body plan, PcG and trxG members 
have also been shown to be implicated in the 
control of various cellular processes, such as 
stem cell renewal and differentiation, cell fate 

decisions, senescence, chromosome X-inacti- 
vation in mammals, or tumorigenesis and neo-
plastic development [8-10].

Perturbations in local chromatin structure cau- 
se inappropriate gene expression and genomic 
instability, resulting in cellular transformation 
and malignant outgrowth. Therefore, proteins 
involved in chromatin organization, including 
Polycomb group (PcG) proteins constitute fun-
damental players in cancer pathogenesis [11- 
13].

Polycomb repression and EZH2 activity

PcG proteins have been found to interact with 
each other to form multimeric, chromatin-asso-
ciated protein complexes of two general types: 
the Polycomb Repressive Complex 1 (PRC1) 
and PRC2 [14, 15]. These complexes post-tran- 
slationally modify histone tails and are believed 
to cooperate in transcriptional repression of 
target genes by altering local, higher order chro-
matin structure. The PRC2 protein complex con-
tains EZH2, a histone methyltransferase that 
catalyzes trimethylation of histone H3 lysine 27 
(H3K27me3) [16, 17]. In addition to EZH2, core 
PRC2 is composed of EED, SUZ12 and RBBP4/
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RbAp48/NURF55 which are required for full 
EZH2 histone methyltransferase activity [18, 
19]. The PRC1 protein complex binds to PRC2-
modified residues (H3K27me3) and monoubi- 
quitinylates histone H2A at lysine 119 (H2AK- 
119ub1) [20, 21]. These modifications (H3K27- 
me3 and H2AK119ub1) cause in turn local 
chromatin compaction and transcriptional si- 
lencing.

EZH2 is the catalytic subunit of the PRC2 pro-
tein complex, and its C-terminal SET domain 

exhibits the H3K27 methyltransferase func-
tion. However, EZH2 by itself lacks enzymatic 
activity. Two other PRC2 components, the zinc-
finger-containing protein SUZ12 and the WD40-
repeat protein EED are required to maintain the 
integrity of the PRC2 complex and for EZH2 
robust methyltransferase activity [22-24]. The 
fourth PRC2 core subunit, RBBP4/RbAp48 also 
contributes to PRC2 function but subcom- 
plexes lacking this component retain substan-
tial enzyme activity [18, 19]. Additional PRC2 
components, such as AEBP2, PCL (PHF) and 

Table 1. EZH2 alterations and cancers 
Alteration Cancer type References
Overexpression Prostate, breast, bladder, ovarian, renal carcinoma, lung, liver, brain, gastric, 

esophageal, pancreatic, melanoma
[35, 38, 39-56, 166]

Activating mutations Large follicular and B-cell lymphomas [99, 100, 102, 103]

Inactivating/hypomorphic mutations Myeloproliferative neoplasms Pediatric cancers [115, 116, 118-120]

H3.3K27M-mediated EZH2 inhibition Pediatric gliomas [121-124]

Figure 1. Schematic representation of the diverse EZH2 dysregulations found in cancer. A. The histone lysine 
methyltransferase EZH2 catalyzes H3K27 methylation at defined target genes and silences their expression. B. 
Overabundance of EZH2 is responsible for an increase in H3K27me3 repressive mark levels leading to the silencing 
of tumor suppressor genes in cancer cells. C. EZH2 bearing activating mutations at residues Y641, A677 or A687 
possesses an enhanced activity leading to an increase in H3K27me3 levels. D. Overexpression of EZH2-interacting 
partners such as specific lncRNAs enhances recruitment of EZH2 to targets and increases H3K27me3 levels. E. 
EZH2 harboring an inactivating mutation or EZH2 gene deletion leads to a decrease in H3K27me3 levels and activa-
tion of EZH2 target gene programs in cancer. F. A lysine to methionine substitution at position 27 (K27M) in the gene 
encoding histone H3.3 (H3F3A) inhibits EZH2 activity and leads to nearly undetectable H3K27me3 repressive mark 
levels in pediatric gliomas. Purple hexagons represent H3K27me epigenetic marks, and M illustrates H3.3K27M 
mutant histones.
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JARID2 may function as accessory factors regu-
lating the activity of the PRC2 protein complex. 
However, their role appears to be modulatory 
rather than essential [17, 25-28].

In the context of the PRC2 protein assembly, 
EZH2 SET domain performs three successive 
methyl transfer reactions, producing ultimately 
H3K27me3. This contrasts with other SET-
domain protein methyltransferases whose ca- 
pacity for methyl transfer appears more limited. 
For example, SET7/9 produces only monome- 
thylated products (H3K4me1), whereas G9a/
EHMT2 catalyzes mono- and dimethylation (H3- 
K9me1 and H3K9me2) and SUV39H2 can di- 
and trimethylate monomethylated substrates 
(H3K9me1 methylation into H3K9me2 and 
H3K9me3) [29, 30].

EZH1 is a paralog of EZH2; PRC2-EZH2 and 
PRC2-EZH1-containing complexes control over-
lapping sets of target genes but act differently 
to maintain the repressed chromatin state [31]. 
Furthermore, EZH2 is mainly expressed in pro-
liferating tissues, whereas EZH1 expression is 
found in dividing and differentiated cells [31, 
32]. This observation suggests that EZH2-con- 
taining PRC2 complexes might establish the 
H3K27me3 repressive marks, whereas EZH1-
containing PRC2 complexes might contribute to 
the restoration of the H3K27me3 methylation 
profile after histone demethylation or histone 
exchanges.

Involvement of EZH2 in cancer

The genome-wide mapping of PcG target genes 
revealed more than 2,000 sites in the mouse 
embryonic stem cell genome [8, 33, 34]. 
Interaction of PcG proteins with chromatin at 
these loci is associated with increased levels of 
H3K27me3 repressive marks and Polycomb 
repression affects numerous genes encoding 
key developmental regulators and signaling 
proteins. These genomic studies point on the 
widespread roles of PRC2 and H3K27 methyla-
tion in developmental and differentiation pro-
cesses of multicellular organisms, and on their 
implication in fundamental chromatin mecha-
nisms that underlie stem cell regulatory circuits 
and cancer progression. Thus, it is not surpri- 
sing that increasing evidences indicate that 
EZH2 deregulation is frequently observed in a 
variety of cancers (Table 1). Interestingly, diffe- 
rent ways by which the function of EZH2 may be 

impaired in tumors have been described (Figure 
1). It also appears that the type of EZH2 dys-
regulation often correlates with the malignan-
cy. EZH2 overexpression is mainly found in solid 
tumors, whereas activating or inactivating 
mutations are identified in hematologic malig-
nancies. A missense mutation Lys27Met 
(K27M) in the gene encoding histone H3.3 
(H3F3A) is present at high frequencies in pedi-
atric gliomas. This mutation behaves as a 
potent inhibitor of EZH2 activity. Thus, although 
mechanisms could be different, misregulation 
of H3K27 methylation is common in tumorigen-
esis and EZH2 appears to have both oncogenic 
and tumor suppressive functions.

EZH2 overabundance in solid cancer

Overexpression of EZH2 was first found in pros-
tate and breast cancer in microarray studies 
[35, 36]. Furthermore, EZH2 overexpression is 
linked to aggressive and advanced metastatic 
stages of the disease and is strongly associ- 
ated with poor clinical outcome and prognosis 
[36-38]. Overexpression of EZH2 has also been 
reported in a large number of other solid tumors 
such as bladder cancers [39-42], ovarian can-
cers [43, 44], renal carcinomas [45], small cell 
and non-small cell lung cancers [46-49], hepa-
tocellular carcinomas [50], brain tumors [51], 
kidney cancers [52], gastric tumors [53], eso- 
phageal cancers [54], pancreatic cancers [55] 
or melanomas [38, 56]. EZH2 has been shown 
to promote cell proliferation, migration, and 
invasion in different in vitro cancer cell models 
[32, 36, 43, 57-59]. EZH2 overexpressing cells 
are also tumorigenic when injected into the 
mammary fat pads of nude mice [60], while 
overexpression of wild-type EZH2 in mammary 
epithelial cells in vivo results in epithelial hyper-
plasia and promotes mammary tumor initiation 
[61, 62]. Furthermore, the oncogenic property 
of EZH2 in mice correlates with its H3K27 
methyltransferase activity [63].

Overabundance of EZH2 in tumor cells may 
result from different mechanisms. In some 
cases, EZH2 up-regulation is associated to 
gene amplification [35, 64]. Using FISH tech-
niques, Sramaki and colleagues studied the 
copy number of the EZH2 gene in several pros-
tate cancer cell lines such as LNCaP, DU145, 
PC-3, 22Rv1, in xenografts and in clinical tu- 
mors [64]. In contrast to early prostate cancer, 
in late stage tumor samples, EZH2 gene ampli-
fication was shown to correlate with its over- 
expression. 
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Increased EZH2 levels in cancer may also be 
caused by a variety of transcriptional signals 
and pathways, some of them common for dif-
ferent cancer types while others may be more 
specific or limited to specific malignancies 
(Figure 2, Table 2). The MEK-ERK-ELK1 path-
way, which is often activated in cancer, has 
been demonstrated to be responsible for EZH2 
overexpression in triple-negative and ERBB2-
overexpressing subtypes of breast cancer [65]. 
Upon phosphorylation ELK1 binds to three 
ELK1-binding motifs located within the EZH2 
gene promoter and activates EZH2 transcrip-
tion. The pRb-E2F signaling is another pathway 
involved in numerous tumors. Upon pRb/RB1 
phosphorylation, E2F dissociates from the 
pRb-E2F complex and the activated E2F trans- 
cription factor binds to E2F-binding sites loca- 
ted in the EZH2 promoter to activate its tran-
scription [32]. Overexpression of E2F or deregu- 
lation of the pRb-E2F pathway correlate with 
activated EZH2 expression in breast, bladder 
and small-cell lung cancer [32, 66-68]. A num-

precise mechanism of regulation is not yet fully 
understood [75].

Hypoxia in solid tumors represents another 
pathway directly regulating EZH2 transcription. 
Chang and colleagues identified a consensus 
sequence for hypoxia-inducible factor-1α (HRE) 
within the EZH2 promoter [76]. Hypoxic micro-
environment in tumors induces HIF1α binding 
to the HRE and transactivates EZH2 to promote 
breast tumor expansion (Table 2).

In addition, EZH2 abundance is controlled at 
the post-translational level by multiple micro-
RNAs (miRs). The miR-25, -26a, -30d, -98, -101, 
-124, -137, -138, -144, -214 and let-7 interact 
with defined sequences within the EZH2 3’UTR 
and directly downregulate EZH2 protein abun-
dance. The loss of control by these miR results 
in the up-regulation of EZH2 and appears to be 
involved in the aggressiveness of various can-
cers [57, 77-98] (Figure 2, Table 3).

Figure 2. Schematic representation of EZH2 overexpression controlling levels. EZH2 overexpression in cancer cells 
is achieved at the transcriptional level through the binding of transcription factors to its promoter or at the post-
transciptional level via the alteration of the micro-RNA regulation.

Table 2. Regulators of EZH2 transcription
Factor/Pathway Cancer type References
MYC Prostate [69]
ETS/ERG Prostate [70]
E2F (pRB-E2F pathway) Breast [32]

Lung [68]
Bladder [66, 67]

ELK1 (MEK-ERK pathway) Breast [65, 76]
ATAD2/ANCCA Breast [73]
NF-YA Ovarian [71]
STAT3 Colorectal [72]
BRAF (V600E) Melanoma [75]
EWS-FLI1 Ewing’s sarcoma [74]
HIF1α (Hypoxia) Breast [76]

ber of transcription factors involved in tumori-
genesis directly bind to the EZH2 promoter 
and activate its mRNA expression in different 
cancer models. In particular, MYC and ETS 
transcription factors directly regulate EZH2 
transcription in prostate cancer [69, 70], 
whereas NF-YA, STAT3 and the co-activator of 
the androgen receptor ATAD2/ANCCA regu-
late EZH2 expression in epithelial ovarian, 
colorectal, and breast cancer cells, respec-
tively [71-73]. In Ewing’s sarcoma, the fusion 
oncoprotein EWS-FLI1 induces EZH2 expres-
sion which has a key role in endothelial/neu-
roectodermal differentiation and tumor 
growth [74]. Also, expression of EZH2 was 
found profoundly affected by the BRAF 
(V600E) mutation in melanoma although the 
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Altogether, different studies suggest that the 
diverse mechanisms involved in EZH2 over-
abundance depend on the cell context. How- 
ever, EZH2 functions as an oncogenic factor in 
the majority of solid tumors and regardless of 
the molecular mechanisms involved, EZH2 
overabundance leads to higher levels of H3- 
K27me3 repressive epigenetic marks that 
would be responsible in turn, for the silencing 
of tumor suppressor genes in cancer cells 
(Figure 1B). 

EZH2 activating mutations in lymphoma

In about 7% of large follicular lymphomas and 
22% of diffuse B-cell lymphomas, recurrent 
somatic mutations were identified at tyrosine 
641 (Y641) within the catalytic SET domain of 
EZH2 [99]. Initially reported to be a loss-of-
function mutation [99], it has been demon-
strated that these mutations shift the methyla-
tion capacity of EZH2 [100]. Indeed, EZH2-Y641 
mutants have reduced H3K27 mono- and 

Table 3. EZH2 post-transcriptional regulation by miR
MiR Cancer Type References
miR-25, miR-30d Thyroid cancer [77]

miR-26a Lymphoma, nasopharyngeal carcinoma, breast cancer, prostate cancer [78-80] 

miR-98 Nasopharyngeal carcinoma, gastric cancer [81, 82]

miR-101 Nasopharyngeal carcinoma, glioblastoma multiform, prostate cancer, bladder cancer, head and neck cancer, 
non-small cell lung cancer, melanoma

[57, 83-88]

miR-124 Hepatocellular carcinoma, gastric cancer [89, 90]

miR-137 Melanoma [91]

miR-138 Head and neck cancer, glioblastoma multiform, non-small cell lung cancer [92-94]

miR-144 Bladder cancer [98]

miR-214 Gastric cancer, hepatocellular carcinoma [81, 95]

Let-7 Prostate cancer, nasopharyngeal carcino ma [96, 97]

Figure 3. PRC2-independent transcriptional activation by EZH2 in cancer. A. In ER-positive breast cancer cells, 
EZH2 interacts with β-catenin and ER, and functionally enhances gene expression. B. In ER-negative breast can-
cer cells, EZH2 interacts with RELA/RELB to stimulate NF-κB target gene expression. C. In colorectal cancer cells, 
EZH2 forms a complex with β-catenin and PAF to promote transcription. D. In castration-resistant prostate cancer, 
AKT1-mediated phosphorylation of EZH2 at serine 21 allows EZH2 to interact with the AR at target genes to activate 
transcription. The AKT pathway then acts as a molecular switch changing EZH2 function from a chromatin silencer 
to a transcriptional co-activator of the AR. This transcriptional activation function is methyltransferase activity-de-
pendent. E. AKT1-mediated phosphorylation of EZH2 at serine 21 also facilitates STAT3 methylation and activation 
in glioblastoma stem cells. ER: estrogen receptor; TCF: T-cell factor; AR: androgen receptor; PAF: PCNA-associated 
factor; RNA Polase: RNA polymerase II.
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dimethylation activities, but aberrantly eleva- 
ted trimethyltransferase activity. Because of 
their reduced H3K27me1/2 activities, EZH2- 
Y641 mutant alleles are invariably found at het-
erozygous forms together with the wild-type 
EZH2 allele in lymphomas. In agreement with 
these observations, transgenic mice express-
ing the EZH2-Y641F mutant in lymphocytes dis-
played a global increase in trimethylated 
H3K27 in spleen cells and developed lympho-
mas when combined with Eµ-Myc expression 
[101]. Similar to the Y641 mutation, mutations 
within the EZH2 SET domain at residues Alanine 
677 (A677G) and Alanine 687 (A687V) are driv-
ers of H3K27 hypertrimethylation [102-104]. 
Thus, EZH2-Y641, EZH2-A677 and EZH2-A687 
are oncogenic mutants responsible for an 
excess of H3K27me3 repressive marks impai- 
ring gene expression programs in lymphomas 
(Figure 1C). 

Increased recruitment of EZH2 at chromatin 
in cancer

An excess of H3K27me3 repressive marks in 
cancer can also result from an increase of 

malignant myeloid disorders

Mutations in EZH2 have been identified in 
about 10%-23% of various subtypes of myelo-
dysplastic syndromes and myeloproliferative 
neoplasms, as well as in 13% of myelofibrosis 
[114-118]. Both monoallelic and biallelic muta-
tions were identified, and almost all are pre- 
dicted to inactivate the methyltransferase 
activity of EZH2. In particular mutations found 
in myeloid disorders include missense muta-
tions, frameshift mutations, premature stop 
codons, and spliceosomal mutations. In addi-
tion to EZH2 mutation, decreased EZH2 expres-
sion was found to be associated with hemizy-
gous deletion (7/del7q) involving the EZH2 
gene. EZH2 loss-of-function mutations are 
associated with reduced H3K27me3 methyla-
tion and derepression of EZH2 target genes, 
which may contribute to leukemogenesis 
(Figure 1E). Consistent with these findings, 
deletion of Ezh2 alone is sufficient to induce 
myelodysplastic syndrome/myeloproliferative 
neoplasm-like diseases in mice [119].

Figure 4. Methionine cycle and mode of action of several EZH2 inhibitors. 
DNZep is an inhibitor of SAH hydrolase leading to an accumulation of SAH 
which in turn inhibits EZH2 activity, as well as other cellular methltransferases. 
SAM competitors such as EPZ005687, EPZ-6438, EI1, UNC1999 and GSK126 
bind to the SAH-binding pocket of EZH2 to prevent the recruitment of the SAM 
methyl donor. SAH-EZH2 peptides disrupt the PRC2 assembly required for full 
EZH2 activity.

PRC2 recruitment at chro-
matin (Figure 1D). In parti- 
cular, long non-coding RNAs 
(lncRNAs) have emerged as 
potential factors involved in 
PRC2 recruitment. HOTAIR 
is one of these lncRNAs 
interacting with EZH2 and 
playing an oncogenic role in 
cancer [105-109]. Overex- 
pression of HOTAIR increas-
es invasiveness and meta-
static potential of epithelial 
cancer cells and induces 
relocalization of the PRC2 
complex which binds to tar-
get genes in a pattern simi-
lar to that observed in em- 
bryonic fibroblasts, whereas 
HOTAIR knockdown decrea- 
ses cancer invasiveness, 
especially in cells expres- 
sing high levels of PRC2 pro-
teins [106]. Other lncRNAs, 
such as HEIH, PCAT-1, H19 
or linc-UBC1 have been 
shown to interact with EZH2 
and to be involved in cancer 
[110-113]. 

EZH2 null-mutations in 
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Furthermore, EZH2-inactivating mutations are 
also primarily detected in pediatric cancers 
including core binding factor acute myeloid leu-
kemia and T-lineage acute lymphoblastic leuke-
mia [120].

Altogether, these studies outline the tumor sup-
pressor function of EZH2 in myeloid malignan-
cies, in addition to its role as an oncogene in 
other cancer types.

H3.3K27M mutation-dependent inhibition of 
EZH2 in high-grade pediatric gliomas

Sequencing studies of high-grade pediatric  
gliomas, including glioblastoma multiforms 
(GBM) and diffuse intrinsic pontine gliomas 
(DIPG) identify recurrent heterozygous Lysine to 
Methionine substitutions at position 27 (K27M) 
in the gene encoding histone H3.3 (H3F3A) 
[121, 122]. H3.3K27M mutation occurs in 
70-80% of midline GBM and DIPG in young chil-
dren and confers a dismal prognosis [122-124]. 
The mutation also leads to nearly undetectable 
H3K27me3 repressive mark levels in gliomas 
[125-128]. Furthermore, it has been shown 
that H3.3K27M peptides bind to EZH2 and 
interfere with its methyltransferase activity, 
potentially as methionine mimics the structure 
of monomethyl lysine [127] (Figure 1F). Since 
H3.3 is a variant of canonical histone H3 which 
contributes to a minority of total histone H3 in 
gliomas, H3.3K27M behaves like a powerful 
dominant negative inhibitor of EZH2 activity. 
Interestingly, EZH2 protein and remaining H3- 
K27me3 repressive marks were also shown to 
be locally increased at hundreds of gene loci in 
glioma cells expressing H3.3K27M [128]. 
Therefore, H3.3K27M mutation alters gene 
expression programs and the global epigenetic 
landscape which may drive to tumorigenesis in 
gliomas.

PRC2-independent function of EZH2 in cancer

EZH2 is primarily known for its role in gene 
silencing through H3K27 trimethylation. How- 
ever, several studies reveal that EZH2 may also 
function as a transcriptional activator in diffe- 
rent cancer models [129-131] (Figure 3). 

In breast cancer cells, EZH2 has been reported 
to act as a transcriptional activator but its 
mechanism of action depends on the cell type 
[129, 130]. In estrogen receptor-positive, lumi-

nal-like MCF-7 breast cancer cells, EZH2 links 
physically the estrogen receptor α to the Wnt 
signaling components β-catenin and TCF at tar-
get gene promoters. By this way, EZH2 acti-
vates Cyclin D1 (CCND1) and MYC transcrip-
tion, independently of its methyltransferase 
activity [129] (Figure 3A). By contrast, in estro-
gen receptor-negative, basal like MDA-MB-231 
breast cancer cells, EZH2 interacts with the 
NF-κB components RELA and RELB to activate 
transcription of several NF-κB target genes, 
such as the TNF and IL6 genes [130] (Figure 
3B). Thus, EZH2 could act as a transcriptional 
repressor via its H3K27 histone methyltrans-
ferase activity or, as a transcriptional activator 
through different molecular mechanisms, in 
promoting breast tumorigenesis.

The PCNA-associated factor PAF (KIAA0101) is 
overexpressed in colon cancers and is required 
for cancer cell proliferation via Wnt signaling 
activation. Jung and colleagues [131] identified 
a PAF-EZH2-β-catenin protein complex involved 
in Wnt target gene transactivation in colon can-
cer cells. Upon Wnt signaling activation, PAF 
dissociates from PCNA, binds to β-catenin and 
recruits EZH2 at Wnt target genes to induce 
their expression independently of EZH2’s enzy-
matic activity (Figure 3C).

EZH2 is oncogenic and functions as a transcrip-
tional activator in castration-resistant prostate 
cancer (CRPC) [132]. However in contrast to 
what was described in breast cancer cells and 
in colon cancer cells, the transcriptional pro- 
perties of EZH2 in CRPC rely on its methyltrans-
ferase activity, but do not require the other 
PRC2 components. It has been suggested that 
EZH2-mediated transcriptional activation may 
occur through the methylation of the androgen 
receptor or other associated proteins. Further- 
more, Xu et al. [132] reported that AKT1-
mediated phosphorylation of EZH2 at serine 21 
(S21) allows the methyltransferase to interact 
with the androgen receptor at many target 
genes. Thus, the AKT pathway acts as a mole- 
cular switch changing EZH2 function from a 
chromatin silencer to a transcriptional co-acti-
vator of the androgen receptor (Figure 3D). A 
similar situation has been described in glio-
blastoma where AKT1-mediated phosphoryla-
tion of EZH2 at S21 enhances STAT3 activation 
via its EZH2-mediated trimethylation at lysine 
180 [133] (Figure 3E).
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The methyltransferase activity of EZH2 is 
required for EZH2-dependent gene activation in 
CRPC and in glioblastoma, indicating that EZH2 
can methylate non-histone substrates. In this 
regard, it is worth noting that previous studies 
showed that EZH2 indeed methylates non-his-
tone proteins such as the transcription factors 
GATA4 and RORα, although the role of these 
methylations in cancer remains to be explored 
[134, 135]. 

Post-translational modifications of EZH2 in 
cancer

The discovery that AKT1-mediated EZH2 phos-
phorylation at S21 converts EZH2 silencing 
activity into an activating effector [60, 132, 
133] underlines the important role cell signal-
ing may have on EZH2 activity control. There is 
growing evidence showing that EZH2 activity 
and stability are tightly regulated by multiple 
post-translational modifications. 

In addition to phosphorylation at S21, EZH2 
could be phosphorylated at multiple threonine 
residues [136-139]. In particular, cyclin-depen-
dent kinases (CDK1/2) phosphorylate EZH2 at 
T350 and T492. T350 phosphorylation pro-
motes the interaction between EZH2 and lnc- 
RNAs such as HOTAIR [137]. Thus, CDK-me- 
diated phosphorylation positively impacts 
EZH2 action by enhancing its recruitment at 
chromatin. In contrast, T492 phosphorylation re- 
duces the methyltransferase activity of EZH2 
by disrupting PRC2 assemblies [138]. However, 
phosphomimic change at the corresponding 
mouse Ezh2 residue (T487D) does not seem to 
have an effect on methyltransferase activity 
nor on PRC2 assembly [137]. In another study, 
Wu and Zhang [139] reported that CDK1-
mediated phosphorylation at T350 and T492 
promotes EZH2 ubiquitinylation and subse-
quent degradation of the protein by the protea-
some. These discrepancies might reflect that 
distinct regulatory mechanisms control EZH2 
activity in different cell types. 

Finally, recent experiments suggest that glyco-
sylation may also affect EZH2 stability and 
H3K27me3 levels [140]. EZH2 interacts with 
O-linked N-acetylglucosamine (GlcNAc) trans-
ferase (OGT) and the methyltransferase is 
O-GlcNAcylated at serine 75 (S75) in vivo. 
Furthermore, OGT knockdown specifically down- 
regulates EZH2 protein stability and greatly 

reduces H3K27me3 levels. EZH2-S75A mu- 
tants also exhibit a reduction in stability. This 
OGT-EZH2 axis might then explain in part how 
the dysregulation of OGT is implicated in 
cancer.

Involvement of EZH2 in cancer stem cell bio- 
logy

According to the cancer stem cell (CSC) hypo- 
thesis, the CSCs which represent a small frac-
tion of the tumor population are the only tumor-
initiating clones. CSCs have unlimited self-
renewal capacities and the ability to differenti-
ate in many cancer cell types. They are resis-
tant to chemotherapy [141] and thought to be 
responsible for metastatic spreading [142]. 
Thus, deciphering the cellular regulations 
involved in CSC biology is central to the devel-
opment of efficient anti-cancer opportunities. 

EZH2 is a crucial factor playing a role in the 
maintenance of self-renewal of adult and em-
bryonic stem cells [13, 143, 144], while EZH2 
expression is reduced in differentiated cells. 
Since EZH2 overexpression is linked to cancer 
initiation and metastasis and considering that 
high-grade tumors are enriched with a high 
content of CSCs, it is proposed that EZH2 
expression could favor the transition of dor-
mant progenitors and/or differentiated cells 
into a more aggressive stem-cell like pheno-
type. Indeed, EZH2 expression has been shown 
to be involved in breast CSCs formation and 
expansion that promote cancer progression 
[76]. Similarly, EZH2 expression is crucial for 
glioblastoma CSC self-renewal and tumor- 
initiating capacity [145-147]. 

Anti-cancer strategies targeting EZH2

Numerous experimental evidences indicate 
that EZH2 plays a prominent role in carcino- 
genesis, from tumor initiation to metastasis, in 
various cancer types. EZH2 has thus emerged 
as a potential cancer therapeutic target. In- 
deed, knock-down of EZH2 inhibits cancer cell 
proliferation and decreases in vivo tumor 
growth in xenograft models [148, 149].

The search for pharmacological inhibitors of 
EZH2 activity also yielded several promising 
molecules. Among them, 3-deazaneplanocin A 
(DNZep) has been shown to exhibit significant 
anti-tumor activity against different cancer 
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models, such as breast, prostate, lung, brain, 
colorectal and liver cancer cells [150-152]. 
Indeed, DNZep treatment reduces EZH2 pro-
tein and H3K27me3 levels, reactivates PRC2 
target genes and is responsible for apoptosis of 
cancer cells, but not of normal cells [150]. 
Interestingly, DNZep has also been shown to 
abrogate self-renewal and tumor-initiating ca- 
pacities of glioblastoma cancer stem cells, 
ovarian cancer stem cell-like populations and 
prostate cancer stem cells [59, 146, 153, 154]. 
However, DNZep is an S-adenosylhomocysteine 
(SAH) hydrolase inhibitor causing intracellular 
SAH levels to increase. Accumulation of SAH 
subsequently inhibits diverse methyltrans- 
ferases including EZH2, by a feed-back loop me- 
chanism (Figure 4). DNZep is therefore not 
selective and specific to EZH2 [155, 156]. 

More recently, high-throughput screens per-
formed with the PRC2 complex led to the dis-
covery of potent compounds that selectively 
inhibit EZH2 enzymatic activity [157-161]. 
These molecules including EPZ005687, EPZ-
6438, EI1, UNC1999 and GSK126, all act as 
S-adenosylmethionine (SAM) competitive inhi- 
bitors (Figure 4).

The compound EPZ005687 has an equilibrium 
dissociation constant (Ki) value of 24 nM and 
has a 50-fold selectivity for EZH2 against the 
closely related EZH1 enzyme and more than 
500-fold selectivity against 15 other protein 
methyltransferases [157]. Interestingly, EPZ- 
005687 can also inhibit the H3K27 methyla-
tion activities of lymphoma cells harboring  
heterozygous EZH2-Y641 and EZH2-A677 
mutations, killing these cells with minimal 
effects on the proliferation of wild-type cells 
[157]. EPZ-6438, with a Ki value of 2.5 nM, 
possesses a superior potency and drug-like 
properties, including good oral bioavailability in 
EZH2-mutant xenograft mice models [158]. 
The molecule is currently undergoing a phase I 
clinical trial in patients with advanced solid 
tumors or refractory B-cell lymphoma [158]. 

EI1 (Ki of about 13 nM), UNC1999 an orally bio-
available compound in mice, but non-selective 
for EZH1 and GSK126, the most potent EZH2 
inhibitor (Ki of about 0.5-3 nM) [159-161], as 
well as EPZ005687 and EPZ-6438, all bind to 
the SAM pocket of the EZH2 catalytic SET do- 
main and selectively inhibit its H3K27 methyl-
transferase activity. However, the inhibitors are 

only effective in killing cell lines harboring gain-
of-function EZH2 mutations (EZH2-Y641, EZH2- 
A677), although all of these compounds induce 
a decrease in H3K27me3 levels in both EZH2-
mutated and wild-type cancer cells. This indi-
cates that the SAM competitive inhibitors may 
be more beneficial to patients with lymphoma 
rather than with other cancer types.

Since the enzymatic activity of EZH2 requires 
its association with other components of the 
PRC2 complex, such as EED and SUZ12, a 
strategy disrupting PRC2 assembly has been 
successfully developed to inhibit EZH2 methyl-
transferase activity [162]. A hydrocarbon-sta-
pled peptide that mimics the α-helical EED-
binding domain of EZH2 (SAH-EZH2 peptide) 
was shown to disrupt the interaction between 
EZH2 and EED (Figure 4). Indeed, the SAH-
EZH2 peptide reduces the H3K27 methyltrans-
ferase activity of the PRC2 complex and leads 
to growth arrest and differentiation of MLL-AF9 
leukemia cells which are dependent on PRC2 
activity. The antiproliferative activity of SAH-
EZH2 was also extended to EZH2-dependent 
B-cell lymphomas; the inhibitory peptide re- 
duces H3K27 trimethylation, EZH2 protein lev-
els, as well as cancer cell viability. Thus, disrup-
tion of the PRC2 complex may represent an 
alternative and complementary strategy for 
selectively arresting the proliferation of at least 
some EZH2-dependent cancers. It is also worth 
noting that the SAH-EZH2 peptide also dissoci-
ates EZH1-EED complexes, in addition to EZH2-
EED assemblies [162].

In addition, some natural chemopreventive 
agents have been shown to effectively inhibit 
EZH2 and reactivate PRC2-silenced target 
genes in various cancer models. These com-
pounds include epigallocatechin-3-gallate 
(EGCG), a major component of green tea and 
dietary omega-3 polyunsaturated fatty acids 
(omega-3 PUFAs) which both reduce EZH2  
levels by increasing proteasomal degradation 
[163, 164]. Curcumin, a natural ingredient of 
turmeric also decreases cancer proliferation by 
modulating EZH2 levels, but in that case down-
regulation of EZH2 expression is mediated by 
the MAPK pathway rather than by the increase 
of protein degradation [165].

Conclusion

A large set of experimental data have estab-
lished that EZH2 acts as a key player in tumori-
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genesis. However, the molecular mechanisms 
involved in EZH2 dysregulation in cancer 
appear to be diverse. EZH2 overexpression is 
mainly found in solid tumors and activating 
mutations are found in B-cell lymphomas while 
inactivating mutations are often identified in 
myelodysplastic syndromes and myelopro- 
liferative neoplasms. Finally a missense muta-
tion in the gene encoding histone H3.3 (H3F3A) 
inhibiting EZH2 activity is present at high fre-
quencies in pediatric gliomas. Thus, EZH2 func-
tions as an oncogene in solid tumors and lym-
phomas whereas it behaves like a tumor sup-
pressor gene in myeloid disorders and in pe- 
diatric glioblastomas. The oncogenic role of 
EZH2 mainly depends on its ability to repress 
gene expression programs via H3K27 methyla-
tion and chromatin compaction. However, stud-
ies in certain cancers revealed that the onco-
genic function of EZH2 could also result of its 
action as a PRC2-independent transcriptional 
activator. Then, EZH2 could be involved in can-
cer through multiple mechanisms and could be 
regulated by different pathways depending on 
cellular context and cancer type. A better 
understanding of the regulatory network invol- 
ving EZH2 is consequently required for the 
development of novel anti-cancer therapeutic 
strategies. 
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ABSTRACT 

 

Zebrafish is a powerful animal model used to study vertebrate embryogenesis, organ development 

and diseases. The usefulness of the model was established as a result of various large forward 

genetic screens identifying mutants in almost every organ or cell type [1, 2]. More recently, the 

advent of genome editing methodologies, including TALENs [3] and the CRISPR/Cas9 technology [4], 

led to an increase in the production of zebrafish mutants. A number of these mutations are 

homozygous lethal at the embryonic or larval stages preventing the generation of homozygous 

mutant zebrafish lines. Here, we present a method allowing both genotyping and phenotype 

analyses of mutant zebrafish larvae from heterozygous zebrafish incrosses. The procedure is based 

on the genotyping of the larval tail after transection, whereas phenotypic studies are performed on 

the anterior part of the zebrafish larvae.  

 The method includes (i) a protocol for genotyping, (ii) protocols for paraffin embedding and 

histological analyses, (iii) protocols for protein and histone extraction and characterization by 

Western blot, (iv) protocols for RNA extraction and characterization by RT-PCR, and (v) protocols 

to study caudal spinal cord regeneration. 

 The technique is optimized in order to be applied on single zebrafish embryos and larvae. 

 

 

PROTOCOL DETAILS 

 

The method is designed to investigate the phenotype of sibling zebrafish larvae from heterozygous 

zebrafish incrosses. As so, single zebrafish larvae must be genotyped in order to eventually establish 

a correlation between different phenotypes and distinct genotypes. After transection, the larval tail 

is used for genotyping, whereas phenotypic studies are performed on the anterior part of the 

zebrafish larvae. 

 

 

Larval tail transection 

 

Equipment: 

 Sterile disposable scalpels (Paramount, # PDSS11) 

 Stereomicroscope Leica M125 or equivalent  

 Generic laboratory equipment 
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Materials: 

 Living zebrafish embryos or larvae at the desired stage [between 5 and 12 days post-fertilization 

(dpf )] 

 MS-222 (Sigma, # A5040) 

 Trizma base (Sigma, # T1503) 

 

Reagents: 

 MS-222 stock solution: A 0.4% stock solution is prepared by dissolving 400 mg MS-222 in 97.9 mL 

H2O. The pH of the stock solution is adjusted to pH7-7.5 by adding 2.1 mL of Tris pH9, prepared by 

dissolving 260 mg Trizma Base into 2.1 mL H2O. This stock solution is stored at -20°C. 

 MS-222 anesthetic solution: 4.2 mL MS-222 stock solution are added to 100 mL tank water (final 

MS-222 concentration is about 0.016%). 

 

Procedure: 

1. Anesthetize zebrafish embryos or larvae with 0.168 g/mL MS-222 in 6-well plates. 

2. Sedated embryos or larvae are transferred using a P20 micropipettor and a cut-off tip into a 10-

cm Petri dish containing 0.168 g/mL MS-222 to a stereomicroscope  

3. Cut the tail with a sterile scalpel distal to the end of the intestine in order to preserve most of 

the embryo for phenotypic analyses and to recover a tail biopsy allowing easy handling and 

efficient DNA extraction (Figure 1A). 

4. Transfer the tail biopsy into a 0.2 mL sterile tube for DNA extraction whereas the anterior part of 

the larvae is transferred into a 24-well dish containing a lethal dose of MS-222 (300 mg/mL) 

 

Note: After 5 to 10 min in a MS-222-containing bath, zebrafish embryos and larvae are totally 

motionless. Embryos and larvae may be kept in MS-222 up to 2 hours without effect on viability. 

 

 

DNA extraction from tail biopsies and genotyping 

DNA extraction from zebrafish embryonic and larval tails is achieved using a protocol based on the 

use of sodium hydroxide and Tris, modified from Meeker et al. [5]. This method allows fast genomic 

DNA extraction used for genotyping by RFLP assay (Restriction Fragment Length Polymorphism; [6]). 

The method detects a mutation that either creates or abolishes a site recognized by a specific 

restriction enzyme. In the RFLP assay, a sequence of interest is first PCR-amplified and the PCR 
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product is subjected to restriction enzyme digestion to identify whether the amplified alleles harbor 

or not the mutation. 

 

Equipment: 

 Thermocycler MJ Research PTC-200 or equivalent 

 DNA electrophoresis tank and Power pack 

 UV table equipped with a digital camera 

 Generic laboratory equipment 

 

Reagents: 

 50 mM NaOH 

 1 mM Tris-HCl, pH7.4 

 Taq Polymerase (5U/µL), 10 x Polymerase Buffer, 25 mM MgCl2 (Euromedex, # 01-01-02000) 

 10 mM dNTP Mix (Promega, # U1515) 

 Forward and Reverse primers (10 µM), Eurogentec 

 10x Restriction Buffer 

 Restriction Enzyme  

 50x TAE (Euromedex, # ET330) 

 DNA loading buffer (New England Biolabs, # B70245) 

 Agarose (Euromedex, # LE-8200-B) 

 Ethidium bromide (Euromedex, # EU0071-A) 

 

DNA extraction procedure: 

1. Add 10 µL 50 mM NaOH to the tail biopsy 

2. Heat the sample at 95°C for 20 min before cooling it down at 4°C for at least 15 min 

3. Neutralize the solution by adding 1 µL 1M Tris-HCl, pH7.4 (1/10 volume), vortex and centrifuge 

briefly. 

 

Genotyping: 

4. Transfer 2.5 µL of the lysate into a 0.2 mL PCR tube 

5. Add 2 µL of 10x Polymerase buffer, 2 µL 25 mM MgCl2, 0.4 µL of 10 mM dNTPs, 1 µL of each 

forward and reverse primers (10 µM), 0.2 µL of Taq DNA polymerase (5 U/µL) and complete to 

20 µL final volume with H2O. 

6. Run the PCR as follows, 94°C 2 min, [94°C 20 sec, 65°C 45 sec, 72°C 30 sec] 40 cycles, 72°C 5 min. 
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7. Digest 4 µL of the PCR product with 4 U of restriction enzyme and 1.5 µL 10x Restriction buffer 

in 15 µL final volume.  

8. Incubate 3 hours to overnight at the desired temperature. 

9. Add 2 µL of DNA loading buffer to 15 µL digested sample and analyze on a 2% agarose 

electrophoresis gel in TAE. 

 

Figure 1B exemplifies the genotyping of the progeny of an ezh2ul2 [7] heterozygous incross using this 

protocol. The ezh2ul2 mutation destroys a DdeI restriction site allowing genotyping by RFLP. PCR 

amplification of the ezh2 wild-type gene using forward (5’-GGTATGGTTGTTGCAGTTCACAGAC-3’) and 

reverse (5’-AACACCAAACTCTACACAAGCAGCA-3’) primers generates a 466 bp DNA molecule which is 

cleaved by DdeI into 2 DNA fragments of approximately 356 bp and 110 bp. In contrast, PCR 

amplification and DdeI digestion of the ezh2ul2 gene gives a 466 bp fragment resistant to DdeI 

cleavage. Under these conditions, it is possible to distinguish wild-type and ezh2ul2 alleles by RFLP [7]. 

 

Notes:  

 This procedure may also be used on paraformaldehyde-fixed samples to genotype entire embryos 

and larvae in 20 µL 50 mM NaOH after in situ hybridization, Alcian blue–Alizarin red staining or Oil 

red-O staining [7, 8]. 

 The setting of the PCR conditions may be modified according to the annealing temperature of the 

Forward and Reverse primers.  

 

 

Histological analysis 

For histological studies, sections of the anterior part of zebrafish embryos or larvae are performed 

after paraffin embedding.  

 

Equipment: 

 Glass pillboxes (Dutscher, # 211672) 

 Hybridization oven 

 Heating plate 

 Stainless steel molds (Dutscher, # 040731) 

 Paraffin fountain (Leica, # 1120)  

 Microtome (Leica, # RM2245, or equivalent) 

 Cover slips (WWR, # 631-1575)  
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 Glass slides, SuperFrost plus (Thermo, # 4951 PLUS4) 

 Razor blades  

 Generic laboratory equipment 

 

Reagents: 

 4% paraformaldehyde (PFA) in Phosphate Buffer Saline (PBS) (wt/vol) 

 Ethanol  

 Claral (CML, RAL Diagnostic, # 320640-5000) 

 Paraffin Paraplast Plus (Leica, # 39602004) 

 Phosphate Buffer Saline (PBS) 

 

Procedure: 

1. Transfer the anterior part of the larvae into a 24-well dish after transection followed death in a 

lethal dose of MS-222 bath (300 mg/L) 

2. Remove the MS-222 solution as much as possible and fix the samples by adding 1.5 mL 4% PFA. 

Embryos and larvae are fixed overnight at 4°C 

3. Wash the embryos or larvae once with PBS 

4. Transfer the embryos and larvae into glass pillboxes 

5. Dehydrate the embryos and larvae with successive dilutions of ethanol in water: 10 min in 1.5 

mL 30% (vol/vol) ethanol, 10 min in 1.5 mL 50% (vol/vol) ethanol, 10 min in 1.5 mL 70% (vol/vol) 

ethanol, 15 min in 1.5 mL 100% ethanol 

6. Put the embryos and larvae for 10 min in 1.5 mL 50% ethanol – 50% Claral (vol/vol) at room 

temperature 

7. Incubate embryos and larvae for 15 min in 1.5 mL 100% Claral at room temperature 

8. After removal of the Claral, fill the glass pillboxes with pre-warmed paraffin in a paraffin 

fountain overnight at 58°C, and incubate 15 min in an oven at 58°C 

9. Change the paraffin and incubate again for 15 min at 58°C 

10. Put the embryos and larvae in new warm paraffin solution into stainless steel molds and 

orientate the samples as required 

11.  Let the molds on the heating plate at 58°C for 30 min. Then, on the heating plate at 37°C for 1 

hour, and finally at room temperature for 4 hours to overnight 

12.  Place the molds for at least 4 hours at 4°C before demolding and keep the zebrafish-containing 

paraffin blocks at 4°C   

13. Reduce the paraffin around the embryo with a razor blade 
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14. Stick the zebrafish-containing paraffin block to a bigger one (Figure 1C) which is placed on the 

microtome 

15.  Perform 5 µm sections with the microtome 

16.  Deposit the paraffin sections in a water drop onto a glass slide placed on a heating plate at 37°C 

for 5 min and then remove the water 

17.  Let the glass slide on the heating plate at 37°C for 30 min to 1 hour maximum 

18.  Store the glass slides for at least 1 night at 37°C in an incubator 

Histological sections could then be analyzed by hematoxylin-eosin staining (Figure 1C), TUNEL 

labeling, in situ hybridization, or in situ immunohistochemistry [7].  

 

 

Protein analysis by Western blot  

For protein studies (Figure 1D), the anterior part of zebrafish embryos or larvae is transferred in a 1.5 

mL Eppendorf tube, snap frozen in liquid nitrogen and kept at -80°C for at least 1 night. 

 

Equipment: 

 Pestles for 1.5 mL tubes (Dutscher, # 045650) 

 Cooling centrifuge for Eppendorf tubes (Eppendorf, # 5417R or equivalent) 

 NuPAGE, 4-12% Bis-Tris polyacrylamide gel (Invitrogen, # WG1401BOX) 

 iBlot Dry Blotting System (Invitrogen, # IB1001W) 

 Power pack 

 Orbital shaker 

 Hybridization oven 

 Generic laboratory equipment 

 

Materials: 

 Triton X-100 (Sigma, # T9284) 

 Tween 20 (Sigma, # P5927) 

 NP40 (Sigma, # I3021) 

 Phenyl-methylsulfonyl fluorid (PMSF) (Sigma, # P7626) 

 NaN3 (Sigma, # S2002) 

 Glycine (Sigma, # G7126) 

 NaCl (Sigma, # S9888) 

 10x Phosphate Buffer Saline (PBS) (Euromedex, # ET330) 
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 37% HCl (Sigma, # 320331)  

 β-mercaptoethanol (Sigma, # M6250) 

 DL-Dithiothreitol (DTT) (Sigma, # 43819) 

 20x MES SDS Running Buffer (Invitrogen, # NP0002) 

 Milk powder (Regilait, skimmed milk) 

 Nitrocellulose membrane (Invitrogen, # IB3010-01) 

 Parafilm M (Dutscher, # 90998) 

 

Reagents: 

 2x Laemmli buffer (Sigma, # S3401) 

 Triton Extraction Buffer (TEB): 0.5% Triton X-100, 2 mM PMSF, 0.02% NaN3 in PBS 

 4x Loading buffer (Invitrogen, NP0007) 

 1 M Tris-HCl pH6.8 (Genomic Solution, # 80-0161) 

 20x SDS (Biorad, # 161-0418) 

 Primary and secondary antibodies 

 PBST: 0.1% Tween 20 in PBS 

 Blocking Buffer: 5% milk powder (wt/vol) in PBST 

 Western Blotting detection System, Super Signal West Femto (Thermo, # 34096)  

 10x Reducing Agent is prepared by adding 1.6 mL β-mercaptoethanol and 3.78 g DTT in 10 mL H2O 

final. The solution is stored at -20°C 

 Stripping Buffer for total proteins: Add 4.5 mL 1 M Glycine, 9 mL 5 M NaCl, 450 µL 20% NP40 and 

234 µL 37% HCl to 75.816 mL H2O (final volume is 90 mL) 

 Stripping Buffer for histone blots: Add 3.125 mL 1 M Tris-HCl pH6.8, 5 mL 20% SDS and 350 µL β-

mercaptoethanol to 41.525 mL H2O (final volume is 50 mL) 

 

Protein extraction procedure: 

1. Add 7.5 µL of 1x Laemmli buffer to the frozen embryo or larvae 

2. Mash the embryo with a pestle in a 1.5 mL Eppendorf tube, at least 20 times 

3. Add 1 volume (7.5 µL) of 1x Leammli buffer and mash the embryo again 

4. Put the Eppendorf tube containing the mashed embryo 1 min in boiling water 

5. Centrifugate the tube for 10 min at 14,000 rpm (20,817 g), 4°C 

6. Recover the supernatant and keep it at -80°C for Western blotting 
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Note: To study proteins of low abundance, several embryos or larvae from the same genotype could 

be pooled after freezing, in the same 1.5 mL Eppendorf tube. In this case, 15 µL of 1x Leammli buffer 

should be used for 5 to 10 embryos. 

 

Histone extraction procedure: 

1. Add 7.5 µL of Triton Extraction buffer (TEB) to the frozen embryo or larvae 

2. Mash the embryo with a pestle in a 1.5 mL Eppendorf tube, at least 20 times 

3. Keep on ice for 10 min 

4. Centrifugate for 10 min at 14,000 rpm (20,817 g), 4°C 

5. Discard the supernatant and resuspend the pellet in 7.5 µL TEB with a P20 micropipettor 

6. Centrifugate for 10 min at 14,000 rpm (20,817 g), 4°C 

7. Discard the supernatant and resuspend the pellet in 7.5 µL 0.2N HCl with a P20 micropipettor 

8. Extract the histones overnight at 4°C on a rocking table 

9. Centrifugate for 10 min at 14,000 rpm (20,817 g), 4°C 

10. Keep the supernatant containing the histone proteins at -20°C 

11. Add 3.75 µL 4x Loading buffer, 1.5 µL 10x Reducing Agent and adjust the volume to 15 µL with 

0.2 N HCl 

 

Notes:  

 All the steps of the histone extraction procedure should be performed at 4°C and the samples 

kept on ice. 

 This method allows the recovering of approximately 3 µg histone proteins per 7 dpf embryo. 

 If several embryos or larvae from the same genotype are processed together, mash 5 to 10 

embryos in 15 µL TEB, resuspend in 7.5 µL TEB after the first centrifugation (step 5) and extract 

the histones with 7.5 µL 0.2 N HCl (step 7). 

 Protein concentration is measured using the Bradford reagent (Biorad, # 500 00 06) with 2 µL of 

sample. 

 

Western blot procedure: 

1. Boil the samples 10 min at 95°C 

2. Load the protein samples onto a SDS denaturating gel (NuPAGE, 4-12% Bis-Tris polyacrylamide 

gel, Invitrogen) and run for about 90 min at constant 150 V  

3.  Transfer the proteins to a nitrocellulose membrane by iBlot Gel Transfer Stacks (Invitrogen) 

using the program 3, 20 V, 8 min 
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4. Block the membrane by incubation in Blocking Buffer, 1 hour on an orbital shaker. Alternatively, 

membranes could be blocked overnight at 4°C 

5. Incubate the membrane with the primary antibody in Blocking Buffer for 1 hour at room 

temperature. The incubation of the membrane with the antibody is performed by spreading the 

antibody solution with a pipette on the membrane, placed onto a Parafilm M flattened on the 

bench 

6. Wash the membrane 3 times 10 min in PBST 

7. Incubate the membrane with the secondary antibody in Blocking Buffer for 1 hour at room 

temperature 

8. Wash the membrane 3 times 10 min in PBST 

9. Visualize the protein using a chemiluminescence substrate (Super Signal West Femto, Thermo) 

and a Luminescent Image Analyzer (LAS-4000, Fujifilm). 

 

Membrane stripping for re-use:  

1. Incubate the membrane 2 times 10 min at room temperature in freshly prepared Stripping 

Buffer for total proteins 

2. Wash the membrane twice 5 min in PBST at room temperature 

3. Block the membrane 1 hour in Blocking Buffer at room temperature, before re-use with a 

Primary Antibody 

 

For histone blots the procedure is modified as follow: 

1. Incubate the membrane 30 min in an hybridization oven at 50°C with pre-warmed Stripping 

Buffer for histone blots 

2. Shake the membrane every 10 min 

3. Wash the membrane 10 times 5 min in PBST at room temperature 

4. Block the membrane 1 hour in Blocking Buffer at room temperature before re-use with a 

Primary Antibody 

 

 

 

RNA analysis  

For RNA studies (Figure 1E), the anterior part of zebrafish embryos or larvae is transferred in a 1.5 mL 

Eppendorf tube, 200 µL Trizol is added before snap freezing in liquid nitrogen and storage at -80°C 

for at least 1 night. The RNAs are extracted based on a modified version of the protocol from de Jong 

et al. [9]. 
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Equipment: 

 Pestles for 1.5 mL tubes (Dutscher, # 045650) 

 Cooling centrifuge for Eppendorf tubes (Eppendorf, # 5417R or equivalent) 

 Vortex 

 Thermocycler MJ Research PTC-200 or equivalent 

 DNA electrophoresis tank and Power pack 

 UV table with digital camera 

 Generic laboratory equipment 

 

Materials: 

 RNeasy Mini Kit (Qiagen, # 74104) 

 SuperScriptIII Kit (Invitrogen, # 11752-050) 

 

Reagents: 

 Trizol (Ambion, # 15-596-018) 

 Chloroform (Sigma, # 650498) 

 Taq Polymerase (5 U/µL), 10x Polymerase Buffer, 25 mM MgCl2 (Euromedex, # 01-01-02000) 

 10 mM dNTP Mix (Promega, # U1515) 

 Forward and Reverse primers (10 µM each), Eurogentec 

 100 bp DNA Marker (New England Biolabs, # N3231S) 

 6x Gel Loading Dye Purple (New England Biolabs, # B7024S) 

 Agarose (Euromedex, # LE-800-B) 

 50x TAE (Euromedex, # ET330) 

 Ethidium bromide (Euromedex, # EU0071-A) 

 

RNA Extraction Procedure: 

1. Put the zebrafish and Trizol-containg Eppendorf tubes on ice and mash the frozen samples with 

a pestle 

2. Rinse the pestle with 100 µL Trizol to recover all material stuck to the pestle 

3. Vortex 15 sec  

4. Keep 5 min at room temperature 

5. Centrifugate for 15 sec at 14,000 rpm (20,817 g) 

6. Add 60 µL Chloroform (corresponding to 1/5 Vol. Trizol) 
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7. Vortex the sample for 15 sec and then keep the tube 3 min at room temperature 

8. Centrifugate for 20 min at 14,000 rpm (20,817 g), 4°C 

9. Transfer the upper aqueous phase (about 100 µL) in a new Eppendorf tube 

10. Purify RNAs according to the RNA cleanup protocol provided in the RNeasy Mini Kit (Quiagen) 

following the manufacturer instructions and including the DNase digestion option 

11. Recover the RNAs in 14 µL RNase free water 

 

Reverse transcription Procedure: 

1. Transfer 7 µL of RNAs into a 0.2 mL PCR tube 

2. Add 10 µL of RT Reaction Mix, 2 µL of RT Enzyme Mix and 1 µL of DEPC-treated water (final 

volume is 20 µL) 

3. Mix gently and incubate for 10 min at 25°C 

4. Incubate for 30 min at 50°C 

5. Heat inactivate for 5 min at 85°C and transfer the tube into ice 

6. Add 1 µL RNase H 

7. Incubate for 20 min at 37°C 

8. Store the cDNA samples at -20°C 

 

Note: The Reverse transcription procedure follows the instruction provided with the SuperScriptIII Kit 

(Invitrogen). 

 

PCR Procedure: 

1. Transfer 5 µL of cDNAs from the reverse transcription into a 0.2 mL PCR tube 

2. Add 2.5 µL of 10x Polymerase Buffer, 0.5 µL 10 mM dNTPs Mix, 2.5 µL 25 mM MgCl2, 0.5 µL of 

each forward and reverse primers (10 µM), 0.5 µL Taq DNA Polymerase (5 U/µL) and 13 µL 

distilled water (final volume is 25 µL) 

3. Run the PCR as follows, 95°C 4 min, [95°C 45 sec, 55°C 45 sec, 72°C 1 min] 35 cycles, 72°C 10 min 

4. Add 4 µL of Loading Buffer to the PCR product and analyze on a 1% agarose electrophoresis gel 

in TAE 

 

Note: The PCR conditions may be modified according to the annealing temperature of the Forward 

and Reverse primers.  
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Study of caudal spinal cord regeneration 

The ability to regenerate tissues after amputation is part of the phenotypic studies that can be 

performed on zebrafish mutants at the larval stage [7].  

 

Equipment: 

 Sterile disposable scalpels (Paramount, # PDSS11) 

 Stereomicroscope Leica M125 or equivalent 

 Generic laboratory equipment 

 

Materials: 

 MS-222 (Sigma, # A5040) 

 Trizma base (Sigma, # T1503) 

 

Reagents:    

 MS-222 stock solution: A 0.4% (wt/vol) stock solution is prepared by dissolving 400 mg MS-222 

into 97.9 mL H2O. The pH of the stock solution is adjusted to pH7-7.5 by adding 2.1 mL Tris pH9, 

prepared by dissolving 260 mg Trizma Base into 2.1 mL H2O. Store the stock solution at -20°C. 

 MS-222 anesthetic solution: 4.2 mL MS-222 stock solution are added to 100 mL tank water (final 

MS-222 concentration is about 168 mg/mL). 

 100x Penicillin-Streptomycin (Gibco, # 15140122) 

 

Procedure: 

1. Anesthetize zebrafish embryos at 3 dpf with 0.168 g/mL MS-222 in 6-well plates 

2. Transfer the sedated embryos using a P20 micropipettor and a cut-off tip into a 10-cm Petri dish 

containing 0.168 g/mL MS-222 to a stereomicroscope  

3. Cut the spinal cord with a sterile scalpel after the blood vessel within the pigment gap as 

described by Wilkinson et al. [10] and shown on Figure 2A. 

4. Transfer the tail biopsy for DNA extraction and genotyping as previously described  

5. Transfer the embryos in a 24-well plate with tank water containing 1x Penicillin-Streptomycin 

(Figure 2B) 

6. Follow spinal cord regeneration 2 days after amputation (Figure 2C) 
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Figure 2D shows the genotyping of the progeny of an ezh2ul2 [7] heterozygous incross using tail 

biopsy from 3 dpf embryos generated by this procedure.  
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. Overview of the method for genotypic and phenotypic analyses of single zebrafish larvae. 

(A) Larval transection at 9 dpf. (B) Genotyping analysis of larval tail biopsies from an ezh2+/ul2 

heterozygous incross. DNA from the tail biopsy is extracted, PCR amplified and digested by DdeI. PCR 

amplification of the wild-type allele results in a 466 bp DNA molecule which is cleaved by DdeI into 2 

DNA fragments of approximately 356 bp and 110 bp. In contrast, PCR amplification and DdeI 

digestion of the ezh2ul2 gene leads to a 466 bp fragment resistant to DdeI cleavage. Samples 43 and 

44 correspond to wild-type individuals, sample 41 is from a homozygous ezh2ul2/ul2 mutant and 

sample 42 from a heterozygous ezh2+/ul2 sibling. (C) Histological analysis of larval anterior moieties. 

Samples are fixed in 4% paraformaldehyde in 24-well dishes and embedded in paraffin. On the 

picture, the left panel shows a 9 dpf larvae (asterisk) inside the paraffin block and the right panel, a 

paraffin block placed on the microtome. A hematoxylin-eosin stained section of a larvae at 9 dpf is 

shown at the bottom. (D) Proteins or histones are extracted from the anterior part of the larvae and 

studied by Western blot. The upper panel shows actin expression by Western blot using total 

proteins extracted from the anterior part of a single zebrafish larvae at 9 dpf whereas the lower 

panel shows the histone H3 signal after histone extraction from the anterior part of a single zebrafish 

larvae at 9 dpf. The primary antibodies used were a rabbit anti-H3 antibody (1:5,000; ab1791, 

Abcam) and a rabbit anti-actin atibody (1:10,000; A2066, Sigma). The secondary antibody was a 

peroxidase conjugated anti-rabbit antibody (1:10,000; 711-035-152, Jackson ImmunoResearch) (E) 

RNAs are extracted from the anterior part of a larvae at 9 dpf and analyzed by RT-PCR using the 

primers b-actinF: 5’-CGTGACATCAAGGAGAAGCT-3’ and bactinR:  5’-ATCCACATCTGCTGGAAGGT-3’, to 

detect β-actin expression in presence of reverse transcriptase (+), but not in its absence (-). 

 

Figure 2. Study of caudal spinal cord regeneration. (A) Embryonic fin transection. The caudal fin of 

embryos at 3 dpf is cut (dotted line) distal to the caudal limit of blood circulation (red arrowhead). (B) 

Transected fin 2 days after the amputation at 5 dpf showing spinal cord regeneration (left) or defect 

in spinal cord regeneration (right) (C) Genotyping analysis of embryonic tail biopsies from an ezh2+/ul2 

heterozygous incross. DNA from the biopsy is extracted, PCR amplified and digested by DdeI. PCR 

amplification of the wild-type allele results in a 466 bp DNA molecule which is cleaved by DdeI into 2 

DNA fragments of approximately 356 bp and 110 bp wheras, PCR amplification and DdeI digestion of 

the ezh2ul2 gene leads to a DNA fragment resistant to DdeI cleavage. Samples 1 and 2 correspond to 

wild-type individuals, sample 7, 8 and 9 are from homozygous ezh2ul2/ul2 mutants and samples 3, 4, 5, 

6 from heterozygous ezh2+/ul2 siblings. 
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