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Abréviations et Acronymes

A

Adgalt: Alpha 1,4-galactosyltransferase

ac: Acétylation

acétyl-CoA: Acétyl-Coenzyme A

ACF: ATP-utilizing Chromatin remodeling and
assembly Factor

aKG: a-cétoglutarate

Apak: ATM and p53-associated KZNF protein
ar: ADP-ribosylation

AR: Acide Rétinoique

ARBP: Acidic RiBosomal Phosphoprotein PO
ASH1: Absent Small and Homeotic discs
ASH1L: Absent Small and Homeotic discs
protein 1-Like

ATAC: ADA2A-containing complex

ATM: Ataxia-Telangiectasia Mutated

ATRX: Alpha Thalassemia/mental Retardation
syndrome X-linked homolog

B

bFTZ-F1: BFushi TaraZu Factor 1

bio: Biotinylation

Birc6:Baculoviral IAP repeat-containing 6
BLAST: Basic Local Alignment and Search Tool
BRCA1: BReast CAncer 1

BRE : TFIIB Recognition Element

BRG1: Brahma-related gene 1

BSA: Bovine Serum Albumin

C

C/EBP:CCAAT/Enhancer Binding Protein
CAF1: Chromatin Assembly Factor 1

Calr: Calreticulin

CARM1: Coactivator Associated aRginine
Methyltransferase 1

CAT: ChloramphenicolAcetylTransferase
CBP: CREB Binding Protein

Ccdc88a: Coiled coil domain containing 88A
CD: Chromodomaine

CENP-A: CENtromeric Protein A

CFTR: Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator

CHD: Chromodomain Helicase DNA-binding
protein

ChIP: Immunoprécipitation de la chromatine
ChlIP-seq: Immunoprécipitation de la chromatine
suivie d'un séquencgage haut débit

C

CHRAC: CHromatin Remodeling and Assembly
Complex

cit: Citrullination

Cited2:Cbp/p300-interacting transactivator, with
Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain, 2
Cog2:Component of oligomeric golgi complex 2
CoREST: CoREpreSsor element Transcription
factor

Cpe:Carboxypeptidase E

CREB: cAMP Responsive Element

CSD: Chromo Shadow Domain
CT:Chromosome Territory

CTCF: CCCTC-binding factor

CTF:CCAAT box binding Transcription Factor
(aussi appelés NF-I)

Cyp19a1: Cytochrome P450, family 19, subfamily
a, polypeptide 1

D

dbAMPc: DiButyryl Adénosine MonoPhosphate
Cyclique

DBD: DNA Binding Domain

DCE: Downstream Core Element

DDP1: Deafness-Dystonia Peptide 1

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
Gilbeco

DNMT: DNA MethylTransferase

Dot1L: Disrupter Of Telomere silencing protein 1-
Like

DPE: Downstream Promoter Element

Dus1l: Dihydrouridine synthase 1-like

E

E2F1: E2F transcription factor 1

Ebf1: Early B-cell factor 1

EC : Embryonal Carcinoma

EHMT: Euchromatic Histone Methyl Transferase
ER: Estrogen Receptor

ES : Embryonic Stem cells

Esa1: Essential SAS2-related Acetyltransferase1
ESC : Embryonic Stem Cell

ESR1 : Estrogen receptor 1

EZH: Enhancer of Zest Homologue
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F

FAD: Flavine-Adénine Dinucléotide

FISH: Fluorescence In Situ Hybridization
FRAP: Fluorescence Recovery After
Photobleaching

FRET: Foster Resonance Energy Transfer

G

Gcn5:General Control Nonderepressible-5
YH2A.X: Phospho-Ser139 de H2A.X
Gk5:Glycerol kinase 5

GNAT: Gen5-N-AcetylTransferase-related
GPAT: Genomic Position Annotation Tool
GTF: General Transcription Factor

H
H2A.Bbd: H2A Barr body-deficient

H2BFWT: H2B Family member W Testis specific

H3.1t:H3.1 Testis-specific

HAT: Histone AcétylTransférases

HBO1: Histone Acetyltransferase Binding to
ORC-1

HC: Hétérochromatine Centromérique
HCC: HepatoCellular Carcinoma

HDAA1: Histone DeAcetylase 1

HDAC: Histones DéACétylases

HDM: Histone Déméthylases

HFD: Histone Fold Domain

HMT: Histone MéthylTransférases

HOAP: HP1/ORC-Associated Protein
Hox:HomeOboX

HP1:Heterochromatin Protein 1

HPRT: Hypoxanthine guanine PhosphoRibosyl
Transferase 1

HYPB: Huntingtin Yeast Partner B

|

IC: Interchromatin Compartment
ICM: Inner Cell Mass

IFN: Interféron

l12rb: Interleukin-2 receptor B
INCENP: INner CENtromere Protein
INM: Inner Nuclear Membrane
INO80: INOsitol 80

Inr; EIément Initiateur

iso: Cis-trans isomérisation
ISWI: Imitation of SWitch

J

JARID: Jumoniji At-Rich Interactive Domain
JHDM: JmjC-containing Histone Demethylase
JmjC:Jumoniji C

JMJD: Jumonji-domain containing
JPB1:Janus Kinase-Binding protein-1

jpc : jours post coitum

Jub : Ajuba

K

KAP-1:KRAB-ZFP Associated Protein 1
Kcnj10: Potassium inwardly-rectifying channel,
subfamily J, member 10

Kctd17: Potassium channel tetramerisation
domain containing 17

kDA: KiloDalton

KDM: Lysine (K) DeMethylase

Kid-1: Kidney Ischemia and Developmentary
regulated gene 1

KO: Knock-Out

kpb: Kilo paire de base

KRAB: KRuppel-Associated Box

KRAB-ZFP: KRippel Associated Box-Zinc
Finger Protein

KRIP-1: KRAB-A Interacting Protein 1

Krr1: Small subunit (SSU) processome
component

KSHV: Kaposi’'s sarcoma-associated herpes
virus

L

LAP2b: Lamina Associated Polypeptide 2 beta
Limk2: LIM motif-containing protein kinase 2
LINE: Long INterspersed Element

LRH1: Liver Receptor Homolog 1

LSD1: Lysine Specific Demethylase 1

LTR: Long Terminal Repeat

M

MACS: Model-based Analysis of ChIP-Seq
MART: Mono-ADP-RibosylTransférase
Mash2: Mammalian achaete-scute homologue 2
MBP: Methyl-CpG-Binding Proteins

MDM2: Mouse Double Minute chromosome 2
me: Méthylation

MEST: Mesoderm specific transcript

MITR: MEF2-interacting transcription repressor
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MLL: Mixed lineage leukemia

M-MLV: Moloney Murine Leukemia Virus
MOF: Males-absent On the First protein
MOZ: MOnocytic leukemia Zinc-finger protein
Mrpl39: Mitochondrial ribosomal protein L39
MTE: Motif Ten Element

MYST: MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2, Tip60

N

NAD+: Nicotinamide Adénine Dinucléotide
N-CoR1: Nuclear CoReceptor 1

NE: Nuclear Envelope

NGFI-B: Nerve Growth Factor IB

Nos3: Nitric oxide synthase 3

NPC: Nuclear Pore Complex

NR box: Nuclear Receptor box

NSD1: Nuclear receptor-binding SET Domain
protein 1

NuA4: Nucleosome Acetyltransferase of histone
H4

NuRD: Nucleosome Remodeling and
Deacetylating

NURF: NUcleosome Remodeling Factor

(o)
ONM: Outer Nuclear Membrane
ORC: Origin Recognition Complex

P
p53BP1: p53 Binding Protein 1

PADI4: Peptidyl Arginine Delminase 4

PARP: Poly-ADP-ribosyltransférases

pb: Paire de base

PBS: Primer Binding Site

PCAF: P300/CBP Associated Factor complex
PcG: Polycomb Group

PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen

PCR: Polymerase Chain Reaction

PE: Endoderme pariétal

PEV: Position Effect Variegation

ph: phosphorylation

PHD: Plant HomeoDomain

PIC :Prelnitiation Complex

PIM1: Proviral Integration site for Moloney murine
leukemia virus 1

PKC3: Protein Kinase C delta

Pkm2: Pyruvate kinase, muscle 2

P

Pol II: ARN polymérase I

PR:Progesterone Receptor

PRC: Polycomb Repressive Complex
PRDM: PRDI-BF1 and RIZ homology domain
containing protein

PrE: Endoderme primitif

PRMT: Protein aRginine MethylTransferase

R

RAR: Retinoic Acid Receptor

RARE: Retinoic Acid Responsive Element
Rb:Retinoblastoma

RBCC: RING finger, B boxes, Coiled Coil
RING: Really Interesting New Gene

RIZ: Retinoblastoma protein-Interacting Zinc
finger gene

RSC: Remodel the Structure of Chromatin
RSF: Remodeling and Spacing Factor
RXR: Retinoid X Receptor

S

SAGA: Spt-Ada-Gen5 Acetylase coactivator
complex

SAM: S-Adenosyl-Methionine

SANT: SWI3, ADA2, N-CoR, TFIIIB

SAS: Something About Silencing

SET: Su(var)3-9, Enhancer of zest, Trithorax
SETD2: SET domain containing protein 2
SETDB1: SET Domain Bifurcated 1
SETMAR: SET domain and MARiner
transposase fusion gene-containing protein
SFV: Sérum de Veau Feetal

SINE: Short INterspersed Element

Sir: Silent Information Regulator

SIRT: SIRTuines

SMRT: Silencing Mediator for Retinoic acid and
Thyroid hormone receptors

SMYD3: SET and MYND domain-containing
protein 3

Sox8: SRY-box containing gene 8

spH2B: Human SPerm specific H2B

SRA: SET and Ring finger-Associated
STAGA: SPT3-TAF9-GCN5L Acetylase
STAT: Signal Transducers and Activators of
Transcription

su: SUMOylation

SUMO: Small Ubiquitin-like Modifier

Svil: Supervillin
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S
SWI/SNF: SWiItching/Sucrose Non Fermenting
SWR1: SWI2/Snf2 Related ATPase 1

T
TAF:TBP Associated Factor

tag : courte séquence de 36 bases

TAM: Tamoxiféne

TBP: TATA Binding Protein

TFIIC: Transcription Factor 1lIC

TFTC: TBP-Free TAF containing Complex
TIF: Transcriptional Intermediary Factor
TR: Thyroid hormone Receptor

TRIM: Tripartite Motif

TSA: Trichostatine A

TSH2B: Human Testis/Sperm specific H2B
TSS: Transcription Start Site

TSS: TIF1 Signature Sequence

U

UAS: Upstream Activating Sequence

ub: Ubiquitination

UCA1: Urothelial cancer associated 1

UCSC: University of California at Santa Cruz
URS: Upstream Repressing Sequence

UTX/Y: Ubiquitously Transcribed tetratricopeptide
repeat, X/Y chromosome

\'}

VDR: Vitamin D Receptor

VE: Endoderme Viscéral
VP16:Herpes simplex Virus Protein 16

w

WCRF: Williams syndrome transcription factor
Chromatin Remodeling Factor

WD40: Tryptophane-Aspartic-acid-repeat every
40 residues

WDR5: WD40 Repeat protein 5

WT: Wild-Type

Y
Ylpm1: YLP motif containing 1

Z

ZBTB: Zinc finger and Broad
complex/Tramtrack/Bric-a-brac
ZFP: Zinc Finger Protein
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INTRODUCTION

I. Régulation de la transcription et chromatine

1. Généralités sur la transcription

Toutes | es cel lules d” un organisme vivant s ont am enées a i ntégrer et r épondre a
différents s ignaux de 1 ’environnementa finde c oordonner lesdi fférentes étapes du
développement et de la différenciation cellulaire. Au cours du développement, les cellules, qui
contiennent pourtant le méme patrimoine génétique, vont se spécialiser et se multiplier pour
former différents organes et tissus. Cette spécialisation dépend de la spécificité fonctionnelle
des geénes qui sont exprimés au moment opportun dans les tissus appropriés. C’est pourquoi
une régulation trés ordonnée de 1 ’expression des genes est nécessaire pour 1e métabolisme
cellulaire nor mal et pour 1e dé veloppement et 1 as urvie de 1 ’ensemble de 1 ’organisme.
L’initiation de la transcription est une ¢étape majeure dans ce contrdle et fait i ntervenir 1 a
machinerie de transcription de base, les facteurs de transcription séquence-spécifiques et les

cofacteurs (Malik et Roeder, 2005; Sikorski et Buratowski, 2009).

a) La machinerie de transcription de base

A la différence des procaryotes chez lesquels on retrouve une seule ARN polymérase,
chez 1 es euc aryotes, I’ensemble de s g ¢énes d’ une ce llule es tt ranscrit pa rt rois ARN
polymérase différentes : 1’ ARN pol ymérase I (pol I) qui transcrit 1es génes codants pour les
ARN ribosomiques (ARNr), I’ARN polymérase II (polll) qui transcrit les génes codants pour
les pr otéines et 1es p etits A RNs nuc léaires (U1-U5) et 1 ’ARN pol ymérase I 11 ( pollll) qui
synthétise les ARNs de transfert ainsi que I’ARNr 5S et ’ARN U6.

Chez les eucaryotes, I’ARN polymérase Il seule est incapable d’initier la transcription
d’un géne. La présence d’un nombre minimum de protéines additionnelles, appelées facteurs
généraux delatranscription (GTF : General Transcription Factors), estné cessaire a la
formation de la machinerie de transcription de base. Ces facteurs généraux ( TFIIA, T FIIB,
TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH) vont en effet sélectionner le site d’initiation de la transcription
en s’associant a la région promotrice d’un géne transcrit par la polll et former un complexe de

pré-initiation (PIC : Prelnitiation Complex). Celui-ci permettra a 1a polymérase de se lier au
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promoteur. L’activation du geéne est ensuite initiée en réponse a différents stimuli internes ou
externes qui vont provoquer la liaison de facteurs de transcription spécifiques a des s€quences
d’ADN ré gulatrices pré sentes a u ni veau de 1a ré gion prom otrice du g ¢ne (pour re vues,

Felsenfeld et al., 1996; Malik et Roeder, 2005; Sikorski et Buratowski, 2009 ).

b) Les facteurs de transcription séquence-spécifiques

Plusieurs familles de facteurs de transcription sont capables d’activer ou de réprimer la
transcription des génes en reconnaissant différentes séquences d’ ADN régulatrices, appelées

¢léments de réponse ou ¢éléments cis régulateurs (figure 1).

Facteur de transcription Machinerie de base

r 1 . P L r 1
Facteurs intermédiaires de transcription

CCAAT H

Promoteur minimal

Facteurs généraux (GTF)

Figure 1 : Les trois catégories de facteurs intervenant dans ’initiation de la transcription.

1. Les familles de facteurs de transcription

La pl upart de s f acteurs s équence-spécifiques s ont car actérisés pa run ¢ s tructure
modulaire comprenant un motif de liaison a I’ADN associé¢ a un domaine d’activation ou de
répression de la transcription, auxquels se rajoutent souvent un domaine de dimérisation ou de
multimérisation ainsi qu’un domaine de régulation. La structure du motif DBD (pour DNA
Binding Domain) de 11iaison al’ADN est s ouvent ut ilisée pour cl asser ces f acteurs en

différentes familles. Plusieurs dizaines de types différents de ces domaines ont actuellement
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été répertoriés, parmi lesquels on retrouve par exemple les motifs de types glissiere a leucine
et la structure en doigt de zinc (tableau 1). Ce rtains fa cteurs pe uvent étre actifs de facon
constitutive da ns cha que c ellule m ais d’autres s ont activés et s e lient a de s s équences
régulatrices uni quement en réponse a u n signal intra ou extra ce llulaire ( par e xemple les
facteurs Jun, Fos et CREB), ou encore suite a la liaison d’un ligand, comme dans le cas des

récepteurs nucléaires.

Dom’aines de liaison a Type Bty les
I’ADN (DBD)
C2H2 KRAB-ZFP, Ikaros, SP1, TFIIIA
ik Zine C4 HNF4a, GAT’A—I, récepteurs hormoPes stéroides
(SHR) et récepteurs glucocorticoides (GR)
Cé6 GALA4, LEU3, PPR1, LAC9
Hélice-tour-hélice HTH Oct-1, Oct-2, Pit-1, Hnf-3
Hélice-boucle-hélice HLH E2F, Myc, MyoD
Glissiére a leucine Lz Jun, Fos (AP-1), NRF2, CEBP

Tableau 1 : Quelques exemples de facteurs de transcription avec des domaines de liaison a 1’ADN (DBD)

caractéristiques.

11. Les séquences régulatrices reconnues par les facteurs de transcription

De courtes séquences d’une longueur de 1’ordre de 5 a 25 nucléotides (Qiu, 2003; Wray
etal., 2003) s ont re connues par l es facteurs de transcription. Ce s s équences s ont s ouvent
situées au niveau de la région promotrice des geénes (pour re vues, Smale et Kadonga, 2003;
Sandelin etal., 2007) m ais pe uvent éga lement s e r etrouver a di stance v ariable du site
d’initiation del a transcription (TSS: Transcription Start Site) com me danslecas des
« enhancers » et « silencers » (Levine et Davidson, 2005). Ces ¢léments de régulation peuvent

étre ainsi classés en trois catégories :

- Le promoteur minimal : il contient toutes les séquences reconnues par les facteurs

généraux de la transcription. L’¢lément le plus connu qui le caractérise est 1a boite TATA
(Gannon etal., 1979) située a une trentaine de paires de bases en amont du T SS et/ou de
I’¢élément initiateur Inr et que I’on retrouve chez les mammiferes dans environ 10 a 20% des

promoteurs (Gershenzon et Ioshikhes, 2005; Cooper et al., 2006). D’autres éléments peuvent
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souvent se rajouter tels que par exemple la séquence BRE ( 7FIIB Responsive Element) de
reconnaissance du facteur de transcription TFIIB, la séquence D PE ( Downstream Promoter
Element) qui serait reconnue par une sous-unité de T FIID ( Burke et Kadonaga, 1997), les
¢léments MTE (Motif Ten Element) et DCE (Downstream Core Element) (pour revues, Butler
et Kadonaga, 2002; Thomas et Chiang, 2006) (figure 1).

-Les séquences régulatrices proximales : elles sont localisées généralement entre 40

et 250 paires de b ases (pb) en amont du TSS et contiennent I a m ajorité de s motifs de

régulation reconnus par les facteurs de transcription. Ces s équences peuvent avoir un effet
activateur s ur 1 a t ranscription, dans 1 e cas de s U AS ( Upstream Activating Sequence) ou

répresseur, da ns le ¢c asde s U RS ( Upstream Repressing Sequences), selonl e f acteur de

transcription qui s’y fixe. De nom breux m otifs ont ainsi bien été caractérisés dans cet te
région, parmi |l esquels on peut c iter p ar exe mple 1 es boi tes C CAAT r econnues par 1 es
activateurs transcriptionnels C/EBP (CCAAT/Enhancer Binding Protein) (pour re vue, Ramji
et Foka, 2002) et CTF (CCAAT box binding Factor) (Belikov et al., 2004), 1 es motifs riches
en G Cre connus pa rl ’activateur S P1 oue ncorel es s équences RA RE ( Retinoic Acid
Responsive Element) reconnues parles récepteurs nuc léaires d e t ype RA R ( Retinoic Acid

Receptor) et RXR (Retinoid X Receptor).

-Les séquences régulatrices distales : elles correspondent aux ¢léments « enhancers »

et « silencers » r econnusr espectivementpa rl esac tivateurset | es répresseurs
transcriptionnels. Ces séquences peuvent aussi bien se situer en amont qu’en aval du TSS et
sont localisées parfois jusqu’a plusieurs milliers de paires de bases de la région promotrice
(Levine e t T jian, 2003). Ce s ré gions di stales pe uvent s ’étendre s urpl usde 500pbe t
regroupent souvent plusieurs séquences régulatrices reconnues par de nombreux activateurs
ou répresseurs t ranscriptionnels ( Levine et Tjian, 2003). Les ¢l éments di staux jouent
¢galement un réle important dans la régulation spatiale et temporelle de I’expression de genes,

en particulier au cours du développement (Howard et Davidson, 2004).

En sefixant au niveau des ¢ 1éments de r égulation, | es f acteurs de t ranscription
séquence-spécifiques v ont act iver ou réprimer la transcription de leurs g €énes cibles p ar

I’intermédiaire de cofacteurs (figure 1).
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¢) Les facteurs intermédiaires de transcription

Les facteurs intermédiaires de transcription (TIFs), encore appelées cofacteurs, peuvent
exercer des effets positifs ou négatifs sur la transcription selon qu’il s’agit de coactivateurs ou
de corépresseurs. Ils peuvent exercer leurs effets a plusieurs niveaux :

- Certains agissent di rectement s ur 1 a m achinerie d e t ranscription de ba se en
stimulant ou inhibant la formation du complexe de préinitiation (Hampsey et
Reinberg, 1999; Lee et Young, 2000).

- Certains ag issent s ur | a m odification et1e r emodelage de la s tructure de 1a
chromatine (voir chapitre II).

- D’autres exercent un effet positif ou négatif en associant des genes cibles vers
des compartiments spécialisés du noyau (voir chapitre III).

Les coactivateurs et cor épresseurs agissent pour la plupart s ous forme de com plexes
multiprotéiques et les échanges entre cofacteurs sont trés dynamiques. De nombreuses études
ont montré que des cofacteurs dotés de propriétés enzymatiques distinctes sont recrutés de
facon séquentielle et cyclique. IlIs facilitent ens uite la liaison de I ’ARN pol ymérase I 1 en
altérant la structure du promoteur (Shang et al., 2000; M étivier et al., 2003; Métivier et al .,
2008). P armi c es ¢ ofacteurs, on pe utc iter par exe mplel a f amille de cor épresseurs
transcriptionnels TIF1 (pour Transcriptional Intermediary Factor 1) sur laquelle je reviendrai

dans le chapitre V.

2. La chromatine

Dans 1 e noy au d’une cel lule eucaryote, le m atériel g énétique es t or ganisé en une
structure complexe de nature nucléo-protéique appelée chromatine, composée d’ ADN et de
petites protéines basiques, les histones (Kornberg, 1974). Du fait de la taille considérable du
génome e ucaryote (3 m illiards de pb équivalent a une 1 ongueur d’e nviron 1,8 métre), un
repliement t rés hi érarchisé e t ordonné de 1 ’ADN e st re quis pour pouv oir € mpaqueter ¢ €
matériel génétique a I’intérieur d’un compartiment restreint de 6 pm, le noyau des cellules. La
chromatine interfére avec 1’accessibilité des séquences régulatrices précédemment citées et la

modulation de sa structure constitue un niveau de régulation important dit épigénétique.
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a) Les niveaux d’organisation et de compaction de la chromatine

Les premiéres observations de la chromatine en microscopie électronique ont révélé une
organisation tres réguliere et répétée en forme de « collier de perle », communément appelé
«fibrede 10 nm» (O linse tO lins, 1974; O udete ta ., 1975). Ce pr emier ni veau
d’organisation ¢ orrespond a ux nu cléosomes, uni tés fonda mentalesd el a chromatine,
régulicrement es pacés parde s segmentsd’A DNnu( Kornberg, 1974). Dansde s
concentrations physiologiques en sel, les nucléosomes se replient en une structure secondaire
plus complexe. L’observation en microscopie ¢lectronique de fines sections de chromosomes
métaphasiques de cel lules H ela m ontre ainsi 1a pr ésence d’ une fibre chr omatinienne pl us
condensée de 30 nm (Marsden et Laemmli, 1979) (figure 2). La structure de cette fibre n’est
pas encore finement déterminée et deux modeles ont été proposés : le modele de type hélice
ou solénoide dans lequel une rangée de nucléosomes se replie de fagon a €tre adjacente a une
autre rangée (Finch et Klug, 1976) et le modele d’ arrangement en zig-zag des nucléosomes
qui forme une hélice a partir de deux sites d’initiation (Dorigo et al., 2004; Schalch et al.,

2005).

Double hélice d’ADN

Fibre de
10 nm
~

Boucle

700 nm
e —-# 1400 nm

Figure 2 : Les différents niveaux de compaction de la chromatine.
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La chromatine peut adopter des niveaux de compaction encore bien supérieurs, avec un
repliement de la super-hélice de 30 nm en une fibre de 100 a 300 nm de diamétre constituée
de bouc les ou « chromomeres » de pl usieurs c entaines de kpb (pour r evues, Cook, 1995;
Belmont, 2006; Fraser et Bickmore, 2007) (figure 2). La compaction extréme de ces boucles
de 300 nm donnera ensuite naissance aux chromosomes mitotiques qui, pendant 1’interphase,

sont localisés dans des régions appelées « territoires chromosomiques » (cf. chapitre IIL.).

b) La structure de la chromatine

1. Le nucléosome

Le nuc 1éosome, unité f ondamentale de 1 a chr omatine es t com posé d’ une qua ntité
¢quivalente d’ADN et de petites protéines basiques, les histones (Kornberg et Thomas, 1974).
La structure du nucléosome a pu étre déterminée de facon précise par cristallographie aux
rayons X a une résolution de 2.8 A (Luger et al., 1997) puis, plus récemment, a une résolution
de 1.9 A (Daveyetal.,2002) ( figure 3); le nucléosome est form ¢ d’une pa rticule ¢ ceur
centrale composée de 146 pb d’ADN enroulées en 1.65 tours autour d’un octamere d’histones
et d’une séquence internucléosomale ou « ADN linker » qui relie les particules c ceur entre
elles. L’octamére est or ganisé en un tétramere ( H3/H4), autour duque 1 s ont fi xés de ux
hétérodimeres H 2A/H2B ( Kornberg e t L orch, 1999). D e nom breuses 1 nteractions de t ype

électrostatique et hydrogene conférent aux nucléosomes une grande stabilité.

Figure 3 : La structure du nucléosome (modifi¢ de Luger et al., 1997).
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1i. Les histones de la particule coeur

Les hi stones de 1a pa rticule cce ur (histones H 3, H4, H2A et H2B) sont de petites
protéines basiques d’environ 15 kDa, trés conservées en longueur et en séquence au cours de
I’évolution (Sullivan et Landsman, 2003; et pour re vue, M alik e t H enikoff, 2003). Ce s
protéines s ont form ées d’'un dom aine c entral « histone-fold » s tructuré e n t rois o-hélices
reliées entre elles par des boucles flexibles et, de part et d’autre, on retrouve des extrémités N-

et C-terminales non structurées (figure 4).

N-terminale Motif «histone-fold » C-terminale

\

B2

Figure 4 : Organisation structurale des histones de la particule ceeur.

Les trois hélices a (o) du domaine « histone-fold » sont reliées par des boucles (B).

Les régions N- et C-terminales sont soumises a un grand nombre de modifications post-
traductionelles (voir chapitre I11) et sont engagées dans des interactions impliquant d’ autres
nucléosomes ou d’a utres prot €ines. C es ré gionsj ouent a insi unrél e 1 mportant dans
I’organisation et la modification de la structure de la chromatine (Hecht et al., 1995; Dorigo et

al., 2003).

iii. Les histones de liaison

Les histones de liaison ou histones « linker » sont des protéines peu conservées entre les
especes qui pr ésentent d es di sparitéset de ss pécificités d° expression au cour s du
développement et de la di fférenciation cel lulaires ( pour r evues, Zlatanova et al ., 1996;
Khochbin, 2001; Godde et Ura, 2009). La structure de ces histones, dont le prototype majeur
est 1 ’histone H 1, est constituée d’un domaine central globulaire flanqué de partet d’ autre
d’une courte région N -terminale et d’une longue ré gion C-terminale basique peu structurée
(Zlatanova et van Holde, 1996; Khochbin, 2001). Du fait de leurs propriétés de pontage inter-

nucléosomal, les histones de liaison jouent un réle important dans 1’espacement des unités
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nucléosomales etd ans1 at opologie et 1 e de gré de com paction del ’ADN au sein du

nucléosome (pour revue, Robinson et Rhodes, 2006; Woodcock, 2006).

1v. Les variants d’histone

Dans la plupart des organismes, les formes majeures d’histones existent en de multiples
copies et sont exprimées principalement en phase S du cycle cellulaire, mais il existe aussi
une fra ction d’hi stones non -alléliques ( formes d e r emplacement) qui pr ésentent de s
différences notables en séquences (Franklin et Zweidler, 1977). Ces variants sont e xprimés
tout au 1 ongdu cycle ce llulaire e t ¢ ertaines f ormes de r emplacement ont des propri étés
biochimiques qui | eur pe rmettent d’ altérer 1 a s tructure du nuc I€osome, al ors qu e d’ autres
présentent d es 1 ocalisations s ub-cellulaires s pécifiques e t pe uvent r emplacer un e hi stone
majeure au cours des étapes de différenciation et du développement par exemple (Brandt et
al., 1979; Wunschetal., 1991). L’incorporation d e v ariants d’hi stones p ermet a insi de
moduler I’acces a I’ADN chromatinien.

Des histones de remplacement ont été décrits pour chaque type d’ histone majeure, a
I’exception de I’histone H4, et présentent des fonctions spécifiques (pour re vues, Kamakaka

et Biggins, 2005; Sarma et Reinberg, 2005; Bernstein et Hake, 2006) (figure 5).

+ Les variants de ’histone H3

Chez les mammiferes, on retrouve cinq isoformes distincts de 1’histone H3 : les variants
H3.1, H3.2, H3.3 et I’isoforme CENP-A (CENtromeric Protein A) spécifique des centromeres
(Ahmad e t Henikoff, 2002) a insique 1 e v ariant H 3.1t ( H3.1 Testis-specific), € xprimé
spécifiquement dans les testicules (Witt et al., 1996).

Les variants s pécifiques de s cent romeres ( cenH3),t elsque CENP-A chezl es
mammiferes, selients pécifiquement a u niveau des cent romeres ou ilsj ouent un role
important pour 1a s égrégation des chr omosomes au coursdelamitose etla méiose en

participant a la formation d’un kinétochore actif (Blower et Karpen, 2001).

Les variants H3.3 et H3.1t ne différent que de quelques acides aminés par rapport aux

histones majeures. Mais H3.3 est exprimé tout au long du cycle cellulaire a la différence de
I’histone H3, et est souvent localisé au niveau de régions transcriptionnellement actives des
chromosomes (Ahmad et Henikoff, 2002). Ce variant est en effet enrichi en marques actives

telles que I’acétylation de la lysine 36 et la diméthylation de la lysine 79 (Hake et al., 2006).
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Le variant H3.2 semble, par c ontre, impliqué dans la répression des genes en étant

méthylé au niveau de la lysine 27 alors que le variant H3.1 posséde des marques associées a
I’activation des g énes (acétylation delalysine 14) et al arépression dela transcription
(diméthylation de la lysine 9) (Hake et al., 2006). Ce variant H3.1 semble ainsi exercer des

fonctions biologiques distinctes de H3.2.

E e S oo— 1| Histone canonique
£I33E T IEEHEDY | Activation transcription
A | 50 Assemblage du kinetochore
% [ N0 X ' | Histone canonique
I W ArD___ b | Réparation et recombinaison de ’ADN
E b 1)) | Activation/Répression transcription, ségrégation des chromosomes
E JETHEDTTTETIET™ 1 Inactivation du chromosome X, Répression transcription
Macrodomaine
H2A.Bbd = [TE HFD , | Activation transcription, Exclue du chromosome X inactif
A | S ¢ ) ) I Histone canonique
% | — | — ) ) — Impliqué dans la spermatogenése, activation transcription
L JC HFD A Impliqué dans la spermatogencse
C X HFD ;- | Histone canonique

Figure 5 : Les variants des histones canoniques et leurs fonctions.

4 Les variants de I’histone H2A

Quatre hi stones de r emplacement ont ét € dé crites pour 1 histone H 2A : 1es variants
H2A.X, H2A.Z, m acroH2A et H2A.Bbd ( H24 Barr body-deficient) qui s e distinguent de

I’histone H2 A essentiellement par leur région C-terminale.

Le variant H2A.X est retrouvé de 1a levure a1 ’homme et sa fonction est | argement

conservée au cours de 1’évolution. Cette histone est caractérisée par la présence d’un motif
SQ(E/D) tres conserveé dans la région C-terminal dont la sérine (139 chez les mammiferes et
129 chez la levure) est phosphorylée en réponse aux cassures d’ADN double brin (Rogakou et
al., 1998). Cette forme phosphorylée est appelée YH2A. X (H2A4.X phospho-Ser139) et joue un
role crucial dans la fixation et 1’accumulation de protéines impliquées dans la réparation de

I’ADN (Celeste et al., 2003).
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Le variant H2A.Z est relativement divergent par rapport a 1 histone canonique car les

deux prot €éines ne pa rtagent que 63% d "homologie. Che zla l evure, H2A.Z e st a ssocié a
I’activation de la transcription en étant incorporé prés de régions inactives et en limitant la
propagation de s tructures ¢ hromatiniennes c ondensée ré pressives (M eneghini et al., 2003).
Chez les mammiferes, ce variant semble plutdt impliqué dans la répression de | ’expression
des g eneset dansl aform ationde structures chromatiniennes ¢ ondensées de t ype
hétérochromatine, grace notamment a s on interaction avec les protéines HPlo (Fan et al .,

2004; Rangasamy et al., 2004).

MacroH2A est un variant spécifique des vertébrés qui est associé a une répression forte
de la t ranscription; il j oue un role es sentiel da ns | *établissement ou la m aintenance de
I’hétérochromatine et est enrichi au niveau du chromosome X inactif chez les mammiferes
(Costanzi e t P ehrson, 1998). Cette hi stone de remplacement joue un rol e général dansla
répression car son domaine « macro » C-terminal inhibe la liaison de facteurs de transcription
et 1 e dom aine « histone-fold » N -terminal inhibe 1 e remodelage dela chr omatine par | es

complexes SWI/SNF (Angelov et al., 2003).

Le variant H2A.Bbd semble jouer un role contraire a celui de macroH2A car il est exclu

du chromosome X inactif dans les cellules femelles de mammiferes en interphase et en mitose
et co localise av ec 1’histone H 4 lorsqu’il es t acétylé s url al ysine 12 au niveau de

I’euchromatine (Chadwick et Willard, 2001). Ce variant est ainsi impliqué dans 1 ’activation
transcriptionnnelle e t s on 1 ncorporation a u s ein du nuc léosome g énére une ¢ hromatine

décondensée (Bao et al., 2004).

+ Les variants des histones H4 et H2B

L’histone H4 est I’'une des protéines qui a le moins dérivé au cours de I’évolution et qui
ne semble pas avoir de séquences variantes. Cependant, certains genes de I’histone H4 sont
exprimés de fagcon constitutive tout au long du cycle cellulaire et codent pour des protéines
qui sont identiques en séquence a la forme majeure de H4 (Akhmanova et al., 1996).

L’histone H2B présente au moins trois formes de remplacement mais leurs fonctions
restent encore mal définies : les variants spH2B, TSH2B et H2ZBFWT (pour revue, Bernstein
et Hake, 20006).

Les v ariants s pH2B ( human SPerm s pecific H2B) et TS H2B ( human Testis/Sperm

specific H2B) s ont s pécifiques de s ce llules g erminales de v ertébrés m ales ( Gineitis et al.,
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2000; Z alensky etal., 2002). La forme spH2B e st ¢ aractérisée par une | ongue r égion N -
terminale riche en acides am inés basiques quij oueunrdl e da nsl ac ondensatione t

I’empaquetage de la chromatine dans les spermatozoides.

Le variant H2BFWT (H2B Family member W Testis s pecific) est également exprimé
exclusivement dans |l es testicules et est présent au niveau de s t élomeres ( Churikov et al .,
2004). A la différence de 1a forme majeure H2B, ce variant est incapable de recruter des
facteurs de condensation des chromosomes et de participer a 1’assemblage des chromosomes

mitotiques (Boulard et al., 2000).
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II. Remodelage et modification de la structure de la chromatine

1. Les modifications de la chromatine

Pour a ssurer s es fonc tions, | a ¢ hromatine doi t pouv oir € tre modulée de fa con tres
dynamique. L’ensemble d es m écanismes intervenantda nscer emodelage ainsi que
I’organisation s ub-nucléaire de 1a chr omatine ( voir cha pitre I II) pe rmettent de dé finir1e
phénotype d’une cellule et de réguler I’expression des geénes sans altérer la séquence d’ADN,
en codant une information dite « épigénétique » (Wu et Morris, 2001; Goldberg et al., 2007).
La combinaison de ces modifications épigénétiques est a 1’origine de 1’identité des cellules et
peut étre modifiée au cours du développement et de la différenciation cellulaire (pour revue,

Sasaki et Matsui, 2008).

a) La méthylation de ’ADN

La m éthylation del’ADN es t1 ’une de s m odifications de 1a chr omatine les mieux
caractérisées actuellement. On 1’on retrouve aussi bien chez I es pr ocaryotes que chezles
eucaryotes. A la différence des procaryotes chez lesquels 1a méthylation de I’ADN peut se
faire aussi bien sur des cytosines que sur des adénines, chez les mammiferes, la méthylation
est produite presque exclusivement sur des cytosines localisées en 5’ d’une guanine (Hermann
etal., 2004). Ce s dinucléotides CpG sont sous-représentés dans le génome humain et sont
souvent regroupé€s au niveau de régions riches en cytosines (C) et guanine (G) appelées « ilots
CpG » (pour re vue, Bird, 2002). Ce s 1lots re couvrent e nviron 0.7% du g énome humain et
contiennent environ 7% des dinucléotides CpG (Lander et al., 2001; Fazzari et Greally, 2004);
plus de 1a moiti¢ de ces 1lots sont localisés au niveau des r égions pr omotrices de s g énes
codant pour des protéines ou a proximité du site d’initiation de la transcription (Antequera et
Bird, 1993). La méthylation de 1’ADN est associée a un état réprimé de la chromatine et a
I’inhibition d e 1 ’expression d es génes (B ird et W olffe, 1999 ; Goll e t B estor, 2 005). D eux
mécanismes principaux sont envisagés pour expliquer cette inhibition : (1) la méthylation des
cytosines pe ut e mpécher | ’association de cer tains f acteurs de transcription au niveau de
séquence s pécifique d’ADN (W att e t M olloy, 1988) ou, (2)1 are connaissance de s Cp G

méthylés pa r de s pr otéines s pécifiques ( telles que 1a famille de s M BD) exe rce un effet
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répresseur en recrutant d’ autres com plexes d’ inhibition de la transcription (Boyes et Bird,

1991; Hendrich et Bird, 1998) (figure 6).

(A) Facteur de (B) Complexes
transcription répresseurs

elaaee

Figure 6 : Les deux mécanismes de répression exercés par la méthylation de I’ADN.

La méthylation au niveau de séquences s pécifiques e mpéche la fixation d "un facteur de transcription (A) ou

réprime la transcription en recrutant des complexes répresseurs (B).

1. Les méthylases de I’ADN

Les enz ymes capables de méthyler | ’ADN pe uvent ét re r egroupées en deux grandes
classes principales :

- les méthylases de maintenance impliquées dans le maintien de 1a méthylation, telles
que DNMT1 (DNA MethylTransferase 1) qui copie les motifs méthylés, préexistant dans le

nouveau brin d’ADN au cours de la réplication (Leonhardt et al., 1992).

- les méthylases de novo telles que DNMT3a et DNMT3b qui méthylent des sites CpG
exempts d e toute m éthylation (Okano etal ., 1999) et qui coop erent avec D NMT1 pour

propager la méthylation au cours de la division cellulaire (Liang et al., 2002).

D’autres méthylases de I’ADN ont été identifiées telles que DNMT2 qui a un e faible
acitvité méthyltransférase in vitro (Hermann et al., 2003), DNMT3L qui module I’activité de
DNMT3a et DNMT3b (Suetake et al., 2004) et est essentielle pour maintenir 1 ’empreinte
génomique maternelle chez la souris (Hata et al., 2002), ainsi que DNMT 1o spécifique des
oocytes et responsable également du maintien de 1’empreinte génomique maternelle (Howell

et al., 2001) (tableau 2).
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Méthvltransférases Fonction Phénotype mutant

Létale au niveau embryonnaire,
Dnmtl Maintenance de la méthylation perte de I’empreinte parentale et
de I'inactivation duchr X

Dnmtlo Isoforme spécifique des oocytes Perte de I’empreinte maternelle

Faible activité, méthylation de séquences

Done non-CpG chez la drosophile

Pas dephénotype

Méthylases de novo, é¢ablissement de

Dnmt3a, Dnmt3b méthylation

Létale au niveau embryonnaire

Pas d’activité catalytique, colocalise avec

DL, Dnmt3a ¢ Dnmt3b

Empreinte maternelle anormale

Tableau 2 : La fonction des ADN méthylases et le phénotype des méthylases mutantes.
(d’apres Jaenisch et Bird, 2003).

1i. Les médiateurs de I’information

La reconnaissance des dinucléotides CpG méthylés est réalisée principalement par une
famille de pr otéines, la famille M BP ( Methyl-CpG-Binding Proteins). Membres de cette
famille, les prot ¢inesM BD1,M BD2, M BD4e tM eCP2re connaissent I’ADN pa r
I’intermédiaire de leur domaine MBD (Methyl CpG binding domain) (M eehan et al., 1992;
Nan et al., 1993; et pour revue, Sasai et Defossez, 2009). Mais il a été découvert récemment
que d’autres protéines, la protéine Kaiso (Prokhortchouk et al., 2001) et les protéines ZBTB4
et Z BTB38 (ZBTB: Zincf inger and Broad c omplex/Tramtrack/Bric-a-brac dom ain-
containing protein) (Filion et al., 2006) reconnaissent I’ADN méthylé par I’intermédiaire d’un
domaine en doigt de zinc, alors que les protéines UHRF1 et UHRF2 reconnaissent les CpG
méthylés g raiceaun  domaine S RA ( SET and Ring f inger-associated). Ce s prot €ines
reconnaissant I’ADN m éthylé répriment I’expression des génes en recrutant des complexes
corépresseurs de remodelage de la chromatine au niveau des régions d’ADN méthylées (Jones

et al., 1998; Wade et al., 1999; Zhang et al., 1999).

1i1. Les rbles biologiques de la méthylation

Chez 1 es m ammifeéres, la m éthylation de 1’ADN estimpliquée dans de nom breuses
fonctions biologiques liées principalement au développement, la différenciation, I’inactivation

du chromosome X, I’empreinte p arentale et 1 ’expression de geénes tissus-spécifiques (pour
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revue, Li, 2002). Elle joue un role primordial pour la survie cellulaire et I’intégrité du génome
(pour revues, Laird, 2005; Esteller, 2007).

Au c ours du dé¢ veloppement e mbryonnaire pré coce, d es ¢ hangements de profi I de
méthylation s’opérent de fagon tres pr écise et or donnée. Juste apres |l a f écondation, les
chromosomes m aternels et pa ternels subissentun e vague de dé méthylation qui ef face
progressivement | a pl upart de s m arques de m ¢éthylation héritées de s pa rents t out en
maintenant i ntacts 1 es g énes d” empreinte ( Howlett et R eik, 1991; Rougieretal., 1998).
L’embryon établit ensuite s on propre patron de méthylation del ADN j uste av antl a
gastrulation, au c ours d’'une phase de re-méthylation de novo. Ces cycles de dé méthylation
suivis d’une re-méthylation sont ainsi importants pour déterminer les profils somatiques de
méthylation de I’ADN.

Chez les mammiferes, certains génes sont soumis a I’empreinte génomique parentale et
sont exprimés de facon mono-allélique uniquement a pa rtir de 1’alléle maternel ou paternel.
Ces genes, dont le nombre est actuellement estimé a 75 (Murphy et Jirtle, 2003), posseédent un
alléle maintenu i nactif e t s ilencieux parun taux de m éthylation élevé au niveau de s a
séquence d ’ADN (pour re vues, Bestor, 2003; P aoloni-Giacobino, 2007). D ’autre part,au
cours de | ’embryogenése pr écoce, 1’'un de s de ux chromosomes X est i nactivé de f agon
irréversible chez la femelle par une méthylation importante au niveau des ilots CpG, de fagon
a obtenir un dosage-génique identique entre male et femelle (pour revue, Heard, 2004).

La méthylation de 1’ADN joue également un role important de protection contre les
parasites 1 ntra-génomiques t els que | es r étrovirus endo genes et 1 es r étrotransposons; | es
transgenes sont en effet rendus i nactifs par une méthylation importante au niveau de leur

région promotrice (Walsh et al., 1998; Mutskov et Felsenfeld, 2004).

b) Les modifications des histones

Les histones de 1a particule cceur de s nuc Iéosomes sont la cible d’ une m ultitude de
modifications pos t-traductionnelles qui ¢ ontrélent une g rande variété de pr ocessus
physiologiques. Ces m odifications s ont | ocalisées pr incipalement s ur 1 es r égions am ino-
terminales flexibles des histones mais peuvent également se retrouver dans certains cas sur le

domaine « histone-fold » central et les régions carboxy-terminales (Hyland et al., 2005).
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1. Les différents types de modifications des histones et leur effet sur la transcription

A I’heure actuelle, neuf types de modifications covalentes distinctes ont été identifi¢es
et répertoriées au niveau de résidus spécifiques des histones : I’acétylation (ac), la méthylation
(me), 1’ubiquitination (ub), la SUMOylation (su) et la biotinylation (bio) des résidus 1ysines
(K); la méthylation, la citrullination (cit) et I’ADP-ribosylation (ar) des résidus arginines (R);
I’ ADP-ribosylation de 1’acide glutamique (E); la phosphorylation (ph) des résidus sérines (S)
et thréonine (T) et la cis-trans isomérisation (iso) des prolines (P) (pour re vues, Kouzarides,
2007; Latham et Dent, 2007) (figure 7). De plus, des approches récentes utilisant la technique
de spectrométrie de masse ne cessent d’accroitre 1’identification de nouvelles modifications
(Garcia et al., 2007). Les résidus | ysines et ar ginines s ont d” un intérét pa rticulier car ils
peuvent ét re s ujets a di fférents t ypes d e m odifications et de grés de m éthylation, ce qui
augmente d’a utant pl us I es pos sibilités de ¢ ombinaisons pouv ant ¢ onduire a une ré ponse

biologique spécifique (Strahl et Alis, 2000; Turner, 2000).
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Figure 7 : Les principales modifications post-traductionnelles connues des histones.
Toutes 1 es modifications s ont t rouvées ¢ hez les mammiféres s auf 1’isomérisation d es prolines sur H3 etla
SUMOylation sur H4 qui sont trouvées chez S. cerevisiae. Les modifications sont mutuellement exclusives sur

un méme résidu.

Le dé veloppement r écent de 1 at echnique d” immunoprécipitation de 1 a chr omatine

(ChIP) (Orlando et Paro, 1993) a permis d’étudier la dynamique de ces modifications dans le
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génome. Il a ainsi pu étre mis en évidence que ces modifications peuvent étre associées aussi
bien al ’activation qu’al ar épression de | ’expression de s g eénes, dé finissant des ét ats
spécifiques de la chromatine qui donnent lieu a des réponses biologiques variées (prolifération

cellulaire, différenciation cellulaire) (Kouzarides, 2007; Latham et Dent, 2007).

4+ L’acétylation des histones

L’acétylation des hi stones au niveau des r ésidus I ysines es t as soci¢e d” une f agcon
générale a la formation d’une structure chromatinienne plus relachée qui favorise I’activation
de la transcription (Allfrey et al., 1964, Hebbes et al., 1988) en facilitant notamment 1’acces
des facteurs de transcription au niveau de | eurs s équences r égulatrices cibles (Lee et al .,
1993). Des analyses globales a 1’échelle du génome, réalisées a la fois chez la drosophile, la
souris et I’homme, en utilisant la technique de ChIP et de DNA microarray, ont montré que
cette m odification est particulicrement enrichie au niveau des r égions pr omotrices et de s
séquences codantes des genes (Schiibeler et al., 2004; Bernstein et al., 2005) (figure 8). Cette
modification joue un role important dans la progression du cycle cellulaire, la recombinaison
et la réparation de I’ADN ainsi qu’au cours de 1’apoptose et du dé veloppement (pour revue,
Carrozza et al., 2003). L’acétylation de la lysine 56 de I’histone H3 est par exemple impliquée
dans la réparation, la préservation de la stabilité du génome ainsi que dans la réplication de
I’ADN (Maas et al., 2006; Han et al., 2007). D’autre part, il a été montré que 1’acétylation de
la lysine 8 de I’histone H4 (acH4KS) intervient dans la réplication et I’initiation de la phase S
du cycle cellulaire (Doyon et al., 2006), et que 1’acétylation de la lysine 16 de I’histone H4
(acH4K16) joue un rdle au cours du cycle cellulaire dans la décondensation de la chromatine

(Shogren-Knaak et al., 2006) (tableau 3).

4+ La méthylation des histones

La méthylation des histones joue un réle plus complexe car elle est souvent associée a
une répression de la transcription (méthylation de K9 et K27 de I’histone H3 et de K20 de
I’histone H4) (pour revue, Martin et Zang, 2005), mais peut également étre associée a un état
transcriptionnellement actif de la chromatine (méthylation de K4, K36, K79, R2, R17 et R23
de I’histone H3 et de R3 de 1’histone H4) (pour re vues, Jenuwein et Allis, 2001; Lacoste et
Cote, 2003). La méthylation de la lysine 9 de 1’histone H3 par des histones méthyltransférases
favorise en général la formation d‘une structure chromatinienne condensée, donc inactive, en

stimulant par exemple 1’activité des ADN méthyltransférases (Smallwood et al., 2007). Mais
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la di- et triméthylation de H3K9 a ¢ galement été observée au niveau de genes activement
transcrits dans des cellules de mammiferes (Vakoc et al., 2005), suggérant ainsi que 1’effet de
cette modification peut dépendre de sa position sur le géne (région promotrice ou codante) ou
de son association avec une autre modification.

Les marques de diméthylation de H3K9, triméthylation de H3K27 et triméthylation de
H4K20 sont retrouvées au niveau des genes soumis a 1 ’empreinte parentale (Fournier et al.,
2002; Delaval et al., 2007) et servent au maintien de I’inactivation du chromosome X (Fang et
al., 2004). La méthylation de la lysine 20 de | histone H4 est également impliquée dans la
progression du cycle cellulaire et la réparation de I’ADN (Martin et Zang, 2005) (tableau 3).

Les études génomiques ont montré une évolution du degré de méthylation de H3K4 le
long de la phase codante des génes : triméthylation au niveau du T'SS, diméthylation dans la
région transcrite et monométhylation a la fin de la phase c odante, suggérant un rél e de la
méthylation de la lysine 4 de I’histone H3 dans ’activation de la transcription (figure 8).

La méthylation des arginines est, quant a elle, retrouvée principalement au niveau des
génes activement transcrits (pour revue, Lee et al., 2005). Cette modification peut apparaitre
de fagon transitoire et cy clique au cours de 1’activation transcriptionnelle i nduite par I es

récepteurs aux cestrogenes (Métivier et al., 2003).

+ La phosphorylation des histones

La phosphorylation des histones est importante pour 1’activation de la transcription, la
réparation, la progression du cycle cellulaire et 1’apoptose. L’une des modifications la mieux
caractérisée est la phosphorylation de la sérine 10 de I’histone H3, qui est associée a un e
activation de la transcription aussi bien chez la levure que chez les mammiferes (Chadee et
al., 1999; Nowak et Corces, 2000; Lo et al., 2001). Cette phosphorylation de la sérine 10 de
I’histone H3 par la kinase Aurora B est aussi corrélée a 1a condensation de la chromatine au
cours de la mitose (Cheunget al., 2000 ; Fischleetal., 2005). C* estaussi le caspourl a
phosphorylation de la sérine 28 de 1’histone H3 (Hans et Dimitrov, 2001) et de la thréonine 3
de I’histone H3 qui est nécessaire pour 1’alignement des chromosomes en métaphase (Dai et
al., 2005). La phosphorylation de la thréonine 11 de I’histone H3 est également associée a une
activation de la transcription en étant induite au cours de 1’activation des genes dépendants
des récepteurs aux androgenes (Metzger et al., 2008). Cette modification intervient aussi au
cours de la réparation, car la thréonine 11 est déphosphorylée au niveau des dommages de

I’ADN (Shimada et al., 2008). L a phosphorylation est enfin aussi impliquée dans I’apoptose
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car la phosphorylation de la sérine 10 de 1’histone H2B chez la levure et de la sérine 14 de
I’histone H 2B che z 1 es m ammiféres es t pa r exe mple 1 mportante pour 1 ’induction de ce

processus (Cheung et al., 2003; Ahn et al., 2006).

Effet des
— — . modifications sur
la transcription
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Figure 8 : Distribution des modifications des histones le long des génes et leurs roles dans I’activation ou la
répression de la transcription.

La distribution des modifications des histones a I’échelle du génome est représentée le long d’un géne arbitraire
par rapport a la région promotrice (région intergénique en 5°), la région transcrite et la région intergénique en 3.
Pour les modifications représentées par des rectangles, les données sont basées sur un nombre limité d’ études

(d’apres Li et al., 2007a).

%+ [’ubiquitination des histones

L’ubiquitination des histones intervient principalement au cours de la transcription, de
lar éparation etde la condensation del a chromatine ( tableau 3). A uni veaude I a
transcription, cette m odification peutj ouer un role bi valent. Ainsi, 1’ubiquitination dela
lysine 119 de 1’histone H2A chez 1’homme est associée a une répression de la transcription
(Wang et al., 2006) et a une inhibition de la phase d’élongation par I’ARN pol II (Zhou et al.,

2008), alors que I’ubiquitination de la lysine 120 de 1’histone H2B chez I’homme et la levure
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est as sociée a une activation de la transcription (Zhu etal., 2005). Lors de 1a r éparation,
I’ubiquitination est aussi induite sur les histones H3 et H4 au niveau des dommages de ’ADN

causés par les UV et constitue un signal pour le recrutement de la protéine de réparation XPC

(Wang et al., 20006).

Mo O Résidus modifiés Rol dans Fonctions régulées
covalentes la transcription
H3 9, 14,18,23) Activation Transcription,
Acétylation R Réparation
H4 G, 8,13, 16 Activat 2
Lysine (K) 6, 8,13, 16) ctivation Réplication,
H2A, H2B Activation Condensation
Phosphorylation H3 3, 10,11,28) Activation Transcription,
Sérine/Thréonine Réparation,
(ph S/T) H2A, H2B Activation Condensation
Méthylation H3 @2,17,23) Activation
e Transcription
Arginine (R) H4 @) Activation
H3 @, 36,79) Activation
Méthylation a : Transcription,
Lysine (K) H3 (9, 27) Répression Reéparation,
H4 20) Répression
Ubiquitination H2A (119) Répression Tra,nscrlp_tlon,
Bine ) ) Réparation,
y H2B (120) Activation Condensation
ADP-ribosylation H1 Activation Transcription,
Ac. Glut/Arginine Réparation,
(E/R) H2B Activation Réplicaﬁon,
Sumoylation H2A (126) Répression
. Transcription
Lysine (K) H2B 6, 7) Répression
Citrullination , . oI
Arginine (R) H3, H4 Répression Transcription
s . . Transcription,
BIIJOtsliI:l);la(tIl(o)n H3, H4, H2A Répression Réparation,
¥ Condensation
Isomérisation Activation/
. H3 30-38 Transcription
Proline (P) ¢ ) Répression P

Tableau 3 : Les différents types de modifications covalentes des histones et leur(s) principale(s) fonction(s)

associé(es). (d’aprés Kouzarides, 2007).

+ L’ADP-ribosylation

Cette m odification consiste enunt ransfert d’un ou de plusieurs groupements ADP-
riboses sur des substrats protéiques, réalisé respectivement par des enzymes a activité mono-
ADP-ribosyltransférases (M ART) ou pol y-ADP-ribosyltransférases (P ARP). Ils peuvent étre
¢liminés par 1 ’enzyme poly(ADP-ribose) g lycohydrolase (B oulikas, 1990; e t p our re vue,
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Hassa et al., 2006). L’ADP-ribosylation est retrouvée principalement sur les résidus acides
glutamiques (E) des histones H1 et H2B ou encore sur 1’arginine R33 de 1’histone H1 (Hassa
etal., 2006) et elle est souvent associée a une activation de la transcription. Mais L’ADP-
ribosylation des histones semble aussi étre importante lors de la réplication, la réparation, la

recombinaison ainsi qu’au cours de 1’apoptose (Hassa et al., 2006).

+ Les autres modifications des histones

D’autres m odifications post-traductionnnelles de s hi stones ont ét € ¢ aractérisées et
jouent un réle au cours de la transcription :

-La SUMOylation des lysines peut avoir lieu sur les quatre histones de la particule cceur

et c onsiste e n1 ’ajout d 'un g roupement d’e nviron 12 kD a,1 a protéine S UMO ( Small
Ubiquitin-like Modifier), par une enzyme a activit¢ SUMO-ligase (Nathan et al., 2006). Cette
modification est impliquée dans la répression transcriptionelle chez I’homme et la formation
d’une structure condensée de l1a chromatine chez la levure Schizosaccharomyces pombe, en
exercant un effet antagoniste s ur 1 ’acétylation ou I’ubiquitination du méme r ésidu lysine

modifié (Shiio et Eisenman, 2003; Shin et al., 2005).

-La bi otinylation des I ysines pe ut av oir lieu sur |l es hi stones H 3, H4, et H2B; el le

consiste en 1’addition d’un g roupement biotine, connu aussi sous le nom de vitamine H ou
vitamine B7, par des enzymes appelées biotinidases (pour re vue, Hassan et Zempleni, 2006).
Cette modification est associée a une répression transcriptionnelle, car la biotinylation de la
lysine 12 de I’histone H4 par exemple s’oppose a 1’acétylation du méme résidu et est enrichie

au niveau de structures chromatiniennes condensées inactives (Camporeale et al., 2007).

-La ci trullination est une r éaction de d éimination qui conv ertit de s ar ginines en

citrullines au niveau des histones H3 et H4, réalisée p ar 1a pe ptidyl ar ginine de iminase 4
(PADI4) chez I’homme (Cuthbert et al., 2004). Cette modification a un effet antagoniste a la
méthylation des arginines et est ainsi associée a une répression de la transcription (Cuthbert et

al., 2004; Wang et al., 2004).

-L’isomérisation des prolines est un changement de conformation des prolines de 1a

forme cis alaforme trans et vice ve rsa, quicr éeune d istorsion sévere de 1 a ch aine
polypeptidique. Chez la levure S. cerevisiae, 1’isomérisation de la proline 38 de 1’histone H3
provoque par exemple un changement de conformation du résidu adjacent et une inhibition de

la méthylation de la lysine 36 de I’histone H3 (Nelson et al., 2006). Cette modification des
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prolines régule ainsi la transcription et le degré de compaction de la chromatine en modulant

les interactions ADN-histones et le niveau de méthylation de la lysine 36 de I’histone H3.

1i. L’interdépendance des modifications des histones

L’¢étude des modifications post-traductionnelles des histones a permis d’établir de fagon
claire que le type de modification, la nature et la position du résidu modifié ainsi que le degré
de modification (mono-, di- ou tri- méthylé par exemple) jouent un role fondamental sur la
transcription etl e de gré de com paction de | a chr omatine. De pl us, d es a pproches par
spectrométrie de masse ont montré que plusieurs modifications spécifiques peuvent apparaitre
de fagon simultanée, permettant d’ envisager pl usieurs m illiers de com binaisons pour une
méme pr otéine histone (Cheung et al., 2000b; Zhang et al., 2002). D e nom breuses € tudes
suggerent ai nsi que 1 es m odifications de s hi stones pe uvent s ’influencer e ntre el les
positivement ou négativement ou « dialoguer » avec d’autres modifications, soit en cis sur la
méme h istone, ou en frans avec de s m odifications présentes s ur une a utre hi stone (pour

revues, Margueron et al., 2005; Latham et Dent, 2007).

+ Exemples de régulation en cis

L’exclusion mutuelle de deux modifications di fférentes sur un méme acide aminé tel
que 1 a méthylation et | ’acétylation de lalysine 9 del  histone H3 estun cas d’influence
négative bien c onnu (Turner, 2005). U n autre exemple de régulation en cis bien caractérisé
concerne la phosphorylation de la sérine 10 de I’histone H3; elle favorise 1’acétylation de la
lysine 14 de 1’histone H3 au niveau de régions promotrices s pécifiques aussi bien chez la
levure que chez 1 es mammiféres ( Cheunget al ., 2000b; Lo etal., 2000) etinhibel a
méthylation de la lysine 9 de I’histone H3 (Fischle et al., 2005). La triméthylation de la lysine
9 de I’histone H3, associée a la répression transcriptionnelle et la triméthylation de la lysine 4
de I ’histone H 3, associée al ’activation, sontég alement de ux marques m utuellement
exclusives (Nishioka et al., 2002; Vakoc et al., 2005) (figure 9). De nombreuses régulations
en cis sont aussi observées au niveau de I histone H4 : par exemple 1a triméthylation de la
lysine 20 qui a une ffet antagoniste surl ’acétylation del ’histone H 4 et, vice v ersa,
I’hyperacétylation de 1’histone H4 qui empéche la triméthylation de la lysine 20 (Nishioka et
al., 2002; Sarg et al., 2004).
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Figure 9 : Exemples d’interdépendances des modifications des histones en cis.

L’astérisque indique que la modification a lieu chez S. cerevisiae.

+ Exemples de régulation en trans

Plusieurs études ont également montré que des modifications présentes sur une histone
peuvent exercer un e ffet sur des modifications présentes sur une autre histone. L’exemple le
mieux caractérisé est celui de la mono-ubiquitination de la lysine 123 de I’histone H2B chez
la levure, qui est requise pour la méthylation des lysines 4 et 79 de I’histone H3 au cours de
I’activation de la transcription (Ng et al., 2002; Sun et Allis, 2002). Cette régulation en trans
est aussi conservée chez 1’homme (mono-ubiquitination de la lysine 120 de 1’histone H2B)
(pour revues, Shilatifard, 2006; Latham et Dent, 2007). D’autres études permettent également
d’envisager un lien fonctionnel entre | a m éthylation delalysine 9 del histone H3 etla
méthylation de la lysine 20 de I’histone H4 pour or ganiser 1 a structure ¢ ondensée de la

chromatine (Sims et al., 2006) (figure 10).
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Figure 10 : Exemples d’interdépendances des modifications des histones en trans.
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¢) Les enzymes de modification des histones

De nombreux enzymes, capables de mettre en place ou d’enlever des modifications des
histones au niveau de sites spécifiques, sont actuellement bien caractérisées. Nous porterons
notre attention plus particulierement sur les enzymes qui régulent les niveaux d’acétylation et
de m éthylation des histones. Ainsi les gr oupements a cétyles s ont greffés par des Histones
AcétylTransférases (HAT) et éliminés par des Histones DéACétylases (HDAC) alors que les
groupements m éthyles sont mis en place par des Histones MéthylTransférases (HMT) et

¢liminés par des Histones Déméthylases (HDM).

1. Les histones acétyltransférases (HAT)

Les HAT catalysent | e t ransfert d’ un groupement a cétyle (CH3-CO-) a partir d’un
cofacteur, 1’acétyl-coenzyme A (Acétyl-CoA); ceci se fait au niveau des régions g-amines de
résidus lysines spécifiques (Roth et al., 2001). L’acétylation a pour effet d’enlever une charge
positive des lysines, ce qui diminue 1’affinité des histones pour I’ADN chargé né gativement
(Wolffe et Pruss, 1996). La chromatine adopte alors une structure plus relachée qui facilite

I’acces de I’ADN aux facteurs de transcription (figure 11).

Ac Figure 11 : L’acétylation
— Ac {::: 0 dela lysine n eutralise la
St ' o Ac charge p ositive et induit la
\\b{ f décompactiond el a
Ac chromatine. AcCoA :
CH, Acétyl coenzyme A. (adapté

NH, o=, de Wolffe et Pruss, 1996).
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Les HAT ont ét ¢ r egroupées ph ylogénétiquement en plusieurs cl asses qui di fferent
beaucoup en séquence et présentent des affinités distinctes pour des lysines spécifiques (pour
revues, M armorstein, 2001; B erndsen et D enu, 2008). O n re trouve a insi t rois fa milles

principales : 1a famille GNAT/PCAF ( Gen5-N-AcetylTransferase-related), la famille MYST
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(MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2, Tip60) et la famille p300/CBP (CREB Binding Protein) (Sterner et
Berger, 2000; Allis et al., 2007; Hodawadekar et Marmorstein, 2007) (Tableau 4).

Les protéines de la famille GNAT/PCAF sont des coactivateurs, qui possédent plusieurs
domaines fonc tionnels dont un dom aine H AT bi en ¢ onservé e t un brom odomaine qu i

reconnait spécifiquement les lysines acétylées (Dhalluin et al., 1999; Ornaghi et al., 1999).

La famille MYST est plus grande que la famille GNAT et plus diverse. La plupart des
protéines de cette famille possédent en effet un chromodomaine, mais d’autres membres sont
caractérisés par l a pr ésence d’ un dom aine P HD ( Plant HomeoDomain) ou e ncore p ar la
présence de motifs en doigt de zinc (pour revue, Yang, 2004). Les membres de cette famille
interviennent dans une grande variété de fonctions biologiques telles que 1’extinction-génique
(Reifnyder et al., 1996), la régulation du cycle cellulaire chez la levure (Clarke et al., 1999), la
régulation de la transcription et la réparation de I’ADN (pour revue, Utley et Cote, 2003), ou
encore | e dé veloppement de certains c ancers tels que 1a l eucémie m yéloide chez 1 ’homme

(Borrow et al., 1996).

Les prot ¢éines de 1 a fa mille p300/ CBP s ont de s ré gulateurs pl us globauxd el a
transcription, capables d’ acétyler aus si bien des pr otéines hi stones que non -histones; c es
protéines contiennent un domaine HAT, un bromodomaine et trois motifs riches en cystéines

et histidines leur permettant d’interagir avec d’autres protéines.

Famille Enzyme Organisme CO e N, Substrat Fonction
protéiques associés
Gens DeS. cerevisiae SAGA, ATAC, H3-K9, 14,18,36 Coactivat
GNAT/ ot a Phomme TFTC H2B oactivateut
PCAF
PCAF Homme STAGA H3-K14 Coactivateur
. S. cerevisiael NuA4, Coactivateur, réparation de
LY e Homme Piccolo NuA4 H4-K5, 8,12,16 I’ADN, cycle cellulaire
Sas2/MOF S. cerevisiael SAS HAK16 Reprgssmn/
Homme Compensationde dosage
MYST .
Sas3 S. cerevisiae NuA3 H3-K14, 23 Répression
MOZ Homme MOZ H3-K14 Coactivateur
HBO1 Homme HBO1 H3/H4 Réplication de ’ADN
CBP/ CBP, p300, Du vera nombreux Hjlﬁf:sz%gggl::’ Coactivateur, réplication et
p300 Rtt109 I’homme P réparation de PADN
non-histones

Tableau 4 : L es fonctions e t spécificités de s ubstrats de s di fférentes familles de H AT. (pour r evues,

Marmorstein, 2001; Berndsen et Denu, 2008).
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1.  Les histones déacétylases (HDAC)

Les H DAC interviennent es sentiellement da ns1 ar épression transcriptionnelle et
peuvent €t re c lassifiées che z 1 es m ammiferes en quatre f amilles, qui di fferent pa r 1 eurs
structures, leurs f onctions enz ymatiques, leurl ocalisation subcellulaire et leurs pr ofils

d’expression (pour revues, Haberland et al., 2009; Witt et al., 2009).

La classe I contient de s e nzymes (HDACI, 2,3 e t8) qu isont exprimées de facon
ubiquitaire et quiont un el ocalisation presque exc lusivement nu cléaire. Les HDACI1 et
HDAC?2 de cette famille sont les mieux caractérisées. Ils exercent souvent leur activité au sein
de com plexes r épresseurs m ultiprotéiques t els que 1 es com plexes S in3, Mi2/NuRD
(Nucleosome Remodeling and Deacetylating), COREST (CoREpreSsor element Transcription
factor) et PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2) (Yang et Seto, 2003). HDAC3 quant a elle
est retrouvée au sein des complexes répresseurs SMRT (Silencing Mediator for Retinoic acid

and Thyroid hormone receptors) et N-CoR1 (Nuclear receptor CORepressor 1).

La classe II contient les enzymes apparentées a la protéine HDAT1 de levure (HDAC4, 5,
6, 7,9 et 10) et sont localisées aussi bien dans le cytoplasme que dans le noyau. Ces enzymes
ont souvent des profils d’expression assez restreints (dans le muscle, le cceur, le cerveau par
exemple), suggérant qu’elles exercent des roles plus spécifiques au cours de la différenciation

cellulaire et du développement (Buggy et al., 2000; Galasinski et al., 2002).

La classe IIT a été découverte plus récemment et contient les homologues de la protéine
Sir2 de la levure. Les enzymes de cette classe ont la particularité¢ de nécessiter du NAD+
(Nicotinamide Adénine Dinucléotide) comme coenzyme pour déacétyler les histones (Imai et
al., 2000). Che z 1 ’homme, on re trouve a ctuellement s ept prot éines S ir2 encore appe lées
SIRTuines (SIRT1 a SIRT7) qui jouent un réle dans divers phénomeénes tels que la réparation
de I’ADN, le cycle cellulaire, le m étabolisme, la tumorigénése ou encore le vieillissement

(pour revue, Yamamoto et al., 2007).

La classe IV comprend actuellement un seul membre, 1’histone dé acétylase HDACI11
qui présente certaines homologies avec les enzymes de la classe I et II, mais sa fonction n’est

pas encore bien déterminée (Liu et al., 2008).
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iii.  Les histones méthyltransférases (HMT)

Les HMT sont des enzymes qui catalysent le transfert d’un groupement méthyle
(-CH3), a partir d’'une m olécule donne use, 1 e c ofacteur S AM ( S-Adenosyl-Methionine ou
AdoMet), vers un résidu lysine ou arginine. Les arginines peuvent étre mono- et di-méthylées
par des PRMT (Protein aRginine MethylTransferase) alors que les lysines peuvent étre mono,
di-, et tri-méthylées par des protéines contenant un domaine SET (Su(var)3-9, Enhancer of
zest, Trithorax) ainsi que par la protéine DotlL (Disrupter Of Telomere silencing protein -

Like) (pour revue, Zhang et Reinberg, 2001) (figure 12).

B CH3
|
HaC — N NHo*
#
N ‘Ic/
fiIH
e CHa A (CHz)3
I ) |
HaN NHo* HN NHo* q\\'ﬁ‘ + /C\
N NZ ° Hall” “Ncoo-
| PRMT (type | and II) | Di-méthylation as ymétrique
NH > NH - L
| | 944,*
(CHz)3 (CHa)3 B
AdoMet  AdoHcy & Y HN NH*
Ny
Hall 7 “coo- Hal” Scoo- ¢
Arginine Mono-méthylation NH
|
(<|3H213
c
Hgﬁ 7 Necoo-
@ Di-méthylation symétrique
CH
H H CHa. H CHs CH3 3
N/ N/ N 7 |
i $> ket é{) il — -
I | | I
(CHa)4 (CHa)4 (CHp)4 (CHa)4
| N | 7N /N
c AdoMet  AdoHcy c AdoMet  AdoHcy c AdoMet  AdoHcy c
+ /0N N - + /0N
HaN coo~ HaN CoOo~ HaN COo0~ HaN COO~
Lysine Mono-méthylation Di-méthylation Tri-méthylation

Figure 12 : La méthylation des arginines par les PRMT de typel et II (A) et les niveaux de méthylation
des lysines (B). (d’aprés Zhang et Reinberg, 2001).

Les HMT spécifiques des lysines ont été classées en plusieurs familles en fonction de
similarités de séquences a I’intérieur du domaine SET et de leurs propriétés structurales (pour
revue, Volkel et Angrand, 2007). Ce s protéines ont souvent des spécificités de substrat bien
déterminées et sont impliquées généralement dans la régulation transcriptionnelle ou dans la

réponse aux dommages de 1’ADN (pour re vues, M argueron et al., 2005; M artin et Zhang,
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2005). Les enzymes impliquées dans la méthylation des lysines 4, 36 et 79 de I histone H3
(associées a | ’activation transcriptionnelle), ainsi que celles impliquées dans 1a méthylation
des lysines 9 et 27 de I’histone H3 et de la lysine 20 de I’histone H4 (associées a la répression
transcriptionnelle) sont actuellement les mieux caractérisées (Lachner et Jenuwein, 2002). On
peut citer par exemple les protéines a domaine SET de la famille SUV39 (SUV39H1/2, G9a,
EUMTI1, SETDBI1/2 (SET Domain Bifurcated 1/2) et SETMAR (SET domain and MARiner
transposase f usion gene-containing pr otein) qui ciblent s pécifiquement 1 al ysine 9 de
I’histone H3, excepté G9a qui parvient aussi a méthyler la lysine 27 de I’histone H3 in vitro
(Tachibana et al., 2001). On connait aussi les protéines de la famille EZH (Enhancer of Zest
Homologues), EZH1 et EZH2 quir épriment |l a t ranscription en ciblant s pécifiquement | a
lysine 27 de 1’histone H3 (Kuzmichev et al., 2004), tout comme les protéines SUV4-H20 qui
ciblent la lysine 20 de 1’histone H4 (Schotta et al., 2004). La protéine Dotl1L, dépourvue de
domaine S ET, pe rmetp ar contre un e a ctivation de

lat ranscriptionen méthylant

spécifiquement la lysine 79 de I’histone H3 (Feng et al., 2002) (tableau 5).

Substrat Fonctions associées
S. cerevisiae Drosophile Homme
Trithorax, SETI1, MLL, SET7/SET9, ASHIL, o .
H3K4 Setl ASHI SMYD3, PRDM9, SETMAR Activation transcriptionnelle
Répression transcriptionnelle
Su(var)3-9, SUV39H1/2, EHMT1/2, SETDBI, . 1 re L
H3K9 Clr4 ASHI ASHIL, ESET, G9a, GLP, RIZ, fc.)rmaFlonhdel hétérochromatine,
inactivation du ciromosome X
H3K27 EQ) EZH1/2, EHMT2 Répression, inactivation du
chromosome X
H3K36 Set2 NSD1, SETD2/HYPB, SETMAR Elongation deh transcription
H3K79 Dotl DOTIL Activation transcriptionnelle
Su(var)4-20, SUV4-20H1/2, SET8, NSD1, Répression, formation de
Hgg0 S ASH1 ASHI1L I’hétérochromatine

Tableau S : Exemples d’ histone-lysine-méthyltransférases avec leurs spécificités de substrats et quelques

fonctions associées. (pour revues, Martin et Zhang, 2005; Volkel et Angrand, 2007).

Les protéines PRMT capables de méthyler les résidus ar ginines sont conservées de la
levure a ’homme et actuellement onze PRMT ont été caractérisées chez I’homme (PRMT1 a
11) dont s ept cap ables de m éthyler 1 es hi stones : PRMT1, PRMT4/CARM1 (Coactivator
Associated a Rginine Methyltransferase 1), PRMTS5/IPBI1 (Janus Kinase-Binding protein-1),
PRMT6, PRMT7, PRMT8 et PRMT9 (pour re vue, Pal et Sif, 2007). Ce s enzymes ont &té

regroupées en deux classes di stinctes : 1a cl asse I qui ca talyse 1 a m onométhylation et1a
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diméthylation asymétrique des arginines et la classe II qui catalyse la monométhylation et la
diméthylation symétrique d es ar ginines (Gary et C larke, 1998; M cBride et S ilver, 2001)
(figure 12 ). Ces pr otéines ont de s s pécificités de s ubstrats bi en définies et s ont s ouvent
impliquées d ans 1 ’activation ou la répression de | a t ranscription, mais peuvent ég alement
jouer un rdle au cours de la différenciation, du développement et de la réparation de I’ADN

ainsi qu’au cours de la tumorigénese (Pal et Sif, 2007) (tableau 6).

PRMT Classe | Spécificité de substrat Fonctions associées

Activation transcriptionnelle,

PRMTI 1 H4-R3 réparation de ’ADN

PRMT4/CARMI I H3-R2, R17, R26, R128, | Activation transcriptionnelle, différenciation,

R129, R131, R134 développement, tumorigénese
PRMTS5/JPBI II H3-RS8, H4-R3 Répression transcriptionnelle
Répression transcriptionnelle,
SRLLES I H3-R2 réparation de "TADN
PRMT? I H2A, HAR3 Empreinte pareptale daI}S les cellules
germinales méales
PRMTS I H4 Indéterminées
PRMT9 II H2A, H4 Indéterminées

Tableau 6 : L es hi stone-arginine-méthyltransférases humaines ave c 1 eurs s pécificités d e s ubstrats et

quelques fonctions associées. (pour revue, Pal et Sif, 2007).

1v. Les histones déméthylases (HDM)

La méthylation des histones est une modification réversible qui peut étre enlevée par
plusieurs fa milles de prot éines dé couvertes r écemment ( pour r evues, Volkel et Angrand,
2007; Lanetal., 2008) ( Tableau 7). La premic¢re d éméthylase i dentifiée a été la protéine
LSDI1 (Lysine Specific Demethylase 1) qui déméthyle spécifiquement les lysines 4 et9 de
I’histone H3 lorsqu’elles sont mono- ou di-méthylés; elle le fait par une réaction d’oxydation
qui né cessite de la f'lavine com me cofacteur ( Shiet al., 2004). Une g rande famille d e
déméthylases, la famille KDM (Lysine (K) DeMethylase), c ontenant 1e dom aine Jumonji C
(JmjC) a ensuite été caractérisée; elles sont capables d’enlever les trois états de méthylation
(mono-, di- et tri-méthylation) des lysines a travers une réaction d’oxydation qui nécessite du
fer Fe(Il) et de 1 ’a-cétoglutarate ( aKG) com me cof acteur ( Tsukada e ta l., 2006). Les

arginines m ono-méthylées quant a el les, peuvent €tre converties en citrulline par 1’enzyme
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PADI4 (PeptidylArginine Deiminase 4)( Wanget ., 2004) m ais il a aus si ét ¢ dé couvert
récemment qu’elles peuvent €t re dé méthylées par | ’enzyme J MJID6 contenant 1 e dom aine

JmjC (Chang et al., 2007) (figure 13).

/ Lysines Arginines \
m\ el me

me2
I Cit ~;
K & K K R R Cit
LSD1 PADI4
FAD FADH, : o NH;+CH;
me1i me
K n?ezfmes K |!! R
K K K k
-y _pupe
I oaKG Succinate o 20G Succinate
0, Co, 0, Cco,

Figure 13 : L a déméthylation de s lysines et A rginines. (K :L ysine; R : A rginine; me : mé thyle; C it :

citrulline; FAD : Flavine-Adénine Dinucléotide; aKG : a-cétoglutarate; 20G : 2-oxoglutarate).

Famille Enzyme Substrat

PADI PADI4 H3R2, R8, R17, R26, H4R3
KDM1 LSD1 H3K4me2/1, H3K9me2/1
KDM2 JHDMIA, JHDM1B H3K36me2/1, H3K4me3
KDM3 JIMJD1A,JMJD1B,IMJD1C H3K9me2/1

KDM4 IMJD2A, JMID2B,JMID2C,JMID2D H3K9me2/1, H3K36me3/2

KDMS | JARIDIA,JARID1B,JARIDIC,JARIDID H3K4me3/2
KDMé6 UTX,UTY, JMID3 H3K27me3/2
JMJID6 JIMJD6 H3R2, H4R3

Tableau 7 : Les familles des déméthylases avec leurs spécificités de substrat.

(pour revues, Klose et Zhang, 2007; Lan et al., 2008).
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d) La reconnaissance des modifications des histones

Les m odifications post-traductionnelles des histones pe uvent re mplir 1 eur fonction du
fait de leur seule présence sur les histones, mais également grace a 1’intervention de protéines
intermédiaires capables de reconnaitre et de « lire » les marques épigénétiques présentes sur la
chromatine. Ce s pro téines pos seédent de s domaines s pécifiques capables de reconnaitre de s
modifications bien précises et recrutent d’autres facteurs de régulation de la transcription ou
de remodelage de la chr omatine, qui vont dicter | ’activité t ranscriptionnelle ( pour r evues,

Featherstone, 2002; Martin et Zhang, 2005; Taverna et al., 2007) (figure 14).

Le bromodomaine reconnait | es 1 ysines acét ylées et i1ests ouvent i mpliqué da ns

’activation transcriptionnelle et le remodelage de 1a chromatine ( Dhalluin et al., 1999). Ce
domaine es t r etrouvé da ns de nom breux coactivateurs a activité hi stone a cétyltransférase
(HAT), telles que les protéines de la famille GNAT et de la famille CBP/p300 chez ’homme
(Zeng et Zhou, 2002), mais aussi dans certains corépresseurs transcriptionnnels (par exemple
dans les corépresseurs TIF1) et dans certaines histone méthyltransférases (HMT) telles que

MLL (Mixed Lineage Leukemia protein) chez I’homme (Caldas et al., 1998).

Les chromodomaines des protéines HP1 (Heterochromatin Protein 1) et de la protéine

Polycomb (PC) che z 1 a dr osophile r econnaissent r espectivement les 1 ysines 9 et 27 de

I’histone H3 lorsqu’elles sont méthylées (de préférence triméthylées) (Nielsen et al., 2001a;
Miiller et al., 2002). Ce s protéines impliquées dans la ré pression s ont capables de recruter
d’autres r épresseurs t ravaillant en  synergie pour ét ablir une s tructure chr omatinienne
compacte ( Grewal et J ia, 2007). Chez S. cerevisiae, lapr otéine ac tivatrice C HDI
(Chromodomain Helicase DNA-binding pr otein 1 ) du complexe S AGA ( Spt-Ada-GenS
Acetylase coa ctivator com plex) reconnait par contre la lysine 4 méthylée de 1 histone H 3,
associée a 1’activation transcriptionnelle grace a la présence de deux chromodomaines (Pray-

Grant et al, 2005).

Le domaine Tudor est capable de reconnaitre les arginines méthylées a 1a surface des

histones ( Kim et al., 2006) m ais ég alement 1 es | ysines m éthylées : 1 ¢ dom aine T udor de
pS3BP1 (p53 Binding Protein 1) reconnait par exemple la lysine 79 méthylée de 1’histone H3
chez 1 es m ammiféres ( Huyen et al ., 2004) al ors que cel ui de 1a d éméthylase ] MID2A
reconnait la lysine 4 méthylée de 1’histone H3 et la lysine 20 de 1’histone H4 (Huang et al.,
20006).
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Les répétitions WD40 de ’activateur transcriptionnel WDRS (WD40 Repeat protein 5)

sont des motifs qui reconnaissent 1’arginine 2 et la lysine 4 de 1’histone H3 lorsqu’elles sont

méthylées (Wysocka et al., 2005; Couture et al., 20006).

Le domaine en doigt de zinc de type PHD est un motif de reconnaissance des lysines

méthylées. Ce domaine peut aussi bien étre impliqué dans 1’activation que dans la répression
des génes en reconnaissant es sentiellement 1 a 1 ysine 4 tri-methylée de | ’histone H 3 mais
¢galement les lysines 9 et 36 tri-méthylées de cette méme histone (pour revue, Taverna et al.,

2007).

Le domaine 14-3-3 de la famille de protéines 14-3-3 reconnait spécifiquement la sérine

10 phosphorylée de 1’histone H3 (Macdonald et al., 2005). Cette famille de protéines joue un
réle i mportant da ns 1 ar égulation del at ransduction du signal, la conde nsation des
chromosomes a insi qu’a u ¢ ours de 1| ’apoptose e n r econnaissant | es s érines et thréonines

phosphorylées grace a ce domaine 14-3-3 (Dougherty et Morrison, 2004; Seet et al., 20006).

domaine Reconnaissance
Bromodomaine Lysines acétylées
Bromodomaine = Tudor H3K4me3, H3K 79me3
H4K20me1/2/3, Rme2
Chromodomaine Rl ),

H3K9me2/3, H3K27me2/3
H3S10ph, H3S28ph

14-3-3

(Sph, Tph)
TIF1B, 53BPI, HP1,CHDI 14-3-3 WDR5 BPTF, Répétition H3K4me2/3, H3R2
CBP/p300  JMID2A  Polycomb ING2 WD40
PHD finger H3K4me0/3, H3K9me3,

H3K36me3

Figure 14 : Existence de domaines protéiques reconnaissant spécifiquement des acides aminés modifiés.

e) Hypothéses sur les mécanismes de régulation de la transcription par les
modifications des histones

1. L’hypothése « électrostatique »

Pendant [ ongtemps, il a été envisagé qu e | es m odifications pos t-traductionnelles de s
histones r égulent ] ’expression des g eénesat raversun mécanisme d’ actionde t ype
« ¢lectrostatique ». Cette hy pothese repose sur 1’idée que des m odifications de c harges au

niveau des hi stones j ouentun role d ansl e r epliement et la cond ensation del a f ibre
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chromatinienne. En effet, [’acétylation des histones par exemple peut réduire les interactions
avec les phosphates de 1’ADN en neutralisant les charges positives des lysines, de facon a
rendre 1’ ADN plus accessible aux facteurs de transcription (Wade et al., 1997; Hong et al .,
1993). La phos phorylation de s hi stones par ¢ ontre, p eut i nduire une d écondensation de la
fibre chromatinienne en ajoutant des charges négatives (Roth et Allis, 1992). M ais certaines
modifications telles que la méthylation des lysines n’affecte pas leur charge et ne jouent ainsi
aucun role dans le remodelage de la chromatine. De plus, le réle de 1a phosphorylation des
histones n’e st pa st oujours re streinta une « ouverture » de 1a chromatine; en ef fet, la
phosphorylation de s s érines 10 et 28 de 1 ’histone H 3 e st par e xemple i mpliquée dans1a
condensation des chromosomes durant la mitose et la méiose (Hendzel et al., 1997; Wei et al.,
1999). La modulation de la structure chromatinienne par la multitude des modifications post-
traductionnelles semble ainsi faire appel a des mécanismes moléculaires bien plus complexes

que de simples neutralisations et/ou changements de charges des histones.

11. L’hypothése du code des histones

L’hypothése du « code des histones » a ensuite été proposée pour expliquer comment
une c ellule e st c apable d’assurer une ré ponse rapide en fon ction de s di fférentes ¢ onditions
environnementales (T urner, 1993; S trahl e t A llis, 2000; J enuwein e t A llis, 2001). Ce tte
hypothese stipule que des combinaisons de m odifications post-traductionnelles des histones
détermineraient de s ét ats s pécifiques de 1 a chr omatine, ets erviraientde s urface de
reconnaissance pour de s pr otéines effectrices s pécifiques, a fin d’a ssurer d es ré ponses
biologiques di stinctes (H enikoff, 2005; Berger, 2007; K ouzarides, 2007). Les n ombreuses
observations d’interdépendance des modifications en cis en en frans sont en accord avec ce
modele; il est par exemple possible d’envisager que les phosphorylations des sérines 10 et 28
de 1 ’histone H 3 ¢ onstituent un s ite de re connaissance pour un fa cteur de transcription
spécifique impliqué dans la condensation et a s égrégation de s c hromosomes. D e plus, de
nombreuses prot éines possedent des domaines spécifiques (brom odomaine, c hromodomaine
par exemple) qui semblent leur permettre de pouvoir « lire » ce code. Cependant ce modéle a
¢galement ses limites car certains sites modifiés, tels que les lysines 4 et 36 de 1’histone H3
pare xemple,s ontre connusa ussi bienpa rde sa ctivateursqu ede sr épresseurs
transcriptionnels, qui induisent ainsi des réponses biologiques différentes (Keogh et al., 2005;

Shi et al., 2006).
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La modulation de la structure de la chromatine est donc un processus plus com plexe
qu’iln’ ypa rait et s emble aus si bi en f aire appe 1 au « code de s hi stones » qu’a de s
changements de charges induites par les modifications des histones, proposés par 1’hypothése

« €lectrostatique ».

2. Les complexes de remodelage de la chromatine

En pl us de s m odifications pos t-traductionnelles de s hi stones, des com plexes de
remodelage de 1 as tructure de la chromatine pa rticipent aussial ar égulation del a
transcription. Ces ¢ omplexes utilisent 1’énergie | ibérée pa r1 "hydrolyse de 1 ’ATP pou r
déplacer, insérer ou restructurer les nucléosomes, de fagon a faciliter ou réduire 1’accessibilité
de I ’ADN a de s fa cteurs de t ranscription, de ré plication ou d e ré paration (po ur re vues,
Mohrmann et Verrijzer, 2005; Saha et al., 2006). I Is sont caractérisés par la présence d’une
sous-unité catalytique A TPase et peuvent étre classés en quatre familles selon la présence
d’autres domaines structuraux caractéristiques : les familles SWI/SNF, ISWI, NuRD/Mi2 et
INO (pour revue, Tsukiyama, 2002) (figure 15).

Famille Complexes Fonctions biologiques
Régulation PolII et Pol III,
S - SWI/SNF, Elongation, Réparation,
Domaine ATPase Bromodomaine JCEEEVEIAC RSC Cycle cellulaire,

wisve () | s Acthvatlon tanscripton

SWI/SNF RéulationPol IL

SNF Drosophile Brahma , cewiation Lol 11, X
Développement, Elongation

Homme SWI/SNF Différenciation,

Domaines Développement, Elongation
Famil . Domaine ATPase X SIIA_N\ T S,H\DE Répression Pol I,
. ISW2 Différenciation,
Développement
ISWI NUREF, Activation transcription,
Chromo- i Drosophile ACF, Assemblage chromatine,
PHD domaine Domaine ATPase CHRAC Espacement nucléosomes,
Famille
NuRD/Mi-2 WCRF, Activation et répression de la
Homme CHRAC, transcription,
RSF Espacement nucléosomes
S. cerevisiae/ Elongation/
i HD1
Famill D,]ilNO ,ﬂ?me ATP& Mi-2/ Drosophile ¢ Activation transcription
amille
Lo I BN W | cup épressi ipt
INO Tl NuRD Répression transcnptlion
Remodelage chromatine
S. cerevisiae INOB80, Activation Pol I,
INO ’ SWRI1 Réparation ADN
Drosophile SWR1 Réparation ADN

Figure 15 : Les quatre principales familles de complexe de remodelage de la chromatine.
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a) La famille SWI/SNF

La famille SWI/SNF (SWitching/Sucrose Non Fermenting) posséde en plus du domaine
ATPase, un bromodomaine impliqué dans la reconnaissance des lysines acétylées (Dhalluin et
al., 1999). 1l existe deux complexes majeurs représentant cette famille, le complexe SWI/SNF
et le complexe RSC (Remodel the Structure of Chromatin), conservés de la levure a I’homme.
Ils agissent es sentiellement comme des coactivateurs de la transcription en réorganisant 1a
structure des nucléosomes pour les rendre plus accessibles aux facteurs de transcription, mais
peuvent également étre impliqués dans la répression de la transcription (Martens et Winston,

2002).

b) La famille ISWI

La famille ISWI (Imitation of SWitch) est caractérisée par une structure contenant en
plus du dom aine A TPase, un dom aine SANT (SWI3, ADA2, N-CoR, TFIIIB) et un domaine
SLIDE impliqués dans la liaison au niveau des queues des histones et au niveau de 1’ADN
« linker » respectivement ( Griine et al., 2003). Les principaux complexes représentant cette
famille sont les complexes NURF (NUcleosome Remodeling Factor), CHRAC ( CHromatin
Remodeling and Assembly Complex) et A CF ( ATP-utilizing Chromatin r emodeling and
assembly Factor) chez la drosophile, les complexes ISW1 et ISW2 chez S. cerevisiae et les
complexes R SF ( Remodeling and  Spacing Factor)e tW CRF ( Williams s yndrome
transcription factor Chromatin Remodeling Factor) chez 1’homme (Saha et al., 2006). T ous
ces com plexes s ont cap ables de réorganiser ou espacer les nuc Iéosomes et de c hanger l a
conformation des contacts entre | ’ADN et | es hi stones en faisant g lisser par exe mple 1 es
nucléosomes 1 ¢ longde 1 ’ADN ( Loyolae tal.,2003). Ilsi nterviennent a ussi bien da ns
I’activation que la répression de la transcription (Goldmark et al., 2000; B adenhorst et al.,

2002).

¢) La famille Mi-2/CHD

Les complexes de remodelage de 1a famille Mi2/CHD sont souvent impliqués dans la
répression transcriptionnelle. Chez | es m ammiféres pa r ex emple, le complexe N uRD
(Nucleosome Remodeling and hi stone Deacetylation) pos sede a 1 af ois1 ’activité de
remodelage de 1a chr omatine ( grace al a s ous uni t¢ A TPase M i-23) et 1’activité hi stone

déacétylase (HDACI et HDAC?2), généralement associée a la répression (Xue et al., 1998).
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Des interactions ent re 1 a s ous-unité A TPase M i-2 e t de s ré presseurs s équence-spécifiques
comme Ikaros (Kim et al., 1999) ou le co-répresseur TIF13 ont été observées (Schultz et al.,
2001), suggérant que le complexe NuRD est activement recruté au niveau des genes qu’ il
réprime. C e complexe est aussi formé de protéines capables d’ interagir avec les ilots CpG
méthylés de 1’ADN et pourrait ainsi participer a la répression médiée par la méthylation de
I’ADN (Zhang et al., 1999; Wade et al., 1999) (figure 16).

De fa ¢con oppos ée, | ’homologue de M i-2 ¢ hez 1 a dros ophile, la pro téine Chdl, e st
localisée principalement au niveau des d omaines actifs des chromosomes polyténes, ce qui
évoque un rol e positif de cette protéine dans la transcription (Stokes et al., 1996). Chezla
levure S. cerevisiae, la protéine Chdl est 1 'unique membre de la famille Mi-2/CHD et est

plutot impliquée dans 1’¢élongation de la transcription (Woodage et al., 1997).

NuRD
-

HDACI HDAC2 d’action du c omplexe

l/ m \ de r emodelage del a

Ag¢ Ag¢ A¢ répresseur> | A¢ A¢ g ’ ’ , Acl sliviourilic - 1,
DO O =@ @ (d’aprés T  yler et

Figure 16 : Modéle

Recrutement par les répresseurs Interaction avec I’ADN méthylée
\ Kadonaga, 1999).
ATP l/
ADP+Pi

acctate ypac) HDAC2

Ac Ac i ! Ac Ac I

Remodelage de la chromatine

|
M

Structure répressive de la chromatine

d) La famille INO

La famille INO se distingue des autres complexes de remodelage de 1a chromatine par
la présence d’un domaine enzymatique A TPase divisé en deux sous-domaines et d 'un motif
DBINO de liaison a I’ADN (T sukiyama, 2002; Bakshi et al., 2004). Chez1a levure, cette
famille est représentée par les complexes INO80 (INOsitol 80) et SWRI1 (SWI2/Snf2 Related
ATPase 1) (pourre vue, B aoe tS hen, 2007). Le c omplexe I NOSO e sti mpliqué da ns

I’activation transcriptionnelle car il est nécessaire a | ’activation du géne /NOI en absence
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d’inositol (Ebbert et al., 1999). Ce complexe est caractérisé par la présence de deux protéines
homologues a I’ADN hélicase bactérienne Ruvb, les protéines Rvb1 et Rvb2; cela lui confére
une activité ADN-hélicase et suggere un role dans 1a réparation des dommages de 1’ADN
(Shen et al., 2000). Le c omplexe S WR1 a une fonc tion particuliére, car il est c apable de
réaliser 1I’échange d’un dimére H2A/H2B contenu dans la chromatine avec un dimére H2A.Z-
H2B (Mizuguchi et al., 2004). Cet échange est dépendant de I’ATP et modifie la structure de

la chromatine en incorporant un variant d’histone.
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III. Organisation nucléaire de la chromatine

1. Les territoires chromosomiques

De nom breuses ¢ tudes réalisées ces d erniéres ann ées ont m isen ¢évidence que
I’organisation spatiale des génomes ainsi que la compartimentation nucléaire constituent aussi

un autre niveau de régulation épigénétique.

a) Description

Le dé veloppement de s techniques de FISH ( Fluorescence In Situ Hybridization) e n
utilisant de s sondes marquées av ec di fférents fluorochromes pour visualiser s imultanément
plusieurs chr omosomes dans une cel lule, a révélé que pe ndant I ’interphase, les di fférents
chromosomes du noy au s ont I ocalisés dans de s e spaces bi en dé finis du noy au, a ppelés
« territoires chr omosomiques » (CT ) (C remer e t Cre mer, 2001; P arada e t M isteli, 2002;
Bolzer et al., 2005). Ce s territoires ¢ ontiennent chacun un ¢ hromosome particulier et s ont
séparés les uns des autres par des « espaces interchromatiniens » (IC), riches en complexes
macromoléculaires qui interviennent au cours de la transcription, réplication, réparation ainsi

qu’au cours de 1’épissage (Cremer et al., 2000) (figure 17).

b) Disposition des chromosomes et des génes dans les territoires chromosomiques

L’organisation des chromosomes les uns par rapport aux autres dans le noyau est encore
controversée. Il s emble né¢ anmoins que la taille de s chr omosomes a un e i nfluence surla
localisation des t erritoires chr omosomiques : 1 es pe tits chr omosomes s ont en effet s itués
généralement au centre du noyau et les grands chromosomes en périphérie (Sun et al., 2000,
et pour r evue, Francastel et al., 2000). Pour de s chr omosomes de t aille s imilaire, la
contenance en genes semble alors étre déterminante pour leur positionnement. Chez I’homme
par exemple, le chromosome 18, pauvre en génes, est retrouvé en périphérie du noyau alors

que le chromosome 19, riche en génes, a une position plus centrale (Croft et al., 1999).
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Figure 17 : Modéle d e 1 ’organisation
nucléaire pendant interphase.

a) De gr andes b oucles co mportant
plusieurs g¢ nes ( rouge) pe  uvent
s’é¢tendre a  Dextérieur du t erritoire
chromosomique j usque dans 1 ’espace
interchromatinien.

b) Enhaut : les ge nes act ifs ( blanc)
sont localisés sur une boucle ¢loignée de
I’hétérochromatine ce ntromérique ( HC)
(orange). En bas : le recrutement de ces
mémes genes (noir) v ers I’ HC indu it
leur répression.

(d’aprés Cremer et Cremer, 2001).

Différentes études ont montré que la position des territoires chromosomiques dans le
noyau ainsi que 1 adi sposition des gé nesal ’intérieur du territoire s ont également
déterminantes pour 1’activité transcriptionnelle (Finlan et al., 2008). Les geénes sont en e ffet
compartimentalisés dans d es régions actives et inactives : l es s équences non cod antes s ont
retrouvées de facon préférentielle a1l ’intérieur e t s ont di stribuées uni formément dansle
territoire chromosomique (Verschure et al., 1999) alors que les génes transcriptionnellement
actifs sont localisés plutdt en périphérie du territoire (Kurz et al., 1996). De plus, des clusters
de geénes transcriptionnellement actifs peuvent étre retrouvés au nivaux de grandes boucles de
chromatine qui s’étendent a 1’extérieur de la surface du territoire chromosomique jusque dans
I’espace interchromatrinien, dans un environnement permissif pour la transcription. Cela a été
observé pa r exe mple pour |e co mplexe m ajeur d” histocompatibilité, dans s on état ac tivé
(Volpi et al., 2000) (figure 17). C’est le cas aussi du cluster de génes Hoxb qui est activé en
méme temps qu’il se relocalise a I’extérieur du territoire chromosomique. L’organisation sub-
nucléaire de ce groupe de génes Hox (HomeOboX) semble ainsi jouer un rdle essentiel pour
leur expression en réponse a un signal de différenciation (Chambeyron et Bickmore, 2004 ;
Sproul et al., 2005) (figure 18). Des changements de position trés importants de certains loci
ont aussi €té observés au cours de la différenciation des lymphocytes T (LT). Le locus CD4
est par exe mple r elocalisé v ers 1 a pé riphérie nuc 1€aire au cours de 1a di fférenciation des
cellules LT double positives CD4'CD8" en cellules CD8", alors qu’il se relocalise vers le

centre du noyau au cours de la différenciation en cellules CD4" (Kim et al., 2004).
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Cette organisation nucléaire a aussi une importance dans le processus d’inactivation du
chromosome X chez les mammiferes femelles : les génes portés par le chromosome X inactif
sont localisés en effet principalement au centre du territoire assigné au chromosome X inactif
alors que les geénes qui échappent a | *inactivation sont plutot relocalisés a | *extérieur de ce

territoire (Chaumeil et al., 2006).

Figure 18 : Relocalisation d es ge nes
Hoxb enr éponsea uns ignal de

différenciation.

Au coursde lad ifférenciation des
cellulesE S induitepa r [D’acide
rétinoique ( AR), lac hromatine du

locus H oxb s e d écondense et le gé ne

Hoxbl1 (bl) est relocalisé a 1’extérieur
du territoire chromosomique (gris).

(modifié de Cremer al., 2006)

ES non différenciée ES différenciée

2. La périphérie nucléaire et les complexes des pores nucléaires (NPC)

La périphérie nucléaire est un c ompartiment dynamique qui prend un pa rt importante
dans la régulation transcriptionnelle. L’enveloppe nucléaire (NE pour Nuclear Envelope) qui
sépare le noyau du c ytoplasme, est com posée d’ une m embrane externe (ONM p our Quter
Nuclear Membrane) e t d’une m embrane i nterne (I NM pour Inner Nuclear Membrane),
accolée a la lamina nucléaire. Des études cytologiques ont montré qu’une grande partie des
régions de chromatine condensée, telles que les téloméres et les centroméres, sont en contact
avec la membrane interne. Les lamines de I’enveloppe nucléaire jouent un role important dans
le controle de 1a structure de la chromatine et de 1’architecture nucléaire et une grande partie
de I’activité transcriptionnelle est régulée au niveau des NPC (pour Nuclear Pore Complex),
insérés dans la membrane nucléaire et impliqués dans les échanges nucléaires (pour revues,

Sexton et al., 2007; Taddei, 2007; Fedorova et Zink, 2008).
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a) La périphérie nucléaire

L’association de s g €nes e uchromatiniens da ns de s ré gions ¢ ondensées de  type
hétérochromatine a la périphérie nucléaire est en général corrélée a une répression des genes.
Chez S. cerevisiae, la formation d’une s tructure chr omatinienne r épressive au niveau des
télomeres et des cas settes silencieuses d e t ype s exuel (locus HMR et HML) né cessite par
exemple une localisation au niveau de la périphérie nucléaire (Gotta et al., 1996; Maillet et al.,
1996). La structure chromatinienne est alors maintenue r épressive au niveau des télomeres
grace a la concentration élevée en protéines répresseurs Sir3 et Sird (pour Silent Information
Regulator) au niveau de 1’enveloppe nucléaire (Andrulis et al., 1998) (figure 19). Des études
réalisées che z1 a dr osophile ont m ontré ¢g alement que 1 a pl upart de s g énes r éprimés
interagissent avec les lamines nucléaires a 1 a périphérie du noyau (Pickersgill et al., 2006).
Cette r elocalisation dy namique de  certains g ¢nes act ifsda nsun  environnement
chromosomique r épressif a aus si €t ¢é observé che z 1a s ouris, dans les | ymphocyte B et T
(Brown et al., 1997; Brown et al., 1999). 1l a été démontré que cette relocalisation est sous le
contrdle de la protéine Ikaros, qui se lie a la fois au promoteur des génes inactivés et a I’ADN
satellite c entromérique et entrainerait de ce f ait 1 e recrutement de ces génes au niveau de
I’hétérochromatine cen tromérique (Cobb et al., 2000). D e facon similaire, il a ¢té observé
qu’au cours du développement de s cel lules ér ythroides, le 1ocus de 1a [-globine hum aine
s’associe au niveau des régions d’ hétérochromatine centromériques 1orsqu’il est réprimé et
s’en dissocie lorsqu’il est activé (Schiibeler et al., 2000). Une localisation préférentielle des
genes a 1’état réprimé a également été observée a la périphérie chez I’homme : ¢’est le cas par
exemple du gene CFTR etde sl ocusadj acents qu is ’associenta 1 ’hétérochromatine

périnucléaire lors de leur répression (Zink et al., 2004).

~ ®  Région Figure 19 : Répression des téloméres a

télomérique

la périphérie du noyau.

Chezl al evure,1 es téloméress ont
Protene maintenus r éprimésa  lapé riphérie
répresseur (Sir 3/4) nucléaire gr ace a la concentration de s
facteurs r épresseurs S ir3 et S ir4 qu i
favorisent I a formation d "une s tructure

chromatinienne répressive.
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Quelques ét udes r écentes, tendenta montrer qu e ¢ ertaines z ones a 1 a pé riphérie
nucléaire pourraient également étre impliquées dans 1’activation de 1a transcription. Chez D.
melanogaster par exemple, cette région semble favoriser une augmentation de 1’expression de
certains genes, notamment les génes impliqués dans la compensation de dosage, présents sur

le chromosome X des males (Akhtar et Gasser, 2007).

b) Les complexes des pores nucléaires (NPC)

Les c omplexes de s pore s nuc léaires (N PC) j ouent a ussi un r6l e i mportant dans1a
régulation de 1’expression des genes, aussi bien chezla levure que la drosophile. Chez la
levure, I’interaction avec les NPC est parfois associée a un état répressif (Galy et al., 2000),
mais elle est le plus souvent corrélée a une activation transcriptionnelle (figure 20). Les génes
GALI, INOI et HXKI delevure s’associentpar exemple avec de s pr otéines de s por es
nucléaires ets ontr elocalisés au ni veau de 1’enveloppe nu cléaire 1 orsqu’ils s ont ac tivés
(Brickner et al., 2004; Taddei et al., 2006). Chez la levure et la drosophile, c ertains génes
fortement expr imés ont aussi €t € r etrouvés as sociés a de s com posants de 1 a machinerie
d’export de s ARN m essagers et avec le complexe S AGA i mpliqué dans 1’ activation de la
transcription au niveau des N PC (Ca solari e ta 1., 2004; Rodri guez-Navarro et al., 2004;
Kurshakova et al ., 2007). D’autres études ont montré aus si que ch ezl es mammiferes, 1 e
chromosome X i nactifes t1 ocalisé¢ p référentiellementau niveaud’ un compartiment
périnucléaire s ilencieux alors que 1e ch romosome X ac tif pour rait ét re as soci¢ av ec un
complexe impliqué dans la compensation de dosage au niveau des NPC (pour re vue, Sexton
etal, 2007). Ce s donné es suggerent que 1a périphérie nuc I¢aire est co mpartimentalisée en
domaines transcriptionnellement actifs et répressifs, et que les NPC permettent de faire le lien

entre ces différentes régions.

Figure 20 : Activation d es gé nes au
niveau d escom plexes despo res
nucléaires (NPC).

Unge ner éprimé pr ovenant ( 1)de
I’intérieur du noyau ou (2) d’une région
inactive ( région t élomérique, en jaune)
peut étre activé en s’associant au niveau
des NPC (en vert).

(d’aprés Taddei, 2007).
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3. L’euchromatine et I’hétérochromatine

Dans 1 es no yaux en interphase d e nom breuses cel lules eucaryotes, la chr omatine s e
présente s ous de ux formes ay ant de s de grés de com paction différents : | ’euchromatine et
I’hétérochromatine (Heitz, 1928). De nombreuses études ont montré que chacune de ces deux
structures chromatiniennes présente des caractéristiques et des fonctions p articuliéres ( pour

revues, Dillon et Festenstein, 2002; Fedorova et Zink, 2008).

a) L’euchromatine

L’euchromatine correspond a de s ré gions de c hromatine d écondensées et facilement
accessibles a la machinerie de transcription; elle est définie comme la partie de la chromatine
transcriptionnellement co mpétente ou activement transcrite qui se réplique précocement au
cours de la phase S du cycle cellulaire (figure 21). L’euchromatine est caractérisée par une
hyperacétylation des résidus 1 ysines des histones H3 et H4 et par une triméthylation de la
lysine 4 de 1 ’histone H 3 (K ouzarides, 2007). Ce s ré gions s ont de pl us riches e n g ¢nes,

fortement exprimés et actifs, et les séquences d’ADN sont trés peu méthylées (tableau 8).

Figure 21 : Deux états de la

chromatine vu een
Euchromatine microscopie é lectronique :

Peuchromatine et I’hétéro-

chromatine.
Hétérochromatine

b) L’hétérochromatine

Aladi fférence de 1’euchromatine, I’hétérochromatine correspond a d es ré gions de
chromatine fortement condensées tout au long du cycle cellulaire, difficilement accessibles a
lam achinerie de transcription  (figure 21 ).Ce sré gionss ont généralement

transcriptionnellement inactives et se répliquent tardivement en phase S. L hétérochromatine
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est caractérisée par une hypoacétylation des histones H3 et H4, une triméthylation de I’histone
H3 sur les lysines 9 et 27 et une triméthylation de 1’histone H4 sur la lysine 20 (K ouzarides,
2007). Ces régions de chromatine sont pauvres en génes codant pour de s protéines et 1’ADN
est m éthylé a uni veau de s di nucléotides CpG (pour re vue, Ri chards e t E Igin, 2002)

(tableau 8). Par ailleurs, différentes études suggerent I’implication de petits ARN non codants
dans 1 ’¢établissement et 1 e m aintien de s tructures hé térochromatiniennes ( Hall et al., 2002;
Maison et al., 2002; K anellopoulou, 20 05). O n di stingue de ux t ypes d’hé térochromatine :
I’hétérochromatine constitutive et 1’hétérochromatine facultative (Brown, 1966; et pour revue,

Grewal et Jia, 2007).

Caractéristiques de la EnchiMatine Hétérochromatine Hétérochromatine
chromatine e constitutive facultative
Méthylation de FADN Hypométhylation Méthylation Méthylation
H3/H4 hyperacétylation H3/H4 hypoacétylation H3K4 hypoacétylation
H3K4me2/3 H3K9me3 H3K9me2
Modification des histones | H3K36me3, H3K79me3 H4K20me3 H3K27me3
H3R2, R17, R26 méthylation H4K20mel
H3 phosphorylation H2AK119ubl
Activateurs Protéines HP1 (HP10o/B) Protéines PcG (PRC1, PRC2)
re Complexes de remodelage Su(var) 3-9 Protéines HP1 (HP1y)
Facteu,r s pf'otelques H3.3, H2A.Z Répresseurs
caracteristiques
Complexes de remodelage
macroH2A
Réplication Précoce Tardive Variable
Bt G Compacte Compacte
Caractensthufes générales Ouverte Au niveau des centromeres et | Sous forme defoci
de la chromatine . 5 Ot s .
télomeres d’hétérochromatine?
R . . Génes réprimés
Transcription S a.CtlfS s Pet1t§ ARN . p ombe{ . ARN (chromosome X
Transcrits non-géniques possible chez les mamiferes) -

Tableau 8:C aractéristiquesg énéralesd el ’euchromatine,l ’hétérochromatine con stitutive et

I’hétérochromatine facultative. (K, Lysine; R, Arginine; PcG, protéines du groupe Polycomb).

1. L’hétérochromatine constitutive

Dans une cellule typique de mammifere, I "hétérochromatine constitutive correspond a
environ 10% du génome. Ce tte fra ctions et rouves ouventa ssociée a uxré gions
péricentromériques et télomériques al a pé riphérie du noyau et du nucléole, quir estent
condensées t out a ul ong duc ycle ¢ ellulaire (pour re vue, M aison et A Imouzni, 2004).
L’hétérochromatine péricentromérique est constituée de séquences d’ ADN répétées riches en
A+T, qui favorisent l1a compaction de I’ADN et la fixation des protéines ( Fitzgerald et al .,

1994). Ces séquences incluent des éléments d’ ADN transposables et des séquences satellites,
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appelées satellites a chez ’homme et satellites majeurs chez la souris (ou satellite y : Pardue
et Gall, 1970; Jones, 1970). Les satellites majeurs sont composés d’unités répétées de 234pb
qui peuvent s ’étendre sur de s distances de 240kb j usqu’a 2000kb ¢ hez 1a souris (Vissel et
Choo, 1989) al ors que 1 es s atellites o sont c omposés d’uni tés ré pétées de 171pb c hez
I’homme (S chueler eta 1.,2001). E n plusde ss équences r épétées, 1’hétérochromatine
constitutive est enrichie en « marques épigénétiques » qui doivent étre stablement transmises
au c ours de s g énérations : 1 es hi stones sont s pécifiquement m éthylées surlalysine 9 de
I’histone H3 et la lysine 20 de 1’histone H4 et on observe un enrichissement en protéines HP1
(Heterochromatin Protein 1; voir chapitre ['V) (tableau 8). L hétérochromatine constitutive
est stable et garde ses propriétés a t ous les stades du développement et dans tous les tissus.
Elle n’ est cep endant plus considérée aujourd’hui com me une région inerte, et peut étre le
siege de genes activement transcrits qui seraient impliqués dans le maintien de la structure

hétérochromatinienne (pour revue, Dimitri et al., 2005).

1. L’hétérochromatine facultative

L’ hétérochromatine facultative, elle, correspond a la fraction de chromatine condensée
qui varie d’un type cellulaire a I’autre et qui se trouve au niveau des genes dont 1’expression
est régulée au cours du développement (Grewal et Jia, 2007). Elle joue un rol e important au
cours de la différenciation cellulaire car elle permet la perte de totipotence et I’acquisition de
fonctions spécialisées pour les cellules en voie de différenciation (pour revue, Surani et al.,
2007). Les régions d’hétérochromatine facultative sont caractérisées par une diméthylation de
la lysine 9 et une triméthylation de la lysine 27 de 1’histone H3 ainsi que la monométhylation
de lalysine 20 de 1 ’histone H 4 (pour revue, T rojer e t Re inberg, 2007) ( tableau 8). Le
chromosome X d es m ammifeéres est un exemple b ien caractérisé d’ hétérochromatine
facultative : chez les individus femelles, un seul des deux chromosomes X est actif, I’autre est
inactivé a un stade précoce du développement, avant I’implantation de 1’embryon et demeure
sous forme d’ hétérochromatine facultative. La m ajorité des genes de ce chr omosome s ont
ainsi maintenus silencieux ce qui permet un niveau d’expression des génes du chromosome X

identique chez les males et les femelles.
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iii. Répression de I’expression des genes par hétérochromatinisation

La pr emiere pr euve de | ’influence du degré de com paction de la chr omatine s ur
I’activité transcriptionnelle des génes provient de 1a découverte du phénomeéne d’ extinction
par effet de position PEV (Position Effect Variegation) chez la drosophile (Muller, 1930). Au
cours du P EV, des génes de 1’euchromatine s e r etrouvent pl acés dans oua proxi mité de
I’hétérochromatine suite a des insertions/translocations chromosomiques et sont réprimés. Des
études g énétiques che z 1 a dr osophile on t pe rmis de m ieux comprendre ce ph énomeéne et
d’identifier 1 es facteurs suppresseurs (Su(var)s) tels que les protéines HP1 et « Enhancer »
(E(var)s) du PEV (pour revues, Weiler et Wakimoto, 1995; Wallrath, 1998). Des drosophiles
mutantes obt enues par i rradiation a ux r ayons X présentent pa r ¢ xemple une e xpression
mosaique du g éne white, responsable normalement de la pi gmentation rouge des yeux. La
répression stochastique du géne white est la conséquence d’une translocation chromosomique
qui place ce geéne, s’exprimant normalement dans un contexte euchromatinen, au voisinage de
régions d’hé térochromatine (Muller, 1930). D ’autres études ont montré que 1’insertion d’un
bloc d’ADN satellite d’hétérochromatine au niveau du géne brown, entraine I’inactivation des
deux alleles du g éne ai nsique 1 eur relocalisation a pr oximité d el ’hétérochromatine
périnucléaire (Csink et Henikoff, 1996; Dernburg et al., 1996). 11 a été démontré aussi chez la
drosophile que de s m utations da nsle gene Su(var)2-5 quic ode pour la pr otéine H P1
(Heterochromatin Protein 1) prov oquent une fort e s uppression du phé nomeéne P EV
(Eissenberg et al., 1990).

Ce phé¢ nomeénede r épressionpa rre crutementdung ¢€nea uni veaude
I’hétérochromatine pé ricentromérique a aus si ¢ té dé critp ar las uited ansdi fférents

organismes, de la levure aux mammiféres (pour revue, Dillon et Festenstein, 2002).

4. Régulation et dynamique du positionnement nucléaire

Les mécanismes moléculaires impliqués dans le ciblage spécifique de genes au niveau
de r égions nuc léaires bien précises, restent ac tuellement en core |l argement m éconnus. Des
découvertes récentes tendent pourtant a d émontrer que les modifications des histones jouent
un role important sur le repositionnement nucléaire des génes. Par exemple 1’acquisition des
marques d’activation telles que I’acétylation de la lysine 9 et la diméthylation de la lysine 4 de
I’histone H 3 favorisent | a dé condensation de 1 a chromatine et la f ormation de bouc les

chromatiniennes qui s ’étendent a 1’extérieur du territoire chromosomique (Chambeyron et
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Bickmore, 2004). D em &éme, [D’enrichissement en marques car actéristiques de
I’hétérochromatine, telles que la trimétylation de la lysine 27 et la diméthylation de la lysine 9
del ’histone H 3,a un iveaudu chromosome X i nactif, pourr ait fa voriser | a pos ition
préférentielle de ce chromosome a la périphérie nucléaire (Bartova et al., 2001; Heard et al.,
2001).

Différentes études ont m ontré par a illeurs que 1 es r épresseurs t ranscriptionnels et
I’histone déacétylase HDAC3 sont fortement enrichis au niveau des lamines, a la périphérie
nucléaire (Somech et al., 2005; Holaska et Wilson, 2007). Les protéines HP1 interagissent
aussi avec de s constituants de 1’enveloppe nuc léaire tel que la lamine B et le p olypeptide
LAPB (Lamina Associated Polypeptide 2 beta) (K ourmouli etal., 2000; Polioudakietal.,
2001). De plus, il a été démontré récemment que la relocalisation du corépresseur TIF1[3 au
niveau des régions d’hétérochromatine péricentromérique est dépendante de la triméthylation
delalysine 9 del histone H 3, catalysée par I es hi stones m éthyltransférases S uv39h1/h2
(Briers et al., 2009). La relocalisation des génes a | a périphérie semble ainsi favorable ala
déacétylation des hi stones et au renforcement de s m arques de répression (figure 22). En
accord avec cette hypothése, il a ét¢ montré chez 1’homme (Zink et al., 2004) et la drosophile
(Pickersgill et al., 2006) qu'un t raitement a vec un inhibiteur de s hi stones dé acétylases, la
trichostatine A (TSA), entraine une dissociation de certains génes de la périphérie nucléaire et
une relocalisation vers les complexes des pores nucléaires (NPC) (Brown et al., 2008).

L’ensemble de ces données suggere fortement que les facteurs de transcription et les
complexes de modification des histones, ne sont pas seulement impliqués dans la régulation
de la structure locale de 1a chromatine, mais régulent aussi le positionnement nucléaire des
geénes et | eur in teraction avec de s s tructures s pécifiques pr ésentes au niveau de r égions
nucléaires bi en précises ( figure22 ). Des genesr épriméspa run  mécanisme
d’hétérochromatinisation pourraient €tre ainsi séquestrés a la périphérie du noyau grace a des
interactions entre | es pr otéines H P1, des com plexes r épresseurs ( tels que le corépresseur

TIF1B) et des modifications des histones, ainsi que des composants de I’enveloppe nucléaire.
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Facteurs de transcription
en conjonction aves des
complexes de remodelage
et de modifications des

histones

Repositionnement vers
I’hétérochromatine
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Figure 22 : Régulation du positionnement nucléaire et de ’activité transcriptionnelle des génes.

Les facteurs de transcription séquence-spécifiques et les co mplexes de r emodelages et de modifications des

histones participent au repositionnement nucléaires des génes (modifié de Fedorova et Zink, 2008).
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IV. La famille des protéines HP1

1. Identification

Les pr otéines H P1 ont ét € i dentifiées i nitialement ch ez 1 a dr osophile com me de s
suppresseurs de P EV et de s co mposants m ajeurs de 1’hétérochromatine pé ricentromérique
(James et El gin, 1986; Eissenberg et al., 1990). Elles font partie d’'une famille de pe tites
protéines non-histone associées aux chromosomes, retrouvées de la levure S. Pombe (Swi6)
aux mammiferes, mais sont absentes chez la levure S. cerevisiae (pour revue, Lomberk et al.,
2006). Che z l1a s ouris et ] Thomme, on re trouve trois i soformes trés hom ologues des HP1 :
HPla, HP1B (MODI1, M31) et HP1y (MOD2, M32) (pour revues, Maison et Almouzni, 2004;
Lomberk et al., 2006; Kwon et Workman, 2008). Ces isoformes des HP1 ont une localisation
sub-nucléaire spécifique : HP1a est principalement associée aux régions d”hétérochromatine
péricentromérique alors que HP1p et, plus particuliecrement encore HP1y, peuvent s’associer

¢galement a I’euchromatine (Nielsen et al., 1999) (figure 23).

Figure 23 : Localisation
sub-nucléaire distincte des
troisi soformes H Plo,

HP1B et HP1y.

2. Organisation structurale

Les protéines HP1 présentent une organisation structurale commune, composée dans la
région N -terminale d’un ¢ hromodomaine (CD ) ( « CHRomatin Organisation MOdifer ») e t
dans la région C-terminale d’un motif similaire, le « Chromo Shadow Domain » (CSD); ces

deux régions sont séparées par un domaine central « hinge » faiblement conservé (figure 24).
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b chomo § Pinge] [ Chromoshadow ] |

Partenaires H3K9 méthylé ARN HPla, -B, -y
d’interaction: H3 ADN TIF1B
Chromatine p150 de CAF1
KDM4A
TAF 1130
Dnmt3a,-3b

Figure 24 : Organisation structurale des protéines HP1 et quelques exemples de partenaires d’interaction.

(d’aprés Maison et Almouzni, 2004).

Le chromodomaine est un domaine retrouvé dans de nombreuses protéines impliquées
dans I’organisation de la structure de la chromatine et la régulation de I’expression des génes
(Jones et al., 2000), telles que les protéines du groupe Polycomb qui répriment la transcription
et | "histone m éthyltransférase Suv39hl. Les protéines HP1 se fixent par 1 ’intermédiaire de
leur chr omodomaine a1 a lysine 9 méthylée ( préférentiellement di - ou t ri-méthylée) de
I’histone H 3, modification caractéristique de s r égions d” hétérochromatine pé ricentrique
(Bannister et al., 2001; Lachner et al., 2001). Le chromodomaine peut ¢galement se lier au
domaine globulaire de I’histone H3 (Nielsen et al., 2001a).

Le domaine central « hinge », peu conservé, permet 1 ’interaction des pr otéines HP1
avec les acides nucléiques. Dans le cas de HP1a par exemple, ce domaine a été démontré, in
vitro, interagir avec des ARNs (Muchardt et al., 2002) et se liera ’ADN et a I a chromatine
sans s pécificité de s équence ( Meehan eta l., 2003). Ce dom aine es t aussi s ujet a de
nombreuses m odifications pos t-traductionnelles, principalement de s phos phorylations qui
peuvent affecter la localisation, 1’interaction et la fonction des protéines HP1 (Eissenberg et
al., 1994; Koike et al., 2000; Zhao et al., 2001; Badugu et al., 2005).

Le « chromo s hadow dom ain » e st un motif d’i nteraction prot €éine-protéine i mpliqué
dans 1’homo- et 1’hétéro-oligomérisation des protéines HP1 (Nielsen et al., 2001a) ainsi que
dans 1’interaction avec d’ autres protéines associ¢es a la chromatine. Différentes études ont
permis d’identifier une séquence consensus capable de reconnaitre et de se lier au CSD des

protéines HP1 : le pentapeptide PxVxL (Smothers et Henikoff, 2000; Thiru et al., 2004). Cette
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séquence est retrouvée dans un grand nombre de régulateurs transcriptionnels et d’effecteurs
chromatiniens interagissant avec les HP1, tels que les facteurs intermédiaires de transcription
TIFla, TIFIB et TIF13 (Nielsen et al., 1999), 1a sous unité p150 du facteur d’assemblage de
la chromatine CAF1 (Chromatin Assembly Factor 1) (Murzina et al., 1999), 1 e facteur de la
machinerie de transcription TAF;130 (Vassallo et Tanese, 2002) ou encore la déméthylase
KDMA4A chezla drosophile (Lin et al., 2008). Les HP1 sont ¢ galement capables d’interagir
avec les DNA méthyltransférases Dnmt3a et Dnmt3b impliquées dans la méthylation des ilots
CpG (Bachman et al., 2001).

De part leur capacité de multimérisation et d’interaction avec de nombreux régulateurs
chromatiniens, il a été proposé que les protéines HP1 associées a la lysine 9 méthylée de
I’histone H3 jouent un rdle de plateforme pour le recrutement de protéines impliquées dans la

formation et la propagation de 1’hétérochromatine (Grewal et Jia, 2007) (figure 25).

Répresseur ARN interférence ADN

transcriptionnel - méthyltransférase

Complexe de Histone
remodelage de . - méthyltransférase jouent un r dle de
la chromatine \ / plate-forme p our

ler ecrutement

Figure25 : Les
protéines H P1

d’effecteurs
--=-» Propagation chromatiniens.
(adapté de Grewal
et Jia, 2007).

HPT

3. Fonctions des protéines HP1

De part leurs capacités a interagir avec de nombreuses autres protéines non-histones, les
protéines H P1 sonts ituées au centre de m ultiples f onctions c ellulaires et pr ocessus
biologiques (tableau 9). Ces partenaires s ont impliqués aussi bien dans la régulation de la
transcription, les modifications de la structure de la chromatine, la réplication et la réparation
de I’ADN, I’organisation nucléaire et l1a fonction des chromosomes et des centromeres (pour
revues, Maison et Almouzni, 2004; Hiragami et Festenstein, 2005; Kwon et Workman, 2008)

(figure 26).
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a) Formation de I’hétérochromatine

Le role des protéines HP1 dans 1’établissement et la propagation de 1’hétérochromatine
est le mieux caractérisé a ce jour. Les protéines HP1 sont capables d’interagir avec 1 histone
méthyltransférase S uv39hl responsable dela m éthylation delalysine 9 del ’histone H3
(Aagaard et al., 1999; Schotta et al., 2002; Jia et al., 2004). Cette modification est enrichie au
niveau de 1’hétérochromatine péricentromérique et sert de point d’ancrage et de concentration
locale des protéines HP1. Les protéines HP1 fixées au niveau de la lysine 9 de ’histone H3,
vont recruter ensuite I’enzyme Suv39hl au niveau de I’hétérochromatine, et 1’activité histone
méthyltransférase va générer a son tour de nouveaux sites de liaison pour les protéines HP1. 11
semble que la structure compacte de type hétérochromatine puisse ainsi se propager a partir
d’un site i nitial de m éthylation delalysine 9 de 1 ’histone H 3, grace a une bouc le de
renforcement impliquant les HP1 et Suv39hl. Les HP1 sont de plus capables d’interagir et de
recruter d’ autres facteurs participant a I a formation de 1’hétérochromatine tels que les ADN
méthyltransférases Dnmt3a et Dnmt3b (Bachman et al., 2001; Fuks et al., 2003; Lehnertz et
al., 2003) ou un composant ARN (Muchardt et al., 2002).

Activation Répression transcriptionnelle
transcriptionnelle par formation de I'hétérochromatine

Maintenance de ’hétérochromatine
et des marques épigénétiques au
cours de la réplication

Répression transcriptionnelle
~# % par formation d’une structure de
Zf) type hétérochromatine

’ . .
% au niveau de I’euchromatine

E%K

Régulation de 1’association des
complexes « cohesin » au niveau Séquestration des genes
des centroméres (en mitose) a la périphérie nucléaire

Figure 26 : Exemples de fonctions potentielles des protéines HP1. (d’apres Hiragami et Festenstein, 2005).
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b) Répression des génes dans I’euchromatine

Les pr otéines H P1 sont ég alement r etrouvées au niveau de 1’euchromatine ou leur
présence est souvent corrélée a une répression des geénes (Hwang et al., 2001; Fanti et al.,
2003; Grewal et Moazed, 2003). I1 a ¢t¢ montré par exemple qu’elles peuvent étre recrutées
spécifiquement au niveau du prom oteur du geéne codant pour la cycline E par 1’intermédiaire
du facteur Rb (Retinoblastoma) (Nielsen et al., 2001b). Les HP1 induisent alors la répression
dec e geéne en favorisant] a m éthylation de la lysine 9 del "histone H 3 pa r 1 "histone
méthyltransférase Suv39hl (Nielsen et al., 2001b). De m éme, la présence de HP1ly etdes
histones m éthyltransférase G9a et EuH MTase spécifiques de 1a lysine 9 de I ’histone H3 a
aussi €té observée au niveau des promoteurs des génes réprimés par le facteur de transcription
E2F (Ogawa et al., 2002). De fagon similaire il a pu étre mis en évidence un recrutement des
protéines HPlo et HP1y au niveau d’un systéme rapporteur inductible stablement intégré a
I’euchromatine (Ayyanathan et al., 2003). Dans ce systéme, le corépresseur TIF13 permet la
formation d’une structure de type hétérochromatine au niveau du promoteur en recrutant le
complexe N uRD-HDAC de dé acétylation de s hi stones (S chultze ta 1., 2001),1 ’histone
méthyltransférase SETDBI1 spécifique de la lysine 9 de I’histone H3 (Schultz et al., 2002) et
les protéines HP1. Le recrutement de I’ensemble de ces facteurs est associé a une répression
stable du geéne rapporteur au-dela de 50 générations.

L’ensemble de ces études démontre que les HP1 sont capables d’ établir une structure
chromatinienne répressive de type hétérochromatine, une fois qu’elles sont ciblées au niveau
de pr omoteurs s pécifiques d ans 1 euchromatine. Les g énes r éprimés pa r ce mécanisme
pourraient ensuite étre séquestrés a l a périphérie du noyau grace a de s interactions entre les

protéines HP1 et des composants de I’enveloppe nucléaire (voir Chapitre III. 2).

¢) Les protéines HP1 et la fonction des centroméres et téloméres

L’hétérochromatine cons titutive es t une s tructure conde nsée d e chr omatine f ormée
essentiellement d e s équences r épétitives d” ADN, que 1 ’on retrouve s ouvent as sociée aux
régions pé ricentromériques et t élomériquesal apé riphériedu noyau. Cesr égions
d’hétérochromatine péricentromeériques sont caractérisées par la présence de la triméthylation
de la lysine 9 de I’histone H3 et des protéines HP1 chez la souris, ou de son homologue Swi6
chez S. pombe, qui jouent un role essentiel au bon fonctionnement des centromeres. En effet,

dans de s s ouris dé ficientes pour [I’histone m éthyltransférase S uv39hl,1 ape rtede 1 a
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triméthylation de la lysine 9 de 1’histone H3 entraine une délocalisation des protéines HP1 au
niveau des régions d’hétérochromatine péricentromériques et est associée a une augmentation
de I’instabilité des chromosomes (Peters et al., 2001; Maison et al., 2002). Che z S. pom be,
Swib6 est également requise pour une cohésion efficace entre les deux chromatides sceurs au
cours du cycle cellulaire (Bernard et al., 2001).

Les HP1 sont ¢galement essentielles pour la stabilité des télomeéres. Chez la drosophile,
en absence d es pr otéines H P1, on observe en effetune f usion dest élomeres et une

configuration anormale des chromosomes durant la métaphase (Fanti et al., 1998).

Protéine Espece Isoforme Domaine

Composants de ’hétérochromatine/
Régulateurs de la transcription

Histone H1 Drosophile HP1 ND
Histone H3 Drosophile, Souris HPI1,HPla, -B, -y CD
H3K9me S. pombe, Drosophile, Souris, Homme Swi6, HP1, HP1a, -B, -y CD
Histone H4 Drosophile, Souris HPI1,HPla CSD
SUV39HI1 Drosophile, Souris, Homme HP1,HPla, -B, -y CSD
Polycomb Homme HPla, -y CSD
Dnmt3a Souris HPla, ND
Dnmt3b Souris, Homme HPla, -B ND
TIF1B Souris, Homme HPla, -B, -y, hHP1a, -y CSD
Rb Homme HPla, -y ND
MITR Souris HPla Hinge
BRG1 Souris HPla CSD
ATRx Souris HPlo, -B CSD
TAF;130 Homme HPla, -y CSD
PIM1 Homme HP1y CSD
ARN Souris HPla, -y Hinge

Réplication et réparation de PADN

CAF-1 (p150) Souris, Homme HPla, -B, hHPla CSD
Ku70 Homme HPla, -y CSD
BRCA-1 Homme HPla ND
ORC1-6 Drosophile HP1 CD, CSD
HOAP Drosophile HP1 ND

Organisation nucléaire

Enveloppe nucléaire Souris HPla, -B, -y CD
Récepteur laminine B Homme HPla, -B, -y CSD
Laminine B Souris HPIpB CD
LAP2B Souris HP1 CD

Autres protéines associées aux chromosomes

Psc3 S. Pombe Swi6 CD
DDP1 Drosophile HP1 ND
Arp4/dARP6 Drosophile HP1 ND
INCENP Homme HPla, -y Hinge
Ki-67 Homme HPla, -B, -y CSD
SP100B Homme HPla, -B, -y CSD

Tableau 9 : E xemples d e p artenaires d ’interaction d es p rotéines H P1. (d’aprés H iragami et F estenstein,

2005; Kwon et Workman, 2008).
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d) Les protéines HP1 dans la réplication et la réparation de PADN

Les protéines HP1 s’associent également a des protéines impliquées dans 1’assemblage
de la chromatine au cours de la réplication et la réparation de 1’ADN. Par des expériences de
de co-immunoprécipitation, il a été démontré que les protéines HP1 interagissent avec la sous-
unité p150 du facteur d’assemblage de la chromatine CAF1 (Murzina et al., 1999). Ce facteur
CAF1 est recruté au niveau des foyers de réplication a travers une interaction directe avec la
protéine PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) (Shibahara et Stillman, 1999; Moggs et
al., 2000) e tdé pose |l es h istones H3 et H4 au niveau del ’ADN nou vellement r épliqué
(Gaillard et al., 1996). La sous-unité p150 e st impliquée dans la stabilisation d’un pool de
protéines HP1 au niveau de I’hétérochromatine pendant la réplication (Quivy et al., 2004). Il a
¢té montré que 1’interaction entre p150/CAF1 et les protéines HP1 est essentielle pour la
réplication de 1’hétérochromatine péricentromérique et la progression de la phase S du cycle
cellulaire chez la souris (Quivy et al., 2008). De plus, CAF1 est capable d’interagir a la fois
avec HPla et avec 1’histone méthyltransférase SETDBI1, suggérant que le complexe CAF1-
HP1a-SETDBI est capable d’initier la méthylation de la lysine 9 de 1’histone H3 au niveau
des fo yers de ré plication (L oyolae ta 1.,2009). Ce c omplexe pourra it alors servir de
plateforme pour 1 e r ecrutement de s hi stones m éthlytransférases S uv39h1/h2 et pour I a
propagation del at riméthylation del al ysine9 del ’histone H3 au niveau de
I’hétérochromatine péricentromérique pendant la réplication de I’ADN (Loyola et al., 2009).

Les protéines HP1 jouent également un rdle au cours de la réparation de I’ADN (pour
revue, Ball et Y okomori, 2009). Il a é&t ¢ m ontré p ar exe mple qu e 1 a dé plétion de s t rois
isotypes des protéines HP1 facilite l1a décompaction de la chromatine et I’accessibilité a d es
facteurs de réparation (Goodarzi et al., 2008). En réponse aux cassures d’ADN double brin, la
protéine HP1[3 est aussi rapidement phosphorylée au niveau de la thréonine 51; cela facilite
ensuite la phos phorylation du v ariant d” histone H2A.X qui joue un r6le important dans la
fixation et I’accumulation de protéines impliquées dans la réparation de I’ADN (Ayoub et al.,

2008).

e) Les protéines HP1 et I’activation de la transcription

Quelques ¢t udes ont pu mettre aus si e n évidence un rdle de s pr otéines H P1 dans
I’activation de |l a t ranscription. Chez | a dr osophile, il a ¢ t¢ m ontré par ex emple que 1es

protéines HP1 sont nécessaires a la transcription de génes euchromatiniens impliqués dans la
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progression du cycle cel lulaire ( Cryderman etal .,2005; D e L uciaet al .,2 005)et a

I’expression dec ertainsg €nest elsque | esg enes light et rolled au niveau de
I’hétérochromatine pé ricentromérique ( Clegg et al ., 1998; Lu etal .,2000) . Des ét udes
récentes ont montré que la protéine HP1a est impliquée dans la régulation de 1’expression des
genes et le controle de I’état de la chromatine, en recrutant la déméthylase KDM4A spécifique
de la lysine 36 di - et triméthylés de 1’histone H3 au niveau de régions enrichies en lysine 9
triméthylée de I’histone H3, au cours de I’¢élongation de la transcription (Lin et al., 2008). De
méme la protéine HP1c joue un role dans 1 activation transcriptionnelle en étant associée a
I’ARN polymérase 11 et a 1a lysine 4 triméthylée de I’histone H3 (Font-Burgada et al., 2008).
Chez 1 es m ammiferes, il a ét ¢ dé montré pa r 1 a t echnique d’ immunoprécipitation del a
chromatine, que la région transcrite de nombreux geénes est enrichie en protéine HP1y et en
méthylation de la lysine 9 de I’histone H3 dans les cellules érythroides (Vakoc et al., 2005).
Des expériences réalisées sur le promoteur inductible LTR HIV1 ont mis en évidence qu’au
cours de 1’activation de la transcription, la protéine HP1[ peut étre remplacée par HP1y au
niveau de la région promotrice puis elle s’associe avec I’ARN polymérase II processive dans

la région transcrite du gene (Mateescu et al., 2008).

f) Fonctions physiologiques des protéines HP1

Différentes € tudes ont m is en évidence que 1 es pr otéines H P1 exercent aus si de s
fonctions essentielles au cours du développement. Chez C. elegans, les deux homologues des
protéines HP1, HPL-1 et HPL-2 sont en effet importantes, car HP L-2 est requise dans les
cellules germinales pour le développement des gonades somatiques et 1’induction normale de
la vulve (Couteau et al., 2002; Schott et al., 2009) et HPL-1 semble exercer un role important
au cours du dé veloppement post-embryonnaire. L’inactivation des deux protéines HPL-1 et
HPL-2 est en effet 1¢étale a 1’état de larves (Schott et al., 2006). De méme chez la drosophile,
des mutations dans 1 e geéne Su(var)2-5 qui c ode pour H Pla prov oquent un phé notype de
1étalité a 1’état de larves (Eissenberg et Hartnett, 1993) et, des expériences d’inactivation des
protéines H P1 par A RN i nterférence ont permis d’établir que cet te ] étalité af fecte
principalement | es dr osophiles m ales et caus e d es dé fauts i mportants au niveau des
chromosomes (Liu et al., 2005). Des études récentes chez la souris ont mis aussi en évidence
I’importance fonctionnelle de HP1f : I’inactivation du gene Chx/ qui code pour HP1J3 chez la
sourises ten effetas sociée a de sd éfautsde dé veloppementau niveau du cortex

neuromusculaire et cérébral et a une 1étalité périnatale (Aucott et al., 2008).
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4. Dyvnamique des interactions des protéines HP1

Pendant  ongtemps, 1’hétérochromatine a ét¢é considérée comme une région inerte et
condensée, dans laquelle les protéines HP1 bloquent I’acces a 1a machinerie de transcription
et aux ac tivateurs en étant as sociées de m aniere s tatique al a chromatine. Mais de s
expériences de FRAP (« Fluorescence Recovery After Photobleaching ») réalisées dans des
cellules vivantes, ont montré qu’a I’inverse de cette vision statique, les différents isotypes des
protéines HP1 sont en fait extrémement mobiles et peuvent s’échanger rapidement aussi bien
au niveau des régions d’ hétérochromatine que des régions d’ euchromatine ( Cheutin et al .,
2003, Festenstein et al., 2003).

Des €t udes r écentes ut ilisant | a t echnique de FRET ( « Foster Resonance Energy
Transfer ») dans les cellules F9 de carcinome embryonnaire, ont mis également en évidence
la dy namique de s i nteractions ent re | es di fférents i sotypes de s pr otéines H P1 etl e
corépresseur TIF1[ au cours de la différenciation cellulaire (Cammas et al., 2007). Dans les
cellules F9 non différenciées, TIF1[ interagit en effet directement avec les protéines HP1[3 et
HP1y au niveau de 1’euchromatine, alors que dans les cellules différenciées, TIF1[ interagit
préférentiellement avec HP1P au niveau de 1’ hétérochromatine et avec HP1y au niveau de
I’euchromatine. Il semble que 1’interaction différentielle entre TIF1f et HP 1P soit modulée
par une phos phorylation/déphosphorylation de T IFIf3 au niveau de las érine 4 73 parla
protéine ki nase P KCo (Changet al., 2008). De m éme, un échange d ynamique entre I es
protéines HP1y et HP1a a ét¢€ observé au niveau du promoteur E2F1 qui est important pour la

répression de génes controlant la différenciation neuronale terminale (Panteleeva et al., 2007).
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V. La famille des facteurs intermédiaires de transcription TIF1

Laf amille de sf acteursi ntermédiaires de t ranscription TIF1 (Zranscriptional
Intermediary Factor I)estconservée dela drosophile a1 ’homme et compte ac tuellement
quatre m embres 1dentifiés che z 1 es m ammiferes : T IF1la (Le Douarinetal., 1995), T IF1
(Friedman et al., 1996; Kim et al., 1996; Le Douarinetal., 1996; M oosmann et al., 1996),
TIF1y (Venturini et al., 1999) et TIF16 (Khetchoumian et al., 2004), auxquels s’ajoutent trois
orthologues : Bonus chez la drosophile (Beckstead et al., 2001), Ectodermine chez le Xénope
(Dupont et al., 2005) et Moonshine chez le poisson ze¢bre (Ransom et al., 2004). Les données
actuelles attribuent a cette famille des fonctions de régulateurs chromatiniens (Le Douarin et
al., 1996; Nielsen et al., 1999; Cammas et al., 2002; Cammas et al., 2004) qui sont impliqués
dans le développement embryonnaire (TIF1p, TIF1y et Bonus), la spermatogenese (TIF1( et
TIF15), I’hématopoiese (moonshine) et ’'oncogenese (TIF1a et TIF1y).

Ces protéines de la famille TIF1 participent au controle de 1’activité transcriptionnelle
de pl usieurs f amilles d e facteurs d e t ranscription : I es r écepteurs nuc léaires ( TIF1a), 1 es
facteurs de transcription a domaine « KRAB » (TIF1p) ainsi que les protéines SMAD (TIF1y)
(Le Douarin et al., 1996; Friedman et al., 1996; Dupont et al., 2005).

1. Les caractéristiques communes des protéines TIF1

a) La structure modulaire

Les protéines TIF1 ont une structure modulaire caractéristique que 1’on peut diviser en
trois régions principales : la région N-terminale qui comprend un motif RBCC (Ring finger, B
boxes, Coiled Coil) ou « TRIM motif » ( Iripartite Motif), la région centrale et la région C-
terminale qui comprend un « PHD fi nger » ( Plant HomeoDomain) e t un brom odomaine

(figure 27).

1. Le domaine « RBCC »

Le domaine RBCC ou « TRIM motif », situé en région N-terminale, e st form ¢ d’un
motif en doigtde zinc de type R ING finger ( Really Interesting New Gene) et de de ux
domaines s tructuraux en doi gtde z inc a ppelés B -Boxes, associésaun domained e

dimérisation en hélice a de type « coiled coil » (figure 27). Le domaine RBCC est retrouvé
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dans plus d’une centaine de protéines et sert de surface d’interaction protéine-protéine. Dans
la protéine TIF1, il a été¢ montré par exemple que ce domaine est nécessaire et suffisant pour
I’homo-oligomérisation de TIF1B et son interaction avec l e domaine de répression KRAB
(KRiippel-Associated Box) (P engetal., 2000). D es e xpériences d’ immunocytochimie ont
montré qu’un g rand nom bre de pro téines ¢ ontenant | e dom aine TRIM ont un profi 1de
localisation s ub-cellulaire s pécifique, suggérant une i mplication dec em otifda nsl a
distribution sub-cellulaire (Reymondetal., 2001). P arailleurs,ila ¢ t¢ dé montré que le
domaine RING confére une activité¢ E3 ubiquitine-ligase a plusieurs membres de la famille de
protéines a domaine RBCC, suggérant une implication du domaine RING dans le processus
d’ubiquitination (pour re vue Meroni et Diez-Roux, 2005). Il a été démontré par exemple que

TIF1y est capable d’ubiquitinyler le facteur de transcription Smad4 (Dupont et al., 2005).

RING Coiled coil Bromodomaine
B1 B2 TSS PHD
/M —/ HP1box —
NiﬂZH ﬂg-C
L J PxVxL
Multimérisation Répression
Distribution sub-cellulaire Sumoylation
Interaction protéine-protéine Ubiquitination
Liaison au domaine KRAB Association a la chromatine

Figure 27 : Structure modulaire des protéines TIF1.

1i. Le « PHD finger » et le bromodomaine

Le « PHD finger » et le bromodomaine, situés en partie C -terminale ( figure27), sont
deux motifs souvent associés en tandem et spécifiques de protéines connues pour étre des
régulateurs ¢ hromatiniens (A asland e tal., 1995; Z engetZ hou, 2002). Les protéines du
groupe Polycomb et Trithorax posseédent par exemple de multiples « PHD finger » (Aasland
et al., 1995) qui sont impliqués dans le maintien des états réprimés ou actifs de la chromatine
apres 1 es di visions cel lulaires ( pour r evues, Ringrose et Paro, 2007; S chwartz et P irrotta,
2008). Ce domaine, constitué¢ d’environ 60 acides aminés, est caractéris¢ par sept cystéines et

une histidine disposées selon le consensus C4HC3 et repliées en un motif de type doigt de
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zinc grace a la coordination de deux atomes de zinc (Aasland et al., 1995; Capili et al., 2001)
(figure 28). Ce domaine permet parfois de lier des groupements phosphoinositides (Gozani et
al., 2003). Il constitue aussi un motif d’interaction spécifique avec la lysine 4 triméthylée de
I’histone H3 (Li et al., 2006; Pena et al., 2006; Shi et al., 2006) et dans le cas de TIF1p, ce
domaine confére une activité E3-ubiquitine ligase (Wang et al., 2005; Ivanov et al., 2007).

Le bromodomaine est constitu¢ d’environ 110 acides aminés repliés en quatre hélices
o amphipathiques (hélices az, aa, o, 0c) et est retrouvé dans de nombreuses histone acétyl-
transférases a insi que d ans de s facteurs de remodelage de 1a chr omatine A TP-dépendants
(Jeanmougin et al., 1997; Mujtaba et al., 2007) (figure 28). Il est capable de reconnaitre par
exemple les lysines 16 et 19 acétylées de I’histone H4 (Dhalluin et al., 1999).

Figure 28 : a) R eprésentation
schématique du bromodomaine.

b) Structure tertiaire du tandem
« PHD finger » / bromodomaine.
Les h élices o sont en ve rt, s auf
I’hélice oz, hydrophobe, en violet.
Les feuillets B du « PHD finger »
sont en bleu. (Structure tertiaire de

Bromodomaine Bromodomaine PHD Zeng et al., 2008).

Ilaét ¢ dé montré récemmentquedansle casde TIFI1P, le« PHD finger»etle

bromodomaine forment une entité fonctionnelle de répression et de sumoylation (Schultz et

al., 2001; Ivanov et al., 2007; Zeng et al., 2008).

i1i. La région centrale

Dans la région centrale, on retrouve juste en aval du motif « coiled-coil », une p etite
séquence de 25 acides aminés riche en tryptophane et en phénylalanine. Cette séquence n’est
actuellement associée a aucune fonction, mais elle est trés conservée entre les membres de la
famille TI F1 et ne présente auc une hom ologie av ec d’ autres pr otéines. Elle s emble donc
propre aux protéines de la famille TIF1 et a été nommée p ar cons équent TS S pour T7F1
Signature Sequence (Venturini et al., 1999) (figure 27). La région centrale entre le TSS et le
PHD/Bromodomaine est moins conservée entre les membres de la famille TIF1. Cette région

comprend un motif de reconnaissance p our l es r écepteurs nuc léaires ( motif LxxLL appelé
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aussi « NR box ») dans le cas de TIFla et de Bonus, et un motif de reconnaissance pour les
protéines de I’hétérochromatine HP1 (motif PxVxL appelé aussi « HP1 box ») dans le cas de

TIF1o, TIF1B et TIF15 (figure 27).

b) La capacité de répression intrinséeque

Des expériences de transfection transitoire ont démontré que toutes les protéines TIF1
répriment la transcription lorsqu’elles s ont ciblées artificiellement au niveau du promoteur
d’un g ene ra pporteur grace a une fusion avec l e domaine de liaison a 1’ADN (DBD) du
transactivateur de levure GAL4 (Le Douarin et al., 1996; Moosmann et al., 1996; Venturini et
al., 1999; Beckstead et al., 2001; Khetchoumian et al., 2004). Ce tte fonction de répression
s’exerce via la déacétylation des histones car un traitement a la trichosatine A, un inhibiteur
des H DAC, e mpéche 1 ar épression exercée p ar | es pr otéines TI F1 (Nielsen et al., 1999)
(figure 29).
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GAL4  + - - -
GALG-TIFT - + - - - +
GALATIF1E - - +
GAL4-TIF1y - - - +
GALATIFIE - - - -+
TSA - - = = -+

Figure 29 : Fonction de répression intrinséque par les protéines TIF1.
TSA : Trichostatine A, inhibiteur des HDAC. UAS : Upstream Activating Sequence

¢) Identité/similarité des protéines TIF1

Les protéines TIF1 présentent entre 30 et 50% d’identité de séquence peptidique et les
membres les plus proches sont TIF1a et TIF1y avec 54% d’identité (tableau 10). Malgré leur
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structure modulaire et certaines fonctions communes, les protéines TIF1 ont des partenaires

d’interaction différents et par conséquent aussi des fonctions spécifiques.

TIFIB | TIFly | TIFI5
TIFlo. | 32/54 | 54/69 | 35/56 | Tableaul0 : Pourcentage
TIF1 B 33/56 29/50 d’identité/similarité en tre
TIFly 37/57

les protéines TIF1.

2. Les fonctions spécifiques des protéines TIF1

a) TIF1a

1. Identification

TIF1a, encore appelé TRIM24 est e membre fondateur de 1a famille TIFI. I1 a été
cloné par complémentation fonctionnelle dans la levure, sur la base de sa capacité a interagir
avec | e do maine A F-2 du récepteur nu cléaire R XRy (Le Douarinetal, 1995).11a été
démontré ensuite capable d’interagir avec la structure holo de tous les récepteurs nucléaires
testés, tels que les récepteurs de 1’acide rétinoique (RAR : Retinoic Acid Receptor et RXR :
Retinoid X Receptor), de la vitamine D3 (VDR : Vitamin D Receptor), des cestrogénes (ER :
Estrogen Receptor), de s progestatifs (PR : Progesterone Receptor) ainsi que les récepteurs
thyroidiens (TR : Thyroid hormone Receptor). Ces interactions ont ét¢ démontrées aussi bien
in vitro (par GST pulldown) que dans la levure (par double hybride) ou dans les cellules de
mammiferes ( colocalisation). L’interaction se fait par | ’intermédiaire du motif LxxLL ou
«NR box »de TIFla etrequiert | "intégrit¢ du domaine d’ activation AF-2 de s récepteurs
nucléaires (Le Douarin et al., 1996) ( figure 27). L’interaction entre TIF1a et les récepteurs
nucléaires ne se fait qu’en présence du ligand et est bloquée par des antagonistes (Le Douarin
et al., 1995; vom Baur et al., 1996). Dans la famille TIF1, cette interaction avec les récepteurs

nucléaires est spécifique de TIF1a et de son orthologue Bonus chez la drosophile.

1i. Fonctions de TIF1a

Au laboratoire, il a été démontré que TIF1a exerce un role physiologique fondamental

dans 1a suppression de la tumorigenése hépatique (K hetchoumian et al., 2007). Les souris
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invalidées pour T IF1a développent en effet spontanément des adénomes et des carcinomes
hépatocellulaires (HCC : HepatoCellular Carcinoma). De fagon importante, il a ¢té démontré
que la délétion d’un seul alléle de RARa est suffisante pour supprimer le phénotype tumoral
des s ouris invalidées pour T IF1la. Ces résultats ont apporté des évidences g énétiques que
TIFla et R ARa exercent des fonctions opposées dans le développement du ¢ ancer du foi e
(Khetchoumian et al., 2007).

Des ét udes pl us r écentes ont dé montré aussi que 1 es s ouris i nvalidées pour TI Fla
développent d es ca Icifications artérielles qui s ont corrélées a une hy peractivation del a
signalisation induite par les récepteurs de la vitamine D (VDR) dansle rein (Ignatet al.,
2008). TIF1a semble ainsi étre impliqué dans la régulation négative de multiples voies de

signalisation dépendantes des récepteurs nucléaires.

b) TIF1y

TIF1y (aussi connu sous le nom de TRIM33) a été cloné a partir d’'une banque d’ADNc
de cellules HepG2 par h ybridation avec un fragment d’ ADNc de TIFla (Venturinietal.,
1999). Il pos seéde, comme 1 es au tres m embres de 1a famille, une c apacité de r épression
intrinséque (figure 29) mais n’interagit ni avec les récepteurs nucléaires, ni avec les KRAB-
ZFP ( KRiippel Associated Box-Zinc Finger Protein) etles protéines HP1 (Venturini et al.,
1999).11j oue par contre unrol e e ssentiel da ns1a v oie de s ignalisationdu TGFfB,en
interagissant au niveau de sa région centrale, avec les protéines Smad2 et Smad3 (Dupont et
al., 2005; Heetal., 2006). L’association de T IFly avec les pr otéines S mad2/3 permet de
stimuler | a di fférenciation des cellules érythroides en réponse au TGFp (He et al., 2006).
TIF1y est également un compétiteur de Smad4 pour la liaison des Smad2/3 qui possede une
activité E3 ubi quitine 1 igase i mpliquée dans | *ubiquitination et 1a dé gradation de S mad4
(Dupont et al., 2005). Le contrdle du niveau protéique de Smad4 par TIF1y permet de limiter
I’action du T GFp dans les cellules épithéliales et est importante au cours du développement

précoce des embryons de xénope (Dupont et al., 2005).

¢) TIF1§

TIF10 a été découvert au laboratoire par une analyse bioinformatique de type BLAST
(Basic Local Alignment and Search Tool) de banques de donn ées (K hetchoumianet al.,

2004). Il présente toutes les caractéristiques s tructurales des protéines TIF1 et posséde une
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activité de répression intrinseque dépendante de la déacétylation des histones (figure 29). I1
est capable d’interagir avec les protéines HP1 par 1’intermédiaire de son motif « HP1 box »
mais ne peut pas se lier aux récepteurs nucléaires ni au KRAB-ZFP. Le patron d’expression
de TIF10 est tres restreint car il semble exprimé uniquement dans les testicules, au niveau des
spermatides en cours d’¢élongation (Khetchoumian et al., 2004). TIF16 pourrait ainsi jouer un

role dans I’extinction des génes au cours des phases post-meiotiques de la spermatogénése.

d) Les orthologues Bonus et Moonshine

Bonus e stl ’unique ort hologue de sprot ¢ines T IF1 ¢ hezl adros ophile.S es
caractéristiques s tructurales s ont les m émes que celles d es autres TIF1, etil p osséde une
activité de répression intrinseéque (Beckstead et al., 2001). Il interagit par I’intermédiaire de sa
«NR box » avec BFTZ-F1 (BFushi TaraZu Factor 1), 1’ortholoque du ré cepteur nuc léaire
LRHI (Liver Receptor Homolog 1) chez la drosophile. Bonus est capable d’inhiber 1’activité
transcriptionnelle de  BFTZ-Fle ti 1 exercede s fon ctions importantes auc ours du
développement et de la métamorphose de la drosophile (développement de la téte, formation
des ailes, des pattes et des yeux...) (Beckstead et al., 2001).

Moonshine est 1’ortholoque de TIF1y chez le poisson zébre qui joue un réle essentiel au
cours de 1 ’hématopoiese ( Ransom et al., 1996). llaen effet ét ¢ identifié par un crible
génétique de mutants incapables d’ accomplir 1 ’hématopoiese et, des mutations au niveau du
gene moonshine provoquent de s dé fauts de di fférenciation de s c ellules ¢ rythroides e t une

aplasie sévere des globules rouges (Ransom et al., 1996).

3. TIF183

a) Identification

TIF1B, enc ore appelé K AP-1 ( KRAB-ZFP Associated Protein 1), KR IP-1 ( KRAB-A
Interacting Protein 1) ou Trim28, a ét¢ identifié¢ par des cribles double-hybride en utilisant
comme appat soit la protéine HPla (Le Douarinetal., 1996), s oit e domaine KRAB A
(KRiippel-Associated Box A) de s fa cteurs d e t ranscription Kid-1 ( Kidney Ischemia and
Developmentary regulated gene I) (Kim et al., 1996) et KOX1 (Moosmann et al., 1996).
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b) TIF1 : le corépresseur universel des KRAB-ZFP

Le domaine « KRAB » est1’un des domaines régulateurs de la transcription les plus
représentés chez les mammiferes. Les facteurs de transcription a domaine « KRAB » ont en
effet ¢té découverts en 1991 (Bellefroid et al., 1991; Thiesen et al., 1991) et cette famille
comprend actuellement 423 génes identifiés dans le génome humain (Huntley et al., 2006). Ce
domaine « KRAB » e st apparu de fagon tardive au cours de 1’évolution car il est retrouvé
uniquement dans le génome des vertébrés t étrapodes (grenouille, poul et, s ouris e t hom me)
mais pas chez la levure, les plantes la drosophile et le poisson (Looman et al., 2002). Chez la
souris, la conservation de ce dom aine n’est pas trés i mportante, car seulement 112 geénes
orthologues ont ét¢ retrouvés conservés (Huntley et al., 2006). Cette famille de facteurs de
transcription contient en pos ition N-terminale un domaine de r épression « KRAB » et en
position C-terminale un domaine de liaison a I’ADN constitué¢ de 4 a plus de 30 motifs en
doigt de zinc de type C2H2 ou Kriippel (Bellefroid et al., 1991) (figure 30). Cette structure
leur conf ere 1 *appellation de K RAB-ZFP (pour KRiippel Associated Box-Zinc Finger
Protein). Ce domaine est 'un des domaines de répression transcriptionnelle les plus efficaces,
capable d e pr opager | a r épression sur d es di stances de plusde 3 kb1 e longde la fibre
chromatinienne (Deuschle et al., 1995). Il consiste en une région de 50 a 70 acides aminés qui
peut étre divisée en deux parties : le domaine « KRAB A » et le domaine « KRAB B ». Le
domaine « KRAB A » est trés conservé parmi les membres de la famille et est nécessaire et
suffisant pour | ’activité de ré pression transcriptionnelle (A brink et al., 2001). Le dom aine
« KRAB B » est plus variable et parfois absent dans certaines sous-familles des protéines a
domaine « KRAB ». Iln’a pa s d’activité i ntrinséque, mais i | po tentialise | activité d e
répression du dom aine « KRAB A » ( Vissingetal., 1995). La dé couverte d’un troisieme
domaine, le domaine « KRAB C », a défini une nouvelle sous-famille de protéines a domaine
« KRAB ». Ce domaine ne participe pas a | ’activité de répression du domaine « KRAB A »
mais favorise son interaction avec TIF13 (Looman et al., 2003).

A ce jour, toutes les protéines a domaine « KRAB » testées interagissent spécifiquement
avec TIF1B (Friedman et al., 1996; Kim et al., 1996; Moosmann et al., 1996; Urrutia, 2003).
De plus, il a été démontré que I’interaction entre TIF1f et le domaine « KRAB » potentialise
I’activité de répression des KRAB-ZFP (Abrink et al., 2001; Friedman etal., 1996). Surla
base de ces données, TIF1p a été défini comme étant un corépresseur universel des facteurs

de transcription a domaine « KRAB ».
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KRAB
« Kriippel Associated Box » C,H, zinc finger de type Kriippel

ST DOD  DDD X

_

Hélice 1 Hélice 2

Activité de répression Liaison aI’ADN
Interaction avec TIF1

Figure 30 : Les KRAB-ZFP : des protéines a doigt de zinc et 8 domaine « KRAB ».

Des études récentes, utilisant les puces @ A DN notamment, permettent peu a peu de
mieux caractériser les genes cibles des KRAB-ZFP (pour revue, Koczan et Thiesen, 2006). A
I’heure ac tuelle, aucune r elation directe n’ a ét ¢ dé montrée en tre I es pr otéines a dom aine
« KRAB » et une pathologie humaine, mais la localisation chromosomique de certaines de ces
protéines en fontde s g enesc andidats pot entiellement r esponsables d e p athologies
développementales et néoplasiques précoces ( Wiznerowicz et al., 2007). Certaines KRAB-
ZFP interviennent aussi dans la suppression des voies de signalisation des suppresseurs de
tumeurs p21 etp53 (Lietal.,2007b) et dans la voiedes M AP kinases (Liet al., 2008).
L’utilisation de la technique de ChIP on chip dans les cellules ES a mis aussi en évidence que
les génes cibles primaires de TIF1p seraient des génes impliqués principalement dans le cycle

cellulaire, la mort cellulaire et la cancer (Hu et al., 2009).

¢) Role de TIF1f dans la répression transcriptionnelle

1. Interaction avec les protéines HP1

L’interaction entre TIF1P etles HP1 a été mise en évidence par des cribles double-
hybrides qui ont permis la découverte de TIF1p (Le Douarinet al., 1996), puiselle a été
confirmée parlasuite in vitro et in vivo par coimmunoprécipitation dans de s ¢ ellules de
mammiferes (Nielsen et al., 1999; Ryan etal., 1999). L’interaction de TIF1 avec les trois
isotypes de s protéines HP1 se fait via son motif HP1 box et est requise pour I’activité de

répression de TIFIP (Nielsen et al., 1999; Ryan et al., 1999). La délétion du motif HP1 box
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conduit en effet a une forte diminution de I’activité intrinseque de TIF1( au niveau d’un geéne
rapporteur (Nielsen et al., 1999) (figure 31). Cette perte d’interaction entre TIF1f et les HP1

réduit aussi I’activité de répression du complexe TIF13/KRAB-ZFP (Ryan et al., 1999).
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GAL4-TIFIBWT - - + - - - + - complexes HDAC:s.
GAL4-TIF1B AHPTbOX = - - 4+ = - - + (d’apres Nielsen et al., 1999)
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1i. Recrutement de complexes de remodelage et de modification des histones

Plusieurs études récentes ont démontré que d’autres complexes interagissent avec TIF13
et participent a la répression induite par les KRAB-ZFP. Il a été mis en évidence par exemple
que T IF1P fait partie d e de ux complexes r épresseurs de r emodelage de 1a chr omatine a
activité histone déacétylase : le complexe NuRD/HDACI, en interagissant avec la sous-unité
Mi2a (Schultz et al., 2001), et le complexe N-CoR1/HDAC3 qui comprend plusieurs facteurs
de 1a famille du complexe S WI/SNF (Underhill et al., 2000). TIFIP est également capable
d’interagir avec 1’histone méthyltransférase SETDBI1 spécifique de la lysine 9 de I’histone H3
(Schultz et al., 2002), pa r I’'intermédiaire de son dom aine P HD finger /Bromodomaine. De
plus, ila été d émontré r écemment que le « PHD finger » de TIF1f est impliqué dansla
sumoylation du bromodomaine adjacent, et que cette m odification est importante pour le
recrutement de S ETDB1 et du complexe N urD lors de 1ar épression exercée par TIF1f3

(Ivanov et al., 2007; Zeng et al., 2008).

L’ensemble de ces données c onférenta TIFI unr 6le pot entiel de « plate-forme »
moléculaire pour 1e recrutement a1l ’ADN de m olécules i mpliquées dans 1 a f ormation de
structures condensées, transcriptionnellement inactives de type hétérochromatine. Le modele

suivant a ainsi été proposé (figure 32) : les KRAB-ZFP reconnaissent leurs séquences cibles
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et recrutent TIF1P. Celui-ci va alors recruter a son tour les protéines HP1 et les complexes
répresseurs dont les activités enzymatiques vont conduire a la déacétylation et la méthylation
de la lysine 9 de I’histone H3. Cela crée ainsi un nouveau site de liaison pour les protéines
HP1 et un e nvironnement favorable pour la propagation de 1a répression. L’interaction entre
TIF1PB etles HP1 permet ainsila formation d’une s tructure de t ype hé térochromatine au
niveau du prom oteur de s génes cibles et/ou le recrutement des geénes cibles au niveau des
compartiments d” hétérochromatine cons titutive ( Schultz et al ., 2001; S chultz et al., 2002;
Cammas et al., 2002). Des études réalisées grace a un systéme rapporteur intégré ont apporté
des ¢l éments en faveur de ce m od¢le et ont permis de dé montrer que 1’ensemble de ces
événements p ermet une r épression stable capable d’ étre m aintenue pe ndant pl usieurs
générations (Ayyanathan et al., 2003; Sripathy et al., 2006).

Cependant, une étude récente réalisée dans les cellules Ntera2 humaines a m ontré que
seulement 25% des sites de liaison de TIF1B aux promoteurs des geénes cibles sont également
enrichis en triméthylation de la lysine 9 de 1’histone H3, site caractéristique de liaison des
protéines H P1 (O "Geen e tal., 2007). Cela s uggere que I’interactionde TIF1P avecles
protéines HP1 n’est pas toujours requise, et que TIF1P pourrait exercer sa fonction répressive

par différents mécanismes.
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i1i. Role de TIF1[ au cours de ’apoptose et de la réparation de I’ADN

La découverte récente de nouveaux partenaires protéiques de TIF1P suggere que TIFIP
peut ég alement r éprimer 1 a t ranscription par un mécanisme qui ne dé pend pas de s on

interaction avec les protéines HP1. TIF1p, par I’intermédiaire de son motif « coiled coil », est
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en effet cap able d’ interagir av ec | ’E3 ubiquitine | igase M DM2 (Mouse Double Minute
chromosome 2) et participe a | ’ubiquitination et a I a dé gradation du suppresseur de tumeur
pS3 (Wang et al., 2005). Il coopere avec MDM2 pour stimuler 1a formation d’un ¢ omplexe
p53-HDACT et favoriser ainsi la déacétylation puis 1’ubiquitination et la dégradation de p53.
L’interaction entre TIF1 et MDM2 permet ainsi de réprimer p53 et de protéger les cellules
des effets apoptotiques de p53 (W ang et al., 2005). U ne autre étude a montré que p53 pe ut
étre réprimé par un mécanisme similaire, grace a une interaction entre TIF1[ et la KRAB-ZFP
Apak (ATM and p53-associated KZNF protein) (Tian et al., 2009). La protéine Apak réprime
en e ffet de s g énes pro -apoptotiques et r égule né gativement pS3 en recrutant un com plexe
TIF1B-HDACI1 favorable al a dé acétylation de p53. La phos phorylation de Apak et de
TIF1P par la kinase ATM (A4taxia-Telangiectasia Mutated) permet leur dissociation de p53 et
I’induction de I’apoptose (Tian et al., 2009).

Plusieurs études ont démontré que TIF1[ joue aussi un rdle au cours de la réparation de
I’ADN. E nré ponse 2 une c assure d’A DN doubl e bri n, T IFI esten effetr ecruté et
phosphorylé par la protéine kinase ATM au niveau des dommages de ’ADN (White et al.,
2006; Zivetal., 2006). A pres phosphorylation, TIFIP diffuse rapidement dans le noyau et
induit une relaxation globale de la chromatine. En perturbant la structure de la chromatine,
TIFIP semble ainsi faciliter la réparation des cas sures double brins au niveau des régions
condensées et généralement inaccessibles de 1’hétérochromatine (Goodarzi et al., 2008). I1 a
¢té montré aussi que cette relaxation est es sentielle pour ’activation de p53 par la kinase
ATM en réponse au dommage de I’ADN (Shiloh, 2003; Ziv et al., 2006). De fagon similaire,
TIFIP est également capable d’interagir avec le facteur de transcription E2F1 impliqué dans
la prolifération cellulaire et I’apoptose (Wang et al., 2007). Le facteur E2F1 est activé lors des
dommages de 1’ADN par un mécanisme dé pendant de 1a protéine kinase ATM. L’activité
transcriptionnelle d e ¢ e f acteur de transcription estr éprimée par TIF1f quis timulel a
formation d’un ¢ omplexe E 2F1-HDACI et la déacétylation de E2F1 (Wanget al., 2007).
L’ensemble de ces résultats suggeére que TIF1B est impliqué dans la réponse cellulaire face
aux dommages de I’ADN et au stress cellulaire.

Par ailleurs, il a ét ¢ dé montré que TIF1f est impliqué dans les voies de signalisation
IFN/STAT1 et IL6/STAT3 en interagissant avec STAT1 et STAT3 (Kamitani et al., 2008;
Tsuruma et al., 2008). D ans ces deux cas, TIFIP coopére également avec des HDAC pour

réprimer ces v oies de signalisation. Ces r ésultats s uggerent que TIFIP estunr épresseur
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général de plusieurs voies de transduction de signal des cytokines. De plus, STATI1 et STAT3
sont impliqués dans de nombreux processus biologiques; en particulier, STAT1 joue un role
dans la prolifération et la différenciation cellulaire et possede une activité de suppresseur de
tumeur (Stephanou et Latchman, 2003). Ce la suggere que TIF13 pourrait €tre impliqué dans

le développement de certains cancers.

iv. Role de TIF1[ dans la répression des rétrovirus

I a été découvert récemment que TIF1f intervient dans la répression épigénétique de la
transcription d es ré trovirus, a u ni veau des c ellules s ouches e mbryonnaires (E SC) e tde s
cellules de carcinome e mbryonnaire (E C) (Wolfet Goff, 2007, Wolfetal., 2008). T IF1
reconnait en effet une région bien précise, la région PBS (pour Primer Binding Site) dans le
LTR (Long Terminal Repeat) des rétrovirus M -MLV (Moloney Murine Leukemia Virus) et
réprime leur transcription. La répression de ces rétroéléments nécessite une interaction entre
TIF1B et les protéines HP1, et il est trés vraisemblable que des histones méthyltransférases
ainsi que le complexe NuRD interviennent aussi dans ce m écanisme de répression (Wolf et
Goff, 2007; Wolfet al., 2008). Une KRAB-ZFP, la protéine ZFP809 a aussi ¢été identifiée et
réprime | es s équences pr ovirales en interagissant av ec TI F1 (Wolfe t G off, 2009).
L’ensemble de ces dé couvertes dé montre que TIF1p est i mpliqué dans I a r épression des
provirus et rétrovirus, en particulier les virusa LTR, et suggere que TIF1 joue unro le
important da ns | es m écanismes de dé fense i mmunitaire d es ce llules s ouches contre les

infections virales.

d) Role de TIF18 dans Dactivation transcriptionnnelle

En plus de son role dans la répression transcriptionnelle, TIF13 pourrait également étre
impliqué dans | ’activation de la transcription. TIF1p a en effet ét¢ identifi¢ récemment par
spectrométrie d e m asse au sein d’un complexe contenant |l e r écepteur nuc léaire or phelin
NGFI-B (Nerve Growth Factor IB). 1l interagit directement avec NGFI-B et agit comme un
coactivateur en s timulant ’activation del a transcription des g énes ci bles de N GFI-B

(Rambaud et al., 2009).
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e) Les modifications post-traductionnelles de TIF1(

Plusieurs études ont montré que la région C-terminale de TIF1[ peut étre modifiée par
phosphorylation et sumoylation. Comme cela a déja été décrit, la protéine kinase ATM peut
phosphoryler TIFIP surla sérine 824 e n ré ponse a des c assures double brin dans1’ADN.
Cette phos phorylation de TIF1B permet une décondensation globale de la chromatine qui
facilite 1’acces des protéines de réparation de I’ADN aux dommages (White et al., 2006; Ziv
et al., 2006). D autre part, la protéine kinase PKCo peut aussi phosphoryler la sérine 473 de
TIFIB apr oximité du motif « HP1 box ». Cette phos phorylation esti mpliquée da ns
I’association de TIF1( avec la protéine HP1 et permet I’expression de régulateurs importants
du cycle cellulaire et de la prolifération (Chang et al., 2008).

Par ai lleurs, des expériences de mutagénése dirigée ont pe rmis d’ identifier six sites
potentiels de sumoylation dans la séquence de TIF1f : les lysines 554, 575, 676, 7 50, 779 et
804. Cette m odification est né cessaire al ’activité d e r épression et au recrutement d es
complexes de déacétylation des histones (Lee et al., 2007; Mascle et al., 2007). En particulier,
la sumoylation des lysines 554, 779 et 804 stimule le pouvoir répressif de TIFIP et permet le
recrutement de SETDBI et de 1a sous-unit¢ CHD3 (Chromodomain Helicase D NA-binding
protein 3) du complexe NuRD (I vanove tal, 2007 ;Z enget al.,2008). Deplus,la
phosphorylation del as érine 824 par ATM s emble av oir un effet ant agoniste de 1 a
sumoylation du méme résidu et permettre ainsi I’expression de genes impliqués dans le cycle
cellulaire et 1’apoptose, en réponse aux stress génotoxiques (Li et al., 2007 c). Ces résultats
suggerent que 1 es m odifications pos t-traductionnelles de TIFIP constituent un mécanisme

important de régulation de son activité transcriptionnelle.

f) Les roles physiologiques de TIF1(

1. Le développement embryonnaire

Chez la souris, 1’invalidation totale du gé ne codant pour T IF13 conduit a une 1étalité
trés précoce au cours du développement embryonnaire. Les embryons 7/F1 [ " se développent
normalement jusqu’au stade blastocyste puis s’implantent correctement dans la paroi utérine.
Ils manifestent ensuite un re tard de dé veloppement important & environ 5.5 j pc (jours post
coitum), stade auquel s ’initie normalement 1a gastrulation, et sont complétement résorbés a

8.5 jpc. Les embryon mutants sont caractérisés par 1’absence de formation du mésoderme,
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caractéristique de la gastrulation (Cammas et al., 2000) (figure 33). Ces résultats indiquent
que T IF1B est es sentiel au développement em bryonnaire pr écoce, en particulier pour 1a

régulation de genes indispensables a I’initiation de la gastrulation.

TIF1B+ TIF 1B

TIF1B+ TIF1p™
g ng",gir :‘_(.a' B -

Figure 33 : TIF1f
est i ndispensable

al ’embryogenése
précoce.

E7.5

(d’aprées C ammas
et al., 2000).

Ahdy

Analyse morphologique

ii. La spermatogenése

TIF1PB joue aussiun rdle essentiel au cours de 1a s permatogenése ou il est exprimé
pendant une période bien définie correspondant a la maturation des spermatocytes pachyténes
en spermatides allongées (Weber et al., 2002). Il est exprimé dans les spermatides rondes, les
spermatides en cours d’ €longation, les cel lules de S ertoli et les s permatocytes; de fagon
intéressante, TIF1[ est associé préférentiellement aux structures hétérochromatiniennes de ces
cellules. L’invalidation conditionnelle de TIF1( dans la lignée germinale méale n’affecte pas la
différenciation des s permatocytes en spermatides r ondes puis en spermatozoides m ais | es
tubes s éminiféres TFI1B dégénérent, avec une di sparition totale d es cel lules ge rminales
(Weber e t al., 2002) ( figure 34 ). T IF1B exerce donc d es fonc tions i ndispensables a 1a

spermatogénese chez la souris.

Figure34 : TIF1p est
indispensable a la

spermatogeneése.

Aprés 8 s emaines de
traitement a u tamoxiféne
(TAM), I’excision de TIF1p
dansla 1 ignée germinale
male ¢ onduit a la

dégénérescence de

Contréle Traitement TAM I"¢pithélium s éminifére
8 semaines (d’aprés Weber et al., 2002).
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1ii. TIF1B et la réponse comportementale

TIF1p est aussi impliqué dans la réponse com portementale chez 1’adulte en jouant un
role 1 mportant da ns 1 e cerveau e t 1 es ne urones (J akobsson eta l., 2008). I 1esten effet
fortement expr imé da ns | "hippocampe, le cer velet, les ne urones et da ns 1 ’ensemble du
cerveau. L’inactivation totale du géne codant pour TIF1f dans les neurones des souris adultes
provoque un phé notype d’h yper a nxiété et de p erte de m émoire s patiale et t emporelle en
réponse a u s tress (J akobsson et al., 200 8). T IF1f et 1 es K RAB-ZFP pour raient ainsi étre
impliquées dans le contrdle épigénétique de 1’expression de génes au niveau de I’hippocampe

et conditionner la réponse comportementale aux stress ainsi que les capacités cognitives.

g) TIF1f3, un régulateur essentiel de la différenciation cellulaire

Afin dem ieux comprendre au niveau moléculaire et ce llulaire 1 es f onctions
physiologiques de TIF1B et de son interaction avec les protéines HP1, des études dans un
mode¢le de différenciation cellulaire in vitro ont été entreprises au laboratoire. Les cellules F9,
dérivées de carcinome embryonnaire murin, ont été choisies car elles constituent un modéle
bien établi du développement em bryonnaire précoce et de la différenciation (Hogan, 1976;
Strickland et Mahdavi, 1978; Strickland et al., 1980). Ces cellules F9 ressemblent fortement
aux cellules pluripotentes de la masse cellulaire interne (ICM) de I’embryon précoce au stade
blastocyste. Cependant, a la différence des cellules embryonnaires souches (ES), les cellules
F9 ont un potentiel de différenciation assez limité. Elles sont capables de se différencier en
cellules de t ype endode rme pr imitif ( PrE), lorsqu’elles s ont cu Itivées s ous f orme de
monocouches en pré sence d’acide rétinoique (AR) ainsi qu’en cellules de type e ndoderme
pariétal (PE) aprés traitement a I ’AR + dibutyryl-AMPc (dbAMPc) (Strickland et Mahdavi,
1978). De plus, ces cellules peuvent également &tre induites a s e différencier en cellules de
type endoderme viscéral (VE) lorsqu’elles sont cultivées sous forme d’agrégats en présence
d’AR.

Des ét udes r éalisées dans ce m odele ce llulaire ont mis en évidence une distribution
dynamique de TIF1f au cours de la di fférenciation des cellules F9 en endoderme primitif.
Dans les cellules non différenciées, TIF1B est distribué de fagon diffuse dans le nucléoplasme
al ’exclusion dunuc léole, puiss er elocaliseau ni veau del ’hétérochromatine

péricentromérique au cours de la d ifférenciation en cellules P rE. Cette r elocalisation est
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dépendante de 1’interaction TIF13-HP1 car elle peut étre abrogée par des mutations au niveau

du motif « HP1 box » de TIF1P (Cammas et al., 2002) (figure 35).

F9 non différenciées FO9 différenciées

i
. "
“gt

Hoechst

L
L]

-

TIF1BAHP 1box Hoechst TIF1BAHP1box

Figure 35 : La relocalisation de TIF1P a ’hétérochromatine, au cours de la différenciation des cellules F9

en PrE, nécessite son interaction avec les protéines HP1. (d’aprés Cammas et al., 2002).

Ce modcle cellulaire a permis également d’ établir que 1’interaction de TIF1p avec les
protéines HP1 joue un rodle es sentiel pour 1 a di fférenciation terminale de s ¢ ellules F9 en
cellules PE. Pour cela, une lignée de cellules de carcinome embryonnaire murin (cellules F9
TIF 187" exprimant une protéine TIF1B mutée dans son motif HP1box (TIF1B™'*%) 4 la
place de la protéine TIF13 sauvage, a été établie au laboratoire par recombinaison homologue
(Cammas et al., 2004). Ce s cellules T7F18"""™" sont viables bien qu’elles pr ésentent un
retard de croissance important par rapport aux cellules sauvages, et présentent des défauts de
différenciation spécifiques. En effet, tandis que les cellules TIF1 87" sont capables de se
différencier en cellules PrE (dépendante de 1’AR), elles sont incapables de se différencier en
cellules PE (dépendante de 1’AR et du dbAMPc), a la différence des cellules F9 de type
sauvage (figure 36). Grace a un systéme d’expression ectopique de la protéine TIF1[3 sauvage
contrdlé au cours du temps, il a été établi que les complexes TIF1B3-HP1 exercent leurs effets
pendant un intervalle de temps déterminé précédant le déclenchement de la différenciation en
endoderme pariétal (entre 24h et 48h aprés le début du traitement a I’AR) (Cammas et al.,
2004). L’ensemble de ces donné es pe rmettent d’a ttribuer aux ré gulations e xercées par l es
complexes TIFI1B-HP1 un r6le déterminant dans la progression des cellules F9 vers leur voie

de différenciation terminale.
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dbAMPc

TIF1 ﬂH P1box/-

Figure 36 : L’interaction entre TIF1p et les protéines HP1 est nécessaire pour la différenciation terminale
des cellules F9 en endoderme pariétal (PE). AR : acide rétinoique, PrE : endoderme primitif, PE : endoderme

pariétal. (d’apres Cammas et al., 2004).

Projet de thése :

Mon travail de thése a porté sur la compréhension des mécanismes moléculaires sous-
jacents aux fonctions de s com plexes TIF1B-HP1 pourl a ph ysiologie cel lulaire. Plus
spécifiquement, i 1 s ’agissait d’ identifier | es g €énes di rectement r égulés pa r TI F1 et de
déterminer la contribution exacte que 1 ’interaction ent re TI F1f etles H P1 exerce d ans
I’organisation de la structure de la chromatine des promoteurs de ces geénes cibles ainsi que
dans leur localisation dans I’espace nucléaire.

L’objectif a aussi été de chercher a identifier les sites de fixations de TIF1p a 1’échelle
du génome, afin de m ieux définirl ’implication réelled e TI FIp dans lar égulation
épigénétique d el at ranscription. L’intérét de ce tte étude es td’ identifiere t de m ieux
caractériser les régions du génome régulées par TIF1f ainsi que de définir la nature des genes
préférentiellement régulés par TIF1 au cours de la différenciation cellulaire. Pour cela, notre
stratégie a cons isté a r €aliser une expérience d’ immunoprécipitaion de la chromatine suivie
d’un séquengage massif en haut débit (ChIP-Seq) au cours de la différenciation des cellules
F9 en endoderme primitif (PrE). Nous continuerons ensuite a caractériser la structure de la

chromatine, les modifications des histones, la méthylation de I’ADN et 1a localisation sub-
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nucléaire des geénes cibles de TIF1P dans des cellules non différenciées ainsi qu’au cours de la
différenciation. En prenant ainsi les genes cibles de TIF1p comme modele, nous pourrons
mieux caractériser | es év énements épi génétiques s urvenant | ors de la d ifférenciation

cellulaire, la cinétique de m odifications de ces év énements a insi qu e | eur m écanisme d e

transmission.
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Les ét udes r €alisées au laboratoire ont permis de dé montrer qu e | ’interaction entre
TIF1P etles protéines HP1 est importante pour 1a localisation sub-nucléaire dynamique de
TIF1B au cours de la différenciation (Cammas et al., 2002) ainsi que pour la progression des
cellules F9 vers leur voie de différenciation terminale (Cammas et al., 2004). Si ces résultats
permettent d’ attribuer aux complexes TI F1B-HP1 de s fonc tions e ssentielles pourl a
physiologie cellulaire, ils soulévent néanmoins de nombreuses questions quant a la nature des
genes régulés par ces complexes et celle des mécanismes contrdlant 1 eur e xpression. P our
chercher a ré pondre a ces que stions, n ous a vons ¢ ombiné une a nalyse t ranscriptomique
comparative ent re de s ce llules F9 TIFIf" " etdesc ellules TIFI ﬁ’q Plbox” (exprimant une

protéine T IF1 Mo

n’interagissant pl us av ec 1 es pr otéines H P1) av ec de s e xpériences
d’immuno-précipitation de la chromatine ( ChIP). Cette ¢tude nous a p ermis d’ identifier e
gene MEST (Mesoderm Specific Transcript) comme étant un géne cible direct de TIF1. Nous
avons d¢ montré que 1 eprom oteur dug ¢ne MEST adopteuns tructurede t ype
hétérochromatine dans les cellules F9 TIF15" 7, caractérisée par une triméthylation de H3K9
et de H4K20, une hyperméthylation de 1’ADN et un enrichissement en protéines HP1. Ce
promoteur estpa r contredé pourvude sm odifications associéesal af ormation
d’hétérochromatine f acultative ( triméthylation de H 3K27)et al ’expression des g enes
(acétylation de H3K9). Cette structure de type hétérochromatine nécessite 1’interaction entre
TIF1B etles protéines HP1 puisqu’elle es t com plétement dé sorganisée da ns 1 es cel lules
TIF 187" Dans les cellules TIFI1S™""*" le promoteur MEST est en effet hypométhylé et
caractérisé par une triméthylation de H3K27 associée a une réactivation de I’expression de ce
gene. Des expériences de DNA-FISH ont démontré de plus que MEST adopte une localisation
subnucléaire pr éférentielle & pr oximité de 1 "hétérochromatine g race a l’interaction entre
TIFIP et les protéines HP1. Nous avons ens uite cherché a savoir si TIF1[3 est également
capable d’établir la structure de type hétérochromatine et la répression du géne MEST, en ré-
exprimant flag-TIF1B de facon ectopique dans les cellules 7IF 157 Ibox” 11 a ainsi pu étre mis
en évidence que flag-TIF1f est capable de restaurer partiellement la répression de MEST et de
rétablir la structure de type hétérochromatine ainsi que la méthylation de I’ADN au niveau du
promoteur de ce gene.

L’ensemble de ces données démontre ainsi que TIF1[3, grace a son interaction avec les
protéines HP1, est absolument essentiel a 1’¢établissement et a la maintenance d’une structure

de t ype hé térochromatine da ns 1 a r égion promotrice de c e g ¢ne ci ble, ainsiqu’ a s on



Résultats : Partie I 93

association préférentielle a1 “hétérochromatine cons titutive. Nos donné es s uggérent aus si

fortement que TIF1p ne régule qu’un seul des deux alleles de MEST.
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I. Projet:

Identification de genes cibles de TIF1p au cours

de la différenciation cellulaire

Dans I e but d’i dentifier d’a utres g énes que MEST directement r égulés par TI F13,
susceptibles de jouer un rdle physiologique majeur au cours de la différenciation cellulaire,
nous av ons ent reprisune ¢t ude a pl us grande éche lle en réalisant une e xpérience
d’immunoprécipitation de la chromatine suivie d’un s équengage massif en haut débit (ChIP-
seq). Cette étude a pour objectif principal de progresser dans la compréhension du mécanisme
de régulation transcriptionnelle de TIF1B et dans la compréhension du role des complexes
TIF1B-HP1 dans 1 ’organisation del a s tructure d e | a chr omatine et la | ocalisation sub-
nucléaire des genes cibles primaires de TIF13. De plus, la combinaison de cette analyse des
sites de fixation de TIF1 avec une analyse transcriptomique comparative entre des cellules
F9 TIF1 ﬂ+/ “ et des cellules TIF15™! box devrait nous permettre d’ identifier des geénes cibles
susceptibles d’étre impliqués dans la différenciation terminale des cellules F9.

Avant d’ effectuer ce tte r echerche de g ¢nes ci blesde TIFIP parle Chl P-seq, une
premieére étude avait été effectuée par une autre méthode : le clonage et séquencage de I’ADN
immunoprécipité par ChIP. Cette analyse ne nous a finalement pas permis d’identifier avec
certitude des génes cibles primaires de TIF1. Par cette méthode nous avons en effet identifi¢
preés d’une trentaine de g eénes plus fortement exprimés dans 1es cel lules TIF] ,BH Plbox/ par
rapport aux cellules TIF1/3" *, donc présentant des caractéristiques de cibles primaires, mais
ensuite | a v alidation par de s expé riences de C hIP cl assiques ne fut pa s conc luante; I es
enrichissements observés en TIF1 au niveau des séquences clonées étaient en effet du méme
ordre de grandeur dans les cellules TIF],[)’+/' que dans les cellules TIF]ﬁ‘HP”’OX/’. Nous avons
donc décidé de ne pas poursuivre la recherche avec cette technique mais de réaliser une étude
plus globale dans les cellules F9 en utilisant la méthode de ChIP-seq. Cette analyse par ChIP-
seq a été réalisée avec un anticorps anti-TIFIP sur des cellules F9 sauvages et des cellules
TIF18"/rTA-fTIF1p utilisées co mme ¢ ontrdle. C es c ellules T[F],H/'/rTA-f.TIF]ﬁ ont ét &
choisies com me contrdle car e lles n” expriment pas de TIF1p endogene et une trés faible
quantité d’un transgeéne flag-TIF1, I’inactivation de TIF1p étant 1étale dans les cellules F9.

L’analyse a ét¢é effectuée au cours de la différenciation de ces cellules en endoderme primitif
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induite pendant 36h de traitement a 1’acide rétinoique (AR). Ce choix de traitement a été fait
de fagon a se placer dans la fenétre de temps (entre 24 et 48h) pe ndant laquelle 1’interaction
entre TIF1P et les protéines HP1 est indispensable pour la progression de la différenciation
cellulaire (Cammas et al., 2004). Seuls les résultats préliminaires obtenus dans la derniére

partie de ma thése par le ChIP-seq seront présentés dans cette partie.

II. Matériel et Méthodes

Le protocole de ChIP utilisé pour I’expérience de ChIP-seq est le méme que celui déja
décrit d ans 1 a publ ication jointe a ce m anuscrit ( voir r ésultats pa rtie I ). Seules| es
modifications apportées a ce protocole seront donc mentionnées ainsi que quelques points de

matériel et méthode qui seront un peu plus développés.

1. Milieux et conditions de culture des cellules F9

Les cellules F9 sauvages et les cellules TIF 1S /rTA-f.TIF1/3 ont été cultivées en milieu
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gilbeco) supplémenté avec 10% de sérum de
veau feetal (SFV) dans des boites de culture de 15 cm de diamétre. Les boites ont été placées
dans un 1 ncubateur a 37°C s ous atmosphere humide a 7% de CO,. La di fférenciation en
cellules de t ype endode rme pr imitif a ét € obt enue en ensemencant | es ce llules a une
concentration d’environ 5.10%cm” dans le milieu DMEM, 10% SFV et en ajoutant au milieu,
apres 24h de culture, de 1’acide tout-trans rétinoique (AR, Sigma) a une concentration finale

de 1 uM pendant 36h.

2. ChlP-seq

- Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP)

Les expériences de ChIP ont été réalisées suivant le protocole Millipore avec quelques
modifications, comme déja décrit (voir publication). La sonication a été réalisée a 1’aide d’un
sonicateur Biorupteur (Diagenode Philadephia, PA) par des pulses de 15 sec, séparés par des
repos de 15 sec pendant 40 min, de fagon a obtenir un maximum de fragments de chromatine

de 1 ’ordre de 200 pb. L’immunoprécipitation a été ré alisée sur 10.10° cellules avec 5 pl
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d’anticorps anti-TIF1f polyclonal purifié (anticorps PF64), 1a nuit, a 4°C s ous rotation. Les
complexes ADN-protéines immunoprécipités ont été récupérés a 1’aide de 60 ul de billes de
protéine A agarose a 250 m g/ml, pré -bloquées avec de la BSA ultra pure (SIGMA) et de
I’ARNt de levure (0,4 pg/ml) (SIGMA) ala place de 1’ADN de sperme de saumon. Apres
extraction phénol/chloroforme suivi d’ une pr écipitation a 1’éthanol, le cul ot d” ADN a ét ¢

repris dans 20 pl d’eau en vue d’€tre séquence.

- Séquencage massif en haut débit

Le séquencage massif en haut débit de 1’ADN immunoprécipité a été réalisé a 1 *aide
d’un séquenceur Solexa (Illumina) dans le service séquengage de 1I’IGBMC. Les principales
¢tapes r €alisées dans ce s ervice s ont | es s uivantes : 1) 1a pr éparation d’une 1 ibrairie de s
fragments d’ADN immunoprécipités, 2) le séquengage massif en haut débit et 3) le traitement
des données générées par le séquencgeur.

L’ADN i mmunoprécipité pa r Chl P e stt out d’a bord qu antifié¢ pa r un e m éthode
fluorescente. Au minimum 10 ng sont nécessaires pour la préparation de la librairie. Le profil
de fragmentation est ég alement an alysé sur un BioAnalyzer ( Agilent); une fragmentation
optimale par sonication est en effet requise car seuls les fragments d’environ 200 pb pe uvent
étre séquencés. L’ ADN immunoprécipité est ensuite traité a la T4 DNA polymérase de facon
a obtenir des extrémités franches puis phosphorylé avec de la T4 polynucléotide kinase. Une
adénine ( A) est aj outée ensuite en 3’ d es fragments phos phorylés par un traitementa la
Klenow, puis de s ada ptateurs s ont r ajoutés aux fragments a I ’aide d’ une D NA ligase. La
librairie est ensuite déposée sur gel d’agarose 2% et la bande correspondant aux fragments de
200 pb £ 25 bp est sélectionnée et découpée au scalpel puis purifiée a I’aide d’un kit Qiagen.
Cette librairie est ensuite amplifiée par PCR avec des am orces s pécifiques d es adaptateurs
puis visualisée et validée sur un BioAnalyzer (Agilent), ce qui permet de contrdler la taille, la
pureté et la concentration de 1’échantillon.

Le séquencage est réalisé ensuite dans le séquenceur Genome Analyser 11 (Illumina).
Pour cela, la librairie es t hy bridée s ur une flowcell. Les m olécules uni ques s ont ens uite
amplifiées a la surface de la flowcell par des cycles de dénaturation et amplification, de facon
a obtenir des « clusters » formés de millions de molécules. Ces clusters sont séquencés en
haut débit par mesures et extractions des intensités de fluorescence. De courtes séquences de

36 bases ou « tags » sont ainsi séquencées et générées.
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Un alignement des tags a ens uite été effectué contre le génome non masqué de Mus
musculus (mm9) et un fichier BED a € t€ généré contenant un total de 6.6 millions de tags
uniques pour la librairie de la ChIP TIF1P dans les cellules F9 sauvages (ChIP-seq TIFI1P) et
4.4 millions de tags uniques pour | a librairie de 1a ChIP TIF1f3 contréle dans les cellules

TIF1B"/rTA-f TIF 1 (ChIP-seq_contrdle).

- La recherche de régions enrichies

Les fichiers BED contenant I ’ensemble des tags avec leurs positions sur le génome
(chromosome, début et fin de la s€quence) ont tout d’abord été visualisés sur le serveur UCSC
(University of  California at  Santa Cruz) (ht tp://genome.ucsc.edu) a fin d’obs erverl a
distribution des tags dans le génome de la souris ainsi que les régions enrichies par rapport au
contrdle.

La recherche de régions enrichies en tags a ensuite €té réalisée en utilisant le logiciel
MACS ( Model-based Analysis of ChIP-Seq) ( Zhanget a 1., 2008) av ec les p aramétres
suivants : gsize=1.87. 10° (taille du génome en pb), tsize=36 (taille des tags), bande width=100
(fenétre de 100 pb), mfold=28 (enrichissement > 28 fois par rapport au bruit de fond local), p
value=10" (comparaison par rapport au bruit de fond local). Les tags ont ainsi été recherchés
sur les brins sens et anti-sens puis les régions enrichies en tags par rapport au bruit de fond ont
été d éterminées par M ACS en utilisant une distribution de P oisson. De plus, il a été tenu
compte du contrdle de I’expérience, en recherchant les régions enrichies en tags dans le ChIP-
seq_TIF1p par rapport au ChIP-seq_controle.

Les positions génomiques de chaque région enrichie en tags ont ensuite été annotées
sur le génome de Mus musculus (mm9) par rapport au TSS du gene le plus proche en utilisant
I’interfacew eb  GPAT ( Genomic  Position  Annotation  Tool) (  http://bips.u-
strasbg.fr/GPAT/Gpat_home.html) (Krebs et al., 2008).

3. Réactions d’amplification qPCR en temps réel

La validation de c ertaines s équences pr omotrices i dentifiées pa r C hIP-seq a été
réalisée par des expériences de ChIP classique (voir protocole, partie I) sur des cellules F9
sauvages (ChIP_TIF1B) et des cellules TIF1f g /rTA-f. TIF 1 (ChIP_contrdle). Les réactions
d’amplification ont été réalisées en triplicat dans un LightCycler' ™ (Roche Diagnostics), dans

un volume final de 10 pL. Aux 5 uL d’un mélange réactionnel « 2X QuantiTect SYBR Green
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PCR Master Mix » (Qiagen) contenant du tampon PCR, des dANTP, du MgCl, 5 mM, l'agent
intercalant SYBR Green I et I’enzyme HotStarTaq® ADN polymérase, il a été ajouté 1 pL de
chacune des amorces sens et antisens a une concentration 20 uM et 3 pL d’ ADN obtenu par
ChIP. 50 cycles d’amplification PCR ont ensuite €té réalisés, composés chacun de 10 sec de
dénaturation a 95°C, 20 s ec d’hybridation des amorces a 58°C et de 20 s ec d’élongation a
72°C. Pour chaque région amplifiée, I’enrichissement a été calculé en comparant les quantités
relatives de produi t P CR norm alisé pa rra pporta D'inputde 1 a ChIP _TIFIP et del a
ChIP_controle. Cet enrichissement relatif a ens uite été comparé par rapport a celui obtenu
pour le geéne controle ARBP utilisé pour la normalisation. Les oligonucléotides amorces qui

ont été utilisés sont présentés en Annexe I1.

4. RT-PCR quantitative

Les ARN de cellules F9 TIF1 ﬂ” ~ et de cellules TIF1A" PIbov™ hon traitées et traitées
pendant 36h a 1 ’AR,ont ¢ té extraitsa vecdu TRIzol® (I nvitrogen, France). La
rétrotranscription a été réalisée sur 1.5ug d’ARN selon le protocole défini par le fournisseur
(Superscript 11, Invitrogen). Les réactions d’ amplification ont ensuite été réalisées sur 3 pL
d’échantillons rétrotranscrits di lués au 1/10 dansun LightCycler'™ (Roche D iagnostics),
selon les mémes conditions que pour les PCR quantitatives. Les oligonucléotides amorces qui

ont ¢été utilisés sont présentés en Annexe II.

5. Analyse du contenu en GC et recherche des ilots CpG

Les séquences ont tout d’abord été extraites au format FASTA en utilisant Genomatix.
L’analyse de c ontenu en G C (% G C)etlarecherche de silots CpG (c alcul d u ra pport
CpGobserve/CpGattendu) dans les séquences a ensuite été réalisée en utilisant I’interface web CpG
Island Searcher (http://cpgislands.usc.edu/) (T akaie t Jones, 2003). E nviron 300 ré gions

promotrices et 300 régions distales (> £ 8 kb du TSS) ont été analysées.

6. Analyse des séquences répétées

Les s équences r épétées ont &t € 1 dentifices et 1 ocalisées dans1e g énome de Mus
musculus en utilisant R epeatMasker. Un programme ¢laboré a 1 ’IGBMC a ét ¢ utilisé pour

identifier e t annot er | es s équences r épétées en comparant | es pos itions g énomiques de s
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séquences du ChIP-seq a 1a banque de donnée des séquences répétées de RepeatMasker. La
localisation des tags au niveau des séquences répétées a été vérifiée sur un échantillon de 500

séquences en utilisant RepeatMasker sur le serveur UCSC.

7. Analyse fonctionnelle

La cl assification des g enes ci bles pr imaires de TIF1B en différentes ca tégories
fonctionnelles a été réalisée en utilisant le logiciel d’analyse Ingenuity (http://ingenuity.com)
Laliste de s g énes c lassés en di fférentes ca tégories f onctionnelles est pr ésentée d ans 1 e

Tableau R2 en Annexe I.

III. Résultats et discussion

1. Identification des sites de fixation de TIF1B a I’échelle du génome

Dans 1 e but d’ identifier d es g €nes ci bles de TI F1B susceptibles d € j ouer un rdle
physiologique m ajeur au cours de | a différenciation cellulaire, nous av onsr éalisé un e
expérience de ChIP avec un anticorps polyclonal anti-TIF1p purifié¢ (anticorps PF64), suivie
d’un séquencage massif en haut débit (ChIP-seq TIF1p) dans les cellules F9 sauvages traitées
pendant 36h a vec 1 uM d’acide rétinoique (AR). De fagon a avoir un ¢ ontrole du bruit de
fond et de 1aliaison nons pécifique de T IF1f, une m éme expé rience de C hIP-seq avec
I’anticorps pol yclonal anti-TIF1P a été réalisée dans des cellules TIF1f /‘/rTA-f TIF1p qui
n’expriment pas de TIF1B endogéne et une tres faible quantité d’ un transgene flag-TIF1[3
(ChIP-seq_controle). Apres séquengage de fragments d’ADN de 36 pb (ou t ags), les données
obtenues pour 1 es de ux t ypes cel lulaires ont ét¢ alignées sur le génome de Mus m usculus
(mm9). Nous avons ainsi obtenu des librairies de tags contenant plus de 6.6 millions de tags
uniques pour 1es cel lules F9 sauvages et 4.4 millions de t ags uni ques pour I es cel lules
contrdles TIF13"/rTA-f. TIF1 S respectivement. L’observation de la distribution des tags dans
le génome de Mus musculus sur le serveur UCSC nous a montré un nom bre considérable de
régions fort ement e nrichies e n T IF13 dans 1 e Chl P-seq TIF1p par rapport a l expérience

contrdle (figure R1a). Nous avons réalisé ensuite une recherche de régions enrichies en tags
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dans le génome en utilisant le logiciel MACS (Model-based Analysis of ChIP-Seq) (Zhang et
al., 2008). P ar cette analyse, nous avons mis en ¢ vidence 50798 r égions e nrichies dans le
ChIP-seq TIF1p (régions contenant de 6 a 100 tags) par rapport au bruit de fond local (figure
R1b). Une ana lyse s imilaire, effectuée en présence du ChIP-seq contréle, nous a pe rmis
ensuite d’¢ liminer plus de 36.2% de séquences et d’isoler 32401 ré gions e nrichies en tags
(régions c ontenant € galement de 6 a 10 0 tags) par ra pport a u c ontrole (Chl P-seq_ TIFI
normalisé) (figure R1b). La recherche des régions enrichies dans le génome, avec le logiciel
MACS, a donc mis en évidence plus de 32400 sites potentiels de fixation de TIF1 dans les
cellules F9.

@ chid (O30 EEGIREN | SA2 EEGES WE1l. ZEEES . 1BES . 5 ERD 1 =3 EECIN | SHEL

Chr8

87300000 87350000 87400000 87450000 87500000
ChIP-seq TIF1B a
ChIP-seq contrdle i A .:. i

HF ix -sffpeeeeceeeieced]  Dands feesd calr i Zyced b KIFLIH Rthon kbl Proxe o]

®

ChIP-seq TIF18

ChiP-seq TIF1p normalisé/contréle

nombre séquences

L 50798 32401
enrichies en tags

% séquences éliminées 36%

Figure R1 :1 dentification de s s ites de f ixationde T IF1p a I’échelle d u gé nome au c oursd e la
différenciation d es ce llules F9 (36h d e traitement & ’AR). (a) L a visualisation de s do nnées du C hIP-seq
TIF1p (haut) et du ChIP-seq contrdle (bas) sur le serveur UCSC montre les régions du génome enrichies en tags.
Desr égions du génome s ont fortement e nrichies e nt ags da ns le ChIP-seq TIF1p par r apport au ChIP-seq
contrdle ( rectangles r ouges) al ors que d’ autres régions ne s ont pa s en richies ( rectangle bl eu). (b) T ableau
présentant le nombre de séquences enrichies en tags dans le ChIP-seq TIF1f et le ChIP-seq TIF1[3 normalisé par
rapport au contrdle, ainsi que le pourcentage (36.2%) de séquences non enrichies en tags par rapport au controle,

qui sont éliminées.
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2. Détermination du nombre de tags permettant de définir un site de fixation de TIF1f3

Nous avons cherché ensuite a déterminer de facon plus précise le nombre minimum de
tags permettant de définir un site réel de fixation de TIF1f, en utilisant une approche a la fois
statistique et expérimentale. Pour cela, les séquences isolées en absence ou en présence du
ChIP-seq_controle, ont ét¢ séparées en différentes catégories en fonction du nombre de tags
qu’elles contenaient. En comparant ensuite pour chaque catégorie le nombre de séquences
obtenues en absence ou e n présence du contrdle, nous avons pu mettre en évidence que la
majorité de s s équences qui on t ét € €l iminées en présence du controle sont cel les qui
contiennent le moins de tags. En effet, seulement 52.6% des séquences contenant entre 6 et 9
tags ont été conservées alors que plus de 86% et 90.1% des séquences de la catégorie 20-25 et
26-100 tags ont été conservées respectivement ( figure R2a). Le pourcentage de séquences
conservées pour ces de ux derniéres ca tégories es t m éme pr oche d’ étre s tatistiquement
significatif par rapport au pourcentage total (63.8%) de séquences conservées (26-100 tags :
¥, p=0.034; 20-25 tags : ¥°, p=0.07) (figure R2a). Ce résultat dé montre que les séquences
comportant pe u det ags cor respondent v raisemblablement a de s s ites de f ixation non
spécifiques de TIF1P ou a des sites reconnus avec une faible affinité. Nous avons analysé
ensuite dans le ChIP-seq TIF1p normalisé par rapport au contrdle le pourcentage de régions
promotrices (défini a +£ 8kb du T SS du geéne le plus proche) obtenues pour chaque catégorie.
Nous avons pu mettre ainsi en €évidence que le pourcentage de séquences promotrices par
rapport a I’ensemble des séquences est plus faible pour les séquences comportant peu de tags
(par exemple 15.8% pour la catégorie 6-9 tags) que pour les s€quences comportant un nombre
important de tags (40.2% pour la catégorie 20-25 tags et 39.6% pour la catégorie 26-100 tags)
(figure R2b). Ce pourcentage de régions promotrices pour les catégories 20-25 tags et 26-100
tags es t statistiquement s ignificatif pa r ra pport a u pourc entage t otal (22.9%) de ré gions
promotrices retrouvées dans les 32401 s équences (20-25 tags : % p=0.034; 26-100 tags : »°,
p=0.029) (figure R2b). L’ensemble de ces résultats suggerent que les séquences comportant
entre 20 et 100 tags sont fortement enrichies en régions régulatrices et promotrices de genes
reconnues s pécifiquement par TIF1, alors que 1es autres s équences (c omportant moins de
tags) c orrespondent plutot a des sites de fixation non s pécifiques de TIFIP ou ades sites

reconnus avec une faible affinité.
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@ nb tags dans séquences 6<9 tags | 10<15 tags | 16<19 tags | 20<25 tags [26<100 tags total
nb séquences ChIP-seq TIF1 24256 16886 4558 2962 2136 50798
nb séquences ChIP-seq TIF1B 12757 11571 3602 2546 1925 32401
normalisé/controle
% séquences conservées 52,6 68,5 79,0 86,0 90,1 63,8
testy 2/ total 0,3 0,68 0,2 0,07 0,034
@ nb tags dans séquences 6<9 tags | 10<15 tags | 16<19 tags | 20<25 tags |26<100 tags| _total
nb séquences ChlP-seq TIFIp 12757 11571 3602 2546 1925 32401
normalisé/controle
+ =
nb promoteur (£8kb TSS) ChIP-seq TIFIf 2021 2534 1091 1023 762 7431
normalisé/controle
% séquences promotrices (=8kb TSS) 15,8 21,9 30,3 40,2 39,6 22,9
testy 2/ total 0,25 0,88 0,31 0,029 0,034
6 6 6
25 2 s 2 5
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= = =
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Figure R2 : Détermination du nombre minimum de tags permettant de définir expérimentalement un site
de fixation de TIF1p. (a) Les séquences ont été classées en différentes catégories en fonction du nombre de tags
qu’elles contiennent et le pourcentage de séquences conservées en présence du ChIP-seq controle a été calculé et
comparé au pourcentage total de séquences conservées (63.8%) par le test statistique du x°. (b) Dans le ChIP-
seq TIF1B normalisé par rapport au contrdle, le pourcentage de séquences promotrices (+ 8 kb du TSS)a été
calculé pour chaque cat égorie et co mparé au pourcentage total de séquences promotrices (22.9%) par le test
statistique du °. (c) La validation de cer taines régions pr omotrices de gé nes po ur la cat égorie 26-100 t ags
(gauche), 20 -25 t ags ( milieu) et 16 -19 t ags ( droite), a étéréalisée par des e xpériences de C hIP anti-TIF1f
classique sur des cellules F9 WT et des cellules TIF1 ,6’/ /rTA-f. TIF1f (-/-) traitées pendant 36h a I’AR. Les

résultats sont présentés sous forme de ratio WT/(-/-) normalisé par rapport au géne controle ARBP.

Nous avons cherché ensuite a valider expérimentalement les séquences obtenues par le
ChIP-seq en réalisant de sexp ériences de C hIP cl assiques, suiviesd’ amplifications
quantitatives en temps r éel ( qPCR), sur de s cel lules F9 sauvages ( WT) et de s cel lules

TIF18"/rTA-fTIF1p traitées pendant 36h avec 1 uM d’ AR. Nous avons ainsi confirmé un
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enrichissement p lus i mportant en TI FI3 dans1es cellules W T pa rr apport aux cellules
TIFIﬂ/’/rTA-f.T[FIﬂ sur plus d e 80% de r égions pr omotrices an alysées de 1 a cat égorie
26-100 tags et plus de 60% de régions promotrices de la catégorie 20-25 tags, alors qu’aucun
enrichissement r éel n’ a € t€ obs ervé s ur | es que Iques r égions pr omotrices an alysées de la
catégorie 16-19 tags. Les séquences promotrices qui ont €té testées pour cette validation sont
représentées (figure R2c¢). Il semble ainsi que la limite de validation par ChIP classique pour
laquelle on observe un enrichissement en TIF1 au niveau des séquences promotrices se situe
autour des 20 tags. Sur la base de 1’ensemble de nos données statistiques et expérimentales,
nous avons donc décidé de fixer la limite a un minimum de 20 tags pour définir un site de
fixation de TIF1f et de poursuivre notre analyse sur les 4471 séquences contenant entre 20 et
100 tags.

Nous avons alors poursuivi la validation des genes comportant entre 20 et 100 tags en
analysant leur niveau d’expression par RT-PCR quantitative sur des ARN préparés a partir de
cellules TIF13" " et de cellules TIF1 Vind Ibox- cultivées en absence (NT) ou en présence d’acide
rétinoique pendant 36h (36h AR).

Les geénes qui ont ét ¢ choi sis pour c ette de uxieme v alidation sont d es g eénes pour
lesquels nous avons pu mettre en évidence par ChIP un enrichissement plus i mportant en
TIF1P dansles cellules W T parrapport aux cellules T7F187""" . Cette ét ude a m is en
évidence que plus de 85% des genes analysés ont un ni veau d’e xpression pl us i mportant
(supérieur & 1,5 foi s) dans les cellules TIF14™! box/ par rapport aux cellules TIF1 ﬂ” " non
traitées ou traitées pendant 36h a 1’AR (figure R3). De facon intéressante, nous avons pu
mettre en évidence différents profils d’e xpression entre les cellules TIF18™ et les cel lules
TIF1 8™ box on fonc tion de 1°état de di fférenciation cellulaire. Certains geénes sont en effet
surexprimés da ns les ¢ ellules TIF1S™""*" par rapporta uxc ellules TIFIB™, plus
particulierement dans les ¢ ellules non différenciées (les g énes Cited2, Krr, et A4galt), et
d’autres, plutdt au cours de la di fférenciation ( par exemple 7af70). P ourles geénesde la
premicre catégorie, il est donc vraisemblable que I’interaction entre TIF1B et les protéines
HP1 joue un role important dans les cellules non différenciées alors que pour les génes de la
deuxiéme c atégorie, cette i nteraction serait plus importante au cours de la di fférenciation.
Pour d’ autres g ¢nes, cette i nteraction esti mportante aussi bi en da ns 1 es ce llules non

différenciées que dans les cellules di fférenciées c ar ils s ont s urexprimés dans 1 es cel lules
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TIF1B™"" quelque s oit ’état de d ifférenciation (les génes Kenjl0, Mash2, Gk5 et Svil)

(figure R3).
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Figure R3 : Validation de ’expression des geénes cibles de TIF1 isolés par ChIP-seq.

L’expression des génes a été analysée sur des cellules F9 TIF1S" et des cellules TIF1 4™ non traitées (NT)

et traitées pendant 36h a I’AR (36h AR), par RT-PCR quantitative. L’expression des génes a été normalisée par

rapport au géne HPRT utilisé comme contrdle.

On retrouve aussi plusieurs génes qui se comportent comme le gene Mest, c’est a dire

surexprimés dans les cellules TIF15" Plboxr- par rapport aux cellules TIF18" aussi bien en
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présence qu’en absence d’AR, et qui sont induits de fagon équivalente dans les deux types
cellulaires au cours de la différenciation (les genes Calr, Dusll, kctd17 et Pkm?2); ces génes
sont donc induits au cours de la différenciation en endoderme primitif a travers un mécanisme
qui ne dépend pas de I’interaction entre TIF1f et les protéines HP1. D’autre part, nous avons
observé uniquement pour I e géne Birc6 un niveau d’expression plus faible, de 1’ordre de 2
fois, dans les cellules mutantes 77F/ ,éﬂ Plbox” par rapport aux cellules 77F'1 ﬂ” " (figure R3).
Ces r ¢sultats suggerent fort ement que T IF1P régule 1 ’expression d’un no mbre t res
important de genes de 1a catégorie 20-100 tags a t ravers des mécanismes qui dépendent ou

non de I’interaction entre TIF1[ et les protéines HP1, selon I’état de différenciation cellulaire.

3. Localisation génomique des séquences cibles de TIF1f3

Dans le butde déterminer avec précision les r égions du génome pr éférentiellement
reconnues par TIF1f, les 4471 s équences contenant entre 20 et 100 tags identifiées ont été
annotées p ar r apport au TSS du genel e pl us pr oche en utilisant | ’interface w eb GPAT
(Genomic Position Annotation Tool) (Krebs et al., 2008). N ous avons mis ainsi en évidence
que 24.9% des sites de fixation de TIF1f se situe a moins de 8kb en amont du TSS et 15.1% a
moins de 8kb en aval du TSS (figure R4a). La majorité des autres sites de fixation se trouve
dans des régions distales (46.8%) a proximité d’un gene connu (entre 8kb et 100kb en amont
ou en aval du TSS) et seulement 13.2% des sites se situe dans une région trés éloignée (>
100kb du TSS) d’un géne c onnu ( figure R4a). D e fa ¢on i ntéressante, on re trouve pour | a
majorité d es g eénes, un s eul s ite de fixation (76.8% d es g enes) ou deux s ites d e fixation
(15.8% de s g énes) de T IF1P3, suggérant que 1ar égulation des g eénes par TI F1f se f ait
principalement a u niveau d’une s eule r égion du g ¢ne ( figure R4b). N ous a vons a nalysé
ensuite le contenu e n G+C de s s équences prom otrices ou d istales. P our ¢ ela, n ous a vons
utilisé le programme développé par Takai et Jones sur 1’interface web CpG Island Searcher
(http://cpgislands.usc.edu/) (T akai e t Jones, 2003). Les1lots Cp G ont € té ¢ lassés e n de ux
catégories : 1) les1lots C pGriches, définis par les criteres s tringeants de Tak ai et J ones
(contenu en GC > 55%, CpG gpserve/ CpGattendu=0.65) (Takai et Jones, 2002) et 2) les ilots CpG
pauvres, définis par les critéres moins stringeants de Gardiner-Garden et Frommer (contenu
en GC > 50%, CpGpserve/ CpGatendu=0.60) (Gardiner-Garden et Frommer, 1987). Cette analyse
amis en évidence que 72.3% des séquences prom otrices sont e nrichies en CpG, avec une

forte proportion d’1lots riches (59.8%) et 24.3% des séquences distales sont enrichies en CpG,
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avec une préférence pour les ilots pauvres (15.6%) (figure R4c). Ces résultats démontrent que
les s équences prom otrices e tdi stales sont fort ement e nrichies en CpG pa r rapport a
I’ensemble du g énome (~ 1a 2 %) ( Bird, 1986) e t suggerent qu’il s ’agit bien de ré gions

promotrices ou régulatrices de génes régulés par les complexes TIF13/HP1.
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Figure R4 : Les séquences promotrices et les séquences distales sont enrichies en ilots CpG.

(a) Distribution des sites de fixation de TIF1[ dans le génome. Le pourcentage de sites de fixation est représenté
pour différentes régions définies par rapport au TSS du géne le plus proche. Plus de 24.9% de sites de fixation se
situent & moins de 8 kb en amont et 15.1% a moins de 8kb en aval du TSS et 46.8% des sites sont situés entre §
kb et 100 kb en amont et en aval du TSS. (b) Nombre de sites de fixation de TIF1 trouvés par géne. La majorité
des geé nes ne sont régulés que parun seul site (76.8%) ou deux (15.8%) sites de liaisonde TIFIP.(c)Le
pourcentage de s équences pr omotrices etd istalesco ntenantun  ilot C pG3%ijche ( GC
CpGobserve/ CpGattendu=0.65) et un ilot CpG pauvre (GC > 50%, CpGobserve/CPGattendu>0.60) a été

déterminé ¢ nut ilisant 1’interface w eb C pG 1 sland Searcher ( http://cpgislands.usc.edu/). L es s équences

promotrices s ont enrichies en ilots CpG riches (59.8%) et les séquences distales so nt e nrichies en ilots CpG
pauvres (15.6%).
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4. TIF1B a une affinité pour les séquences répétées de type LTR et SINE

Afin de déterminer si des sites de fixation de TIF1f se trouvent dans ou a proximité de
régions ré pétées du g énome, nous avons ut ilisé un prog ramme ¢ laboré a 1’ IGBMC pour
comparer les positions génomiques des séquences isolées par le ChIP-seq & une banque de
donnée des séquences répétées et annotées chez la souris. Cette étude a m ontré que pres de
46.1% des séquences identifiées par le ChIP-seq, dont la taille moyenne est d’environ 450 pb,
comporte des séquences répétées du génome. La majorité des séquences retrouvées sont des
LTR ( Long Terminal Repeats) (15.2%), de s s imples ré pétitions (9.0%) a insi que de s
séquences de type SINE (Short INterspersed Element) (13.4%) et, dans 3.7% des séquences,
on retrouve des répétitions de plusieurs classes différentes en méme temps (figure R5a). Ce
résultat démontre qu’une grande proportion des sites de fixation de TIF1[ se situe dans ou a
proximité de régions répétées du génome.

Pour déterminer de fagon encore plus précise la localisation de ces sites de fixation,
nous avons analysé sur plus de 500 séquences contenant des répétitions la position exacte des
tags par rapport aux répétitions, dans le serveur UCSC. De facon intéressante, les tags sont
localisés presque exclusivement au niveau des LTR (52.9%) et des séquences de type SINE
(35,4%), alors qu’ils sont quasiment absents au niveau des séquences de type LINE (Long
INterspersed Element) (4.9%)e tde faible c omplexité (2.4%) ( figure R5b). M éme s i
I’enrichissement en tags est variable au niveau de ces séquences répétées (avec des régions
tres fortement enrichies et d’autres plus faiblement), ces données démontrent que les régions
répétées sur lesquelles les tags sont localisés correspondent principalement a des LTR et des
SINE; cela suggere que TIF1P pourrait se fixer au niveau de séquences régulatrices présentes
dans ces régions.

De plus, lamise en évidence de ce recrutement préférentiel de TIF13 au niveau des
LTR est en accord avec la découverte récente que TIF1 est capable de reconnaitre une région
bien précise, la région PBS (Primer Binding Site), située a proximité du LTR des rétrovirus
M-MLV (Moloney murin leukemia virus) et de ré primer I eur t ranscription (W olf e t G off,
2007; Wolfet al., 200 8). Il a été dé montré aus si que ce tte r épression des r étroéléments
contenant un LTR nécessite une interaction entre TIF1P et les protéines HP1 et se fait par
I’intermédiaire d’une KRAB-ZFP (Wolf et Goff, 2009). Il est donc vraisemblable que TIF1[3
joue un r 6le important dans la répression des rétroéléments en reconnaissant des séquences

spécifiques au niveau des LTR et des séquences répétées de type S INE. Il reste enc ore a
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déterminer si TIF1P utilise le méme type de mécanisme de répression au niveau des LTR et
des séquences de type SINE et en particulier si une interaction entre TIFI et les protéines
HP1 est né cessaire pour leur r ecrutement m utuel au niveau de c es s équences et pour la

répression exercée dans ces régions.
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Figure RS : TIF1P a une affinité pour les séquences répétées de type LTR et SINE.

(a) Le pourcentage des différentes classes de répétitions présentes dans les séquences isolées par le ChIP-seq a
été déterminé en comparant la position génomique des séquences a la banque de donnée des séquences répétées
chez la souris, ut ilisée par RepeatMasker. L es s équences du ChIP-seq contiennent majoritairement des L TR
(15.2%), des simples répétitions (9%) et des séquences de type SINE (13.4%). (b) La localisation précise des
tags au niveau des séquences répétées a été¢ déterminée en visualisant les séquences sur le serveur UCSC. Les
tags ( sites de fixation de T IF1f) s ont 1 ocalisés pr esque e xclusivement au ni veaude s LTR (52.9%) etdes

séquences de type SINE (35.4%).
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5. Analyse fonctionnelle des génes cibles de TIF13

De facon a mieux caractériser la nature et la fonction des génes cibles de TIF1[3, nous
avons réalisé une analyse bioinformatique parmi les quelques 1638 génes identifiés et régulés
au niveau de la région promotrice (définie a + 8 kb du TSS), en utilisant le logiciel d’analyse
Ingenuity. Ce tte ¢ tude nous a pe rmis de re grouper | es g €nes e n di fférents « clusters » de
fonctions cellulaires et de processus métaboliques et, du fait de la structure hiérarchique des
catégories f onctionnelles, un méme g éne a pu étre as signé a de m ultiples cat égories et
fonctions cellulaires (figure Ré6a et Annexe I). Cette analyse a mis en évidence que les cibles
directes de TIFIP sont m ajoritairement de s génes impliqués dans 1 ’expression des génes
(Foxc2, KIf5, Neurog2, Cited2, Calr...), lam ortc ellulaire ( Ndufal3, Sfip2, Unc5b,
A4galt,...), la croissance et la prolifération cellulaire (Actg!, Kifl3a, Rfcl...)etle cancer
(Casp3, Bax, Ccdc88a, Statl,...) (figure R6a et Annexe I). Nous avons ensuite comparé les
1638 g ¢nes c ible 1 dentifiés pa r 1 e ChIP -seq aux 3073 génes ci bles pr imaires de TI F13
identifiés récemment par la technique de ChIP-on-ChIP dans les cellules ES (Hu et al., 2009).
Sur les 1638 genes cibles, nous retrouvons une proportion significative de 449 (27.4%) genes
en commun avec ceux retrouvés dans les cellules ES (distribution hypergéométrique, p = 8.6
X 10™7) (figure R6b). Les génes identifiés pour chaque catégorie fonctionnelle par le ChIP-
seq ont ensuite également ét¢ comparés selon la distribution hypergéométrique aux genes des
différentes catégories fonctionnelles trouvées dans les cellules ES. Nous avons cherché pour
chaque ca tégorie f onctionnelle s i1 a pr oportion de g énes en commun est s tatistiquement
significative, en calculant une p-valeur selon cette distribution hypergéométrique. Nous avons
mis ainsi en évidence que les genes cibles retrouvés majoritairement en commun avec ceux
des cellules ES sont des genes impliqués dans la mort cellulaire, 1’expression des geénes la
croissance et la prolifération cellulaire ainsi que le cycle cellulaire (figure Réc). L’ensemble
de ces r ésultats dé montre que TIF1 esti1 mpliqué d ans 1 a r égulation d’ un nombre t rés
important de g ¢nes exe r¢ant de s f onctions es sentielles pour 1 a cr oissance et 1 a s urvie
cellulaire.

De plus, les catégories fonctionnelles de genes cibles de TIF1P qui re ssortent le plus
dans les cellules F9 sont celles qui ressortaient ¢galement dans les cellules ES (Hu etal.,
2009), suggérant que TIF1PB est impliqué dans les mémes fonctions et 1es mémes voies de
signalisation dans ces deux types cellulaires. Il semble aussi que 1’on ait un effet de TIF1f

principalement sur les fonctions globales et générales de 1a cellule et beaucoup moins sur les
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fonctions spécifiques, aussi bien dans les cellules F9 que les cellules ES. Le fait que TIF1f
soit impliqué dans la régulation d’un nombre aussi important de genes exercant des fonctions
essentielles a la survie cellulaire pourrait donc expliquer le phénotype de 1étalité trés précoce
au cours du développement embryonnaire (a 6.5 jpc) qui caractérise les em bryons mutants

homozygotes TIF 15 " de souris (Cammas et al., 2000).
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Figure R6 : Annotation fonctionnelle des génes cibles de TIF1f régulés au niveau de la région promotrice.

(a) L es cat égories fonctionnelles po ur les 1638 g¢ nes c ibles de T IF1P identifiés pa r le C hIP-seq ont ét é
déterminées e n ut ilisant le logiciel d analyse I ngenuity. Les cibles de T IF1B sont ma joritairement de s gé nes
impliqués dans I’expression des génes, la mort cellulaire, la croissance et la prolifération cellulaire et le cancer.
Les cat égories fonctionnelles qu ir essortent le p lus par ’analyse I ngenuity sont r eprésentées par le -log (p-
valeur) sur la figure. La liste compléte des génes trouvés pour toutes les catégories fonctionnelles est présentée
en Annexe I (tableau). (b) Diagramme de Venn pour les génes cibles communs de TIF1J identifiés dans les
cellules F9 par ChIP-seq (blanc) et les cellules ES par ChIP-on-ChIP (gris). Parmi les 1638 ge nes cibles, 449

génes (27.4%) sont retrouvés ¢galement dans les cellules ES (distribution hypergéométrique, p= 8.6 X 10%7).
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(c) Comparaison des différentes catégories fonctionnelles de génes identifiées par ChIP-seq et ChIP-on-ChIP. La
proportionde g¢ nesr etrouvése nco mmun def agon majoritaire es t dé terminée pa rl adi stribution

hypergéométrique (le —Log (p-valeur hypergéométrique) est représenté).

En conclusion, la recherche des génes cibles de TIFIP al’échelle du génome parla
méthode de ChIP-seq dans les cellules F9, a donc mis en évidence un nombre trés important
de génes et de régions enrichies en TIFIP. Cette étude fait apparaitre que 1es c omplexes
TIF1B-HP1 pourraient étre impliqués dans la ré gulation de 1’expression de nombreux geénes,
en reconnaissant des séquences régulatrices situées aussi bien dans des régions promotrices
que dans des régions distales des génes ainsi qu’au niveau de régions répétées du génome.
L’analyse de 1’expression des genes suggere que ceux-ci peuvent étre régulés par différents
mécanismes dépendant ou non de I’interaction entre TIF1[ et les protéines HP1 et/ou de 1’état
de di fférenciation des c ellules. Dans 1 a s uite de 1 ’étude, il s era donc p articulierement
intéressant de mieux caractériser la structure de la chromatine, les modifications des histones,
la méthylation de I’ADN et la localisation sub-nucléaire de certains genes cibles; cela devrait
nous apporter des informations essentielles sur les mécanismes de répression exercés par les
complexes TI F1B/HP1. De pl us, la car actérisation plus f ine de s di fférentes v oies de
signalisation régulées par TIF1, a 1’aide du logiciel d’analyse Ingenuity notamment, devrait
nous permettre d’identifier des genes exergant des fonctions importantes pour les différentes

¢tapes de différenciation et du développement.
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Discussion et Perspectives

De trés nombreuses études réalisées ces dernieres années ont mis en évidence que la
structure de la chromatine est trés dynamique et régulée de fagon fine par une multitude de
complexes pr otéiques. Il es t appa ru cl airement qu e | ’organisation chromatinienne etl a
compartimentation nucléaire ont un impact fondamental sur la régulation de I’expression des
genes (M ellor, 2006) : el les pour raient cons tituer un code épi génétique 1 mportant pour
permettre une expression bien coordonnée et r égulée de c ertains g eénes au c oursde s
différentes ét apes de di fférenciation ¢ ellulaire et du développement ( Chambeyron et
Bickmore, 2004; Fedorova et Zink, 2008). Pourtant, de nombreuses questions restent encore a
¢lucider, concernant notamment la spécificité et le mode d’action de la grande diversité des
complexes i mpliqués, pour pouv oir m ieux comprendre comment les m odifications de 1a
chromatine s ont t raduites en une expr ession tres cont rolée de s g €nes e t dé terminent 1 a

destinée cellulaire.

I. Role de ’interaction entre TIF1p et les protéines HP1 dans la répression des génes

par hétérochromatinisation

1. Etablissement et maintien de la structure de type hétérochromatine

Des donné es r écentes ont mis en évidence que TIFIP présente une distribution sub-
nucléaire trés dynamique et se concentre au niveau de 1’hétérochromatine péricentromérique
au cours de la différenciation des cellules F9 en endoderme primitif par un m écanisme qui
dépend de son interaction avec les protéines HP1 (Cammas et al., 2002). Il a é¢t€¢ proposé un
modele selon 1 equel I’interaction entre TIF1f et les protéines HP1 pourrait étre i mpliquée
dans la formation d’une structure de type hétérochromatine au niveau du promoteur des génes
cibles et/ou leur recrutement au niveau des com partiments d” hétérochromatine c onstitutive
(Schultzetal., 2001; Schultzetal.,2002; Cammas et al., 2002). M ais jusqu’a présent, l es
¢tudes qui ont pe rmis d’ apporter de s €l éments en faveur de ¢ e m odele ont ét é r éalisées
uniquement grace a un systéme rapporteur intégré.

Dans notre étude, nous avons pu identifier et caractériser pour la premiere fois un geéne
cible endogéne de TIF1P dans les cellules F9, le gene MEST (Mesoderm specific transcript),

en combinant une analyse transcriptomique comparative entre des cellules F9 TIF'] ﬂ+/ “etdes
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cellules TIF18™"" avec des expériences de ChIP. Nous avons démontré que 1’interaction
entre TILFIP et les pr otéines HP1 est né cessaire pour | eur r ecrutement mutuel et/ou leur
stabilisation au niveau du promoteur de ce gene, ainsi que pour I’établissement et le maintien
d’une structure de type hétérochromatine au niveau de la région promotrice, ce qui facilite
ensuite le recrutement de MEST dans les régions d’hétérochromatine péricentromérique. De
facon intéressante, nous av ons m ontré que 1 as tructure de t ype hé térochromatine es t
caractérisée par une hy perméthylation de 1’ADN et par la triméthylation de H4K20 et de
H3K9 qui s’étend jusqu'a environ 4kb e n amont du T SS de MEST, alors que la localisation
des prot éines H P1 e st re streinte a 1a ré gion proxi male du prom oteur de MEST. 11 semble
qu’une interaction entre les protéines HP1 et TIF1[B soit nécessaire pour le recrutement des
protéines HP1 au niveau de H3K9 triméthylée comme cela a déja aussi été¢ démontré entre les
protéines HP1 et 1 ’histone m éthyltransférase Suv39hl (Stewart et al., 2005). I 1 apparait de
plus que le role des protéines HP1 dans 1a répression de la transcription par les protéines
KRAB-ZFP résulte directement de leur fixation a un ou s eulement que lques nucléosomes.
Une obs ervation similaire av ait ét ¢ faite pour 1e facteur d e transcription Rb, qu ilui aussi
entraine | e r ecrutement de s pr otéines H P1 dans1arégion proximale de ses genes ci bles
(Nielsen etal., 2001b). Nos donné es suggerent de méme que la triméthylation de H 3K9,
seule, n’est pas suffisante pour la fixation des protéines HP1.

Contrairement aux études qui ont été réalisées dans un systéme rapporteur intégré, nous
n’avons pas mis en évidence de spécificité de recrutement de 1’un des isotypes des protéines
HP1 a uni veau du prom oteur MEST. Les ana lyses de FRET r éalisées pr écédemment au
laboratoire ont démontré pourtant que TIF1[ interagit de fagon directe avec HP13 et HP 1y et,
de f acon indirecte, avec H Pla dans 1 euchromatine de s cel lules F9 non différenciées
(Cammas et al., 2007). Il est donc tout a fait possible de détecter les trois isotypes de protéines
HP1 sur le promoteur MEST par des expériences de ChIP mais il reste encore a déterminer si
ceux-ci sont présents de facon simultanée sur le méme promoteur ou si chacun des isotypes
des protéines HP1 sont présents sur un promoteur particulier.

Nous avons démontré aussi que la perte d’interaction entre TIF1[ et les protéines HP1
entraine une dé sorganisation compléte del a s tructure de type hé térochromatine et un e
réactivation rapide de 1’expression du géne MEST. La répression de ce géne nécessite donc un
recrutement pe rmanent de TIF1f et de s prot éines H P1 a uni veau du prom oteur; c ette
observation est en opposition avec les données obtenues dans un s ystéme rapporteur qui ont

montrés qu’ un recrutement t ransitoire d e TI F1B suffisait pour ré primer 1 e t ransgéne s ur
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plusieurs générations (Sripathy et al., 2006). N ous ne pouvons pas encore conclure si cette
différence e st une c aractéristique s pécifique du prom oteur MEST ou si el le est également
valable pour tous les geénes cibles endogenes de TIF1. Mais ces données démontrent que les
protéines HP1 peuvent étre rapidement déplacées au cours de la réactivation des genes. Une
étude tres récente a montré de fagon similaire que TIF1P est impliqué dans la transition de la
forme latente a 1a forme |l ytique de 1a réplication de s p articules v irales K SHV (Kaposi's
sarcoma-associated herpes virus) et que sa délocalisation du promoteur des particules virales
est as sociée €galement a un e di ssociation rapide de s pr otéines HP1 etal apertede la
triméthylation de H3K9 (Chang et al., 2009).

D’autre part, lors de la réactivation du géne MEST, nous avons observé que les marques
typiques de 1’hétérochromatine (triméthylation de H3K9 et H4K20) sont remplacées par une
hypométhylation de l’ADN et une triméthylation de H 3K27. Cette obs ervation est as sez
surprenante car la triméthylation de H3K27 est une modification généralement associée a des
régions d’hétérochromatine f acultative etes tr econnue p arl es com plexes r épresseurs
Polycomb PRCI1 (Bracken et al., 2006). Mais cette modification a cependant déja été associée
a de I’activation transcriptionnelle et elle était souvent corrélée a une absence de méthylation
de I’ADN (Peters et al., 2003; Mathieu et al., 2005; Papp et Miiller, 2006). Une étude récente,
réalisée a 1’échelle du génome dans le mais par la technique de C hIP-seq, a mis aussi en
¢vidence qu’a la différence des marques épigénétiques d’ activation qui peuvent se retrouver
associées ensemble, les deux marques de répression que sont la triméthylation de H3K27 et la
méthylation de I’ADN ont plutdt tendance a s’exclure mutuellement (Wang et al., 2009). Cela
a ¢ galement € t€ obs ervé ¢ hez Arabidopsis oul ’on re trouve m oins de 10% de ré gions
caractérisées a la fois pardela triméthylation de H3K27 etde la m éthylation de 1’ADN
(Zhang e tal., 2007). Ce s donné es s uggerent que | a t riméthylation de H 3K27 pe ut €t re
associée aussi bien a de 1’activation qu’a de la répression et pourrait constituer un marque de
remplacement lorsque la méthylation de I’ADN est absente. L’ensemble de ces études ainsi
que 1 a ndt re, dé montrent que la structure de la chr omatine est extrémement co mplexe et
finement régulée par une multitude de modifications épigénétiques.

De fagon intéressante, nos données suggerent fortement que les deux alleles de MEST
sont réprimés par des mécanismes distincts. MEST est un géne soumis a I’empreinte parentale
et nous avons en effet mis en évidence que les deux alleles sont complétement méthylés dans
les cellules F9 TIF14" alors qu’il y a uniquement 50% de fragments de MEST séquencés qui

sont m éthylés dans les cellules TIF]ﬁHPIbOX/'; celasuggere qu'iln’y a qu’un s eul de s de ux
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alleles qui est déméthylé lors de 1a perte d’interaction entre TIF1P et les protéines HP1. De
plus, la triméthylation de H3K27 qui remplace la triméthylation de H3K9 et de H4K20 lors de
cette perte d’interaction se retrouve exclusivement associée a I’alléle déméthylé de MEST. Les
deux alleles de ce géne sont donc réprimés par un mécanisme qui implique la méthylation de
I’ADN, maisiln’y en a qu’un seul qui est réprimé par la formation d’une structure de type
hétérochromatine dé pendante de 1’interaction entre TIF13 et les protéines HP1. Ce résultat
démontre que la séquence d’ADN n’est pas suffisante pour déterminer la "destinée d’un géne
a I’hétérochromatine" et s ouligne I *importance de s modifications épigénétiques da ns ce

mécanisme de répression. Il restera cependant a déterminer quelles sont les marques et/ou la
structure de 1a chromatine qui sont re quises pour c ibler TIF1p spécifiquement sur 1 ’un des

deux alleles de MEST et pour la relocalisation de ce gene a I’hétérochromatine.

2. Recrutement au niveau de I’hétérochromatine péricentromérique

Plusieurs ét udes r éalisées ces de rnieres anné es ont m isen ¢évidence que de s
relocalisations de cer tains g €nes da ns de s r égions nuc léaires bi en définies ont un impact
majeur dans le contrdle d e | ’expression de s g énes au cour s des étapes de di fférenciation
cellulaire et du développement (pour revue, Fedorova et Zink, 2008).

Les ¢t udes r éalisées au laboratoire ont pe rmis de m ontrer que | a pé riode pe ndant
laquelle I’interaction entre les protéines HP1 et TIF1[3 est essentielle pour la progression de la
différenciation des cellules F9 coincide avec le début de la relocalisation de TIF1p de 1’eu-
vers | ’hétérochromatine (Cammas et al., 2002; Cammas et al., 2004). I1 a ainsi été propos¢é
que | ar elocalisation de TI F1B exerce unrdl e fonc tionnel i mportanta uc oursde I a
différenciation cellulaire et que I’interaction entre TIF1P et les protéines HP1 est impliquée
dans 1 e r ecrutement d es genes ci bles d e 1 ’eu- vers | "hétérochromatine pour i nduire | eur
répression. Au cours de notre étude sur le géne MEST, nous avons dé montré que 1’un des
deux alleles de ce g eéne est associé de fagon préférentielle aux régions d’ hétérochromatine
péricentromérique dans les cellules F9 non différenciées; c ette relocalisation se fait par un
mécanisme qui dépend directement de 1’interaction entre TIF1[3 et les protéines HP1 et est en
accord avec le fait que MEST n’est pratiquement pas exprimé dans les cellules F9 sauvages.
Lal ocalisation sub-nucléaire de MEST a ég alement ¢t € ét udi¢e d ans de s ce llules F 9
différenciées pe ndant 36h de traitementa [’AR m aisnous n’a vonspa sobs ervé

d’augmentation de r ecrutement au cours de 1 a di fférenciation (résultats non publ iés). Ce
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résultat est donc un peu en contradiction avec I’hypotheése que TIF1f se concentre au niveau
des régions d”hétérochromatine péricentromérique au cours de la différenciation des cellules
F9 e n e ndoderme pr imitif pour s équestrer s es g €nes ci bles. Il semble ai nsi quel a
relocalisation des genes cibles ne soit pas un critére absolue pour leur répression, car 1’all¢le
régulé par TIF1f n’est pas sytématiquement a 1’hétérochromatine; cette relocalisation pourrait
donc constituer un n iveau de régulation t ranscriptionnel s upplémentaire. D’autre part, les
analyses de FRET av aient m ontré qu e | es com plexes TI F1/HP1 et TI F1/HP1y sont
préférentiellement associés aux régions euchromatiniennes des cellules non différenciées bien
qu’ils ne sont pas complétement exclus de 1’hétérochromatine (Cammas et al., 2007). Il est
donc v raisemblable qu’iln’y ait qu'un sous-ensemble d es com plexes TI F1/HP1 qui s oit
impliqué dans le recrutement du géne MEST a 1’hétérochromatine. Ces complexes pourraient
étre caractérisés et régulés par des modifications post-traductionnelle spécifiques au niveau
des protéines HP1, comme suggéré par le « sous-code HP1 » proposé par Lomberk (Lomberk
et al., 2006).

Pour m ieux dé finir | ’importance de lar elocalisation de TIFIP auni veaude
I’hétérochromatine dans le mécanisme d e r épression transcriptonnel, il s era i ntéressant de
poursuivre 1 *étude d e la localisation sub-nucléaire de d’ autres g enes cibles de TIFIP par
DNA-FISH dans de s c ellules F9 non di fférenciées ainsi qu’au cours de la di fférenciation

cellulaire.

3. Quels sont les partenaires d’ interaction de TIF1B impliqués dans la répression des

génes cibles ?

Notre ana lyse ef fectuée jusqu’a présent surle gene MEST a permis de m ontrer que
I’interaction entre TIFIP et les protéines HP1 est nécessaire a 1’établissement et au maintien
d’une structure de type hétérochromatine, caractérisée par une triméthylation de H3K9 et de
H4K?20 ainsi que par une hyperméthylation de I’ADN. Pour le moment, la caractérisation de
la structure de la chromatine de ce géne n’a pas été poursuivie, car nous avons préféré trouver
d’autres genes cibles afin de pouvoir effectuer par la suite une étude comparative. Mais il est
trés vraisemblable que d’autres complexes protéiques et d’autres modifications épigénétiques
ainsi que des variants d”histones interviennent également dans ce m écanisme de répression;
toute cette caractérisation de la structure de la chromatine des genes cibles de TIF13 devra

étre réalisée dans la suite du projet. Les études réalisées grace a un systéme rapporteur intégré
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ont montré en effet que TIF1[3 permet la formation d’une structure de type hétérochromatine
au niveau du promoteur en r ecrutant le com plexe N uRD-HDACI de dé acétylation des
histones (Schultz et al., 2001), I’histone méthyltransférase SETDBI spécifique de la lysine 9
de I’histone H3 (Schultz et al., 2002) et les protéines HP1. TIF1p a également été dé montré
interagir avec |l e co mplexe d e remodelage de 1a chr omatine a activité hi stone d éacétylase
N-Corl/HDAC3 (Underhill et al., 2000).

Pour dé terminer s i ces complexes interviennent ég alement dansla formationdela
structure de type hétérochromatine des génes cibles endogenes de TIF1[3, nous envisageons de
réaliser d ans un premier t emps de s C hIP cl assiques a vec de s ant icorps di rigés cont re
différentes sous-unités de ces complexes. N ous pourrons ré aliser dans un second temps des
doubles ChIP (Re-ChIP) avec une premicre ChIP anti-TIF1f suivie d’une seconde ChIP avec
un a nticorps di rigé c ontre 1 "une de s sous-unités de s com plexes pr écédemment cités; cette
analyse nous permettra de déterminer si TIF1[} interagit directement avec ces complexes au
niveau du promoteur des génes cibles.

Il a ét ¢ démontré aussi que les protéines HP1 sont capables d’interagir avec I histone
méthyltransférase S uv39hl responsable de | a m éthylation de lalysine 9 del histone H 3
(Aagaard et al., 1999; Schotta et al., 2002; Jia et al., 2004) e t de recruter d’ autres fa cteurs
participant a la formation de 1’hétérochromatine tels que les ADN méthyltransférases Dnmt3a
et Dnmt3b (Bachman et al., 2001; Fuks et al., 2003; Lehnertz et al., 2003). D e méme, une
¢tude r écente a m ontré qu e 1 ar elocalisation de TI F13 au niveau de | hétérochromatine
péricentromérique est dépendante de la triméthylation de la lysine 9 de I’histone H3 catalysée
par les histones méthyltransférases Suv39h1/h2 (Briers et al., 2009). Il est donc vraisemblable
que les histones m éthyltransférases Suv39h1/h2 et les A DN m éthyltransférases Dnmt3a et
Dnmt3b participent a la répression de certains geénes cibles; leur recrutement au niveau des
régions promotrices des génes sera donc aussi analysé par des expériences de ChIP classiques
et de Re-ChlIP.

Dans | e cas pa rticulier du géne MEST, nous a vons mis e n € vidence que 1a p erte
d’interaction entre TIF1[ et les protéines HP1 entraine une rapide réactivation de 1’expression
de ce gene. Celle-ci s’accompagne d’un enrichissement en triméthylation de H3K27 au niveau
del ar égion promotrice. Il s era donc pa rticulicrement i ntéressant d’ observer pa r de s
expériences d e ChIP cl assiques s1 | "histone m éthyltransférase s pécifique de la lysine 9 de
I’histone H 3 (proba blement S ETDB1), pré sente s ur I e prom oteur MEST dans les cellules

TIF1B™, estremplacée dansles cellules TIFI1B""* parune hi stone m éthyltransférase
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impliquée dans la triméthylation de lysine 27 de 1’histone H3, telle que EZH1 ou EZH2 du
groupe Polycomb PRC2 (Shen et al., 2008).

D’autre part, des découvertes récentes tendent a démontrer que 1’interaction entre TIF1[3
et 1 es prot €¢ines HP1 n’e st pas t oujours requise, et que TIF1B pourrait e xercer s a fonc tion
répressive par di fférents mécanismes en i nteragissant aus si av ec d’ autres complexes. Des
¢léments ont été apportés en faveur de cette hypothése par 1’analyse qui a été faite dans les
cellules Ntera2 humaines; cette ¢tude a montré que seulement 25% des sites de liaison de
TIFIP aux promoteurs des geénes cibles sont également enrichis en triméthylation de H3K9,
site de re connaissance pour 1 es prot ¢ines H P1. D e pl us 61% des s ites de 1 iaison sont
caractérisés par une absence de triméthylation de H3K9 et de H3K27 bien que ces geénes
soient le plus souvent dans un état réprimé (O’Geen et al., 2007). D ’autres études ont montré
ensuite que TIFI1P peut i nteragir av ec d ifférentes pr otéines telles que 1a pr otéine M DM2
(Wang et al., 2005), le facteur de transcription E2F1 (Wang et al., 2007), la KRAB-ZFP Apak
(Tian et al., 2009) ou encore avec STAT1 et STAT3 (Kamitani et al., 2008; Tsuruma et al.,
2008) e t c oopere, danstousces cas, avec de s HDAC pour ré primer 1a transcription e n
favorisant la déacétylation des histones.

Il semble ainsi que certains genes cibles de TIFIP soient régulés par un mécanisme
indépendant de s pr otéines H P1. Dans le cadr e d’ une r echerche g lobale de s di fférents
mécanismes de r épression exercés par TI F1f3 (voirII .4.), 1 1s erait donc a ussi i mportant
d’identifier t ous | es pa rtenaires pr otéiques et 1 es co mplexes as sociés a TI F1p3, pa r une

approche utilisant la spectrométrie de masse par exemple.

II. Quelle est Pimplication de T IF1B dans l1a régulation de l’expression des génes a

I’échelle de génome ?

1. Les génes cibles de TIF1[ sont régulés par différents mécanismes

Dans le but d’identifier des génes directement régulés par TIF1, susceptibles de jouer
un rdle physiologique majeur au cours de la différenciation cellulaire et d’¢élucider peu a peu
les voies de signalisation contrdlées par ce cor épresseur transcriptionnel, nous avons réalisé
une expérience de ChIP-seq sur des cellules F9 sauvages traitées pendent 36h a I’AR.

Cette analyse par ChIP-seq a mis en évidence un nombre considérable de régions du

génome murin enrichies en TIF1P dans les cellules F9; 1a majorité des sites de fixation se
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trouvent dans de s ré gions prom otrices (40%) ou de s ré gions di stales (46.8%), a proxi mité
d’un gene connu. De fagon intéressante, ces régions sont souvent fortement enrichies en ilots
CpG par rapport a 1’ensemble du g énome (~ 1 a 2 %) ( Bird, 1986) e t, pour la majorité des
genes, on retrouve un seul s ite pr incipal de fixation de T IFIP. C es donné es suggerent
fortement que les complexes TIF13/HP1 régulent I’expression de génes en reconnaissant des
régions régulatrices bien précises du génome, souvent caractérisées par la présence d’un ilot
CpG.

Notre analyse a m is également en évidence que les geénes cibles de TIFIP sont tres
souvent (>85% des génes analysés) plus fortement exprimés dans les cellules 77F'/ ,BH Plbox/ par
rapport aux cellules 77F1 ﬁ’+/ ", suggérant que la répression de ces genes nécessite 1’interaction
entre TIF1P et les protéines HP1 dans les cellules F9. Pourtant, ’analyse des différents profils
d’expression met en évidence que ces genes pour raient &t re r égulés par des mécanismes
distincts en fonction de 1’état de différenciation des cellules. Pour certains génes, 1’interaction
entre TT FIPB et 1 es pr otéines H P1 semble né cessaire uni quement da ns 1 es c ellules non
différenciées alors que pour d’autres, cette interaction est importante uniquement au cours de
la di fférenciation. Les geénes dé régulés uni quement au coursde 1 a différenciation en
endoderme pr imitif' s eront pa rticuliérement i ntéressants a c aractériser da ns1 a s uite de
I’analyse car 1 Is pour raient é&tre i mpliqués da nsl e controle de la pr ogression del a
différenciation en endoderme pariétal.

Onre trouve a ussi de no mbreux genes qui s ont surexprimés da nsl es cel lules
TIF18""" que lque s oit 1 *état de d ifférenciation. I1s s ont donc toujours ré primés par un
mécanisme qui nécessite une interaction entre TIF1f et les protéines HP1. D’autres génes se
comportent comme le géne MEST : ils sont surexprimés dans les cellules TIF15" Ihox/ par
rapport aux cellules TIFI3"", aussi bien en présence qu’en absence d’AR, et sont induits de
facon équivalente dans les de ux t ypes cel lulaires en présence d” AR. Ce s genes s ont donc
maintenus r éprimés da ns I es cel lules non différenciées par un mécanisme qui d épend de
I’interaction entre TI F1B etl es pr otéines H Pl mais1 euri nduction au coursde | a
différenciation en endoderme primitif est indépendante de cette interaction. Il est a noter aussi
que pour | € moment, nous n’a vons pas e ncore trouvé de geénes présentant une di fférence
d’expression aussi importante entre les cellules TIF 15" 1hox” ot les cellules TIF1 ﬁ’+/ " que celle
qui a été observée pour MEST. Ce géne MEST demande donc vraisemblablement d’étre trés

fortement r éprimé parles complexes TIFIB-HP1 e tc ’ests ans dout e pour ¢ ela que 1’on
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observe par des expériences de ChIP classiques dans les cellules WT un enrichissement aussi
important en TIF1P au niveau de la région promotrice.

L’analyse de 1 ’expression de s g €nes ré gulés pa r T IF1 suggere f ortementquel e
mécanisme impliqué dans la répression de ces génes ne nécessite pas toujours la présence des
protéines H P1. Pourl e m oment, la v alidation du recrutementd e TI FI auni veau du
promoteur des genes isolés parle ChIP-seq n’a été réalisée par des ChIP classiques qu’ au
cours de la différenciation sur des cellules F9 WT. Il sera donc aussi important d’analyser le
recrutement de TIF1[ et des protéines HP1 dans des cellules non différenciées. De plus, la
validation durecrutement a €t¢é faite en com parant | ’enrichissement obs ervé en TIF1 au
niveau des régions promotrices des génes dans les cellules WT par rapport a celui observé
dans des cellules TIFI1f “/rT. A-f.TIF1f (qui n’e xpriment qu’un e t res fa ible qu antité d’un
transgene flag-TIF1P). Il sera donc aussi important d’ étudier 1e recrutement de TIF1B dans
des cellules TIF 157" 1a comparaison des enrichissements en TIF1p dans les cellules WT
et les cellules TIF1 ﬁH PIbox™ devrait en e ffet nous permettre de distinguer ce qui dépend de
I’interaction avec les protéines HP1.

D’autre part, pour progresser dans la compréhension de ces mécanismes de répression,
il est important d’ arriver a identifier le ou les site (s) consensus de fixation des KRAB-ZFP.
Les études réalisées jusqu’a présent suggerent que les différentes KRAB-ZFP reconnaissent
des sites consensus de fixation distincts, car plusieurs consensus d’une taille de 5 a 27 pb ont
¢été identifiés (Zheng et al., 2000; Gebelein et Urrutia, 2001; Peng et al., 2002; Jing et al.,
2004; Hu et al., 2009). P our le moment, nous avons essay¢ de trouver un s ite consensus a
partir d’'un nombre assez limité de nos séquences isolées par ChIP-seq en utilisant différents
programmes disponibles sur le web (W eeder, MEME, M Dscan). Cette étude ne nous a pas
permis d’identifier avec précision un seul site de fixation. Il est donc trés vraisemblable que
les KRAB-ZFP et les complexes de répression TIF13/HP1 reconnaissent plusieurs consensus
différents et une recherche plus poussée par bioinformatique sur un nombre plus important de
séquences sera donc nécessaire pour pouvoir identifier le ou les site (s) consensus. Une fois
que ces s ites s eront identifiés, il d eviendra i ntéressant d’ arriver ar €pondre a pl usieurs
questions dans la suite du proj et : (1) C omment les interactions entre TIF1J, 1es prot éines
HP1 et les KRAB-ZFP sont-elles régulées ? (2) Comment les KRAB-ZFP reconnaissent-elles
les séquences cibles sur I’ADN ? Nécessitent-elles la formation au préalable d’un complexe

ternaire dans le nucléoplasme avec TIF1p et les protéines HP1, comme cela semble déja étre
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le cas pour 1es com plexes TI F1B/HP1 ? (3) Les m écanismes de r épression dépendant de
I’interaction entre TIF1[ et les pr otéines HP1, et ceux indépendants de ce tte interaction,
peuvent-ils se faire par I’intermédiaire d’une méme KRAB-ZFP et au niveau du méme site

consensus ?

2. TIF1P joue-il un réle au niveau des LTR et des séquences répétées de type SINE ?

Notre analyse des sites de liaison de TIF13 a I’échelle du génome a mis en évidence
qu’une g rande propo rtion des s équences isolées par l e C hIP-seq sont c aractérisées parla
présence de séquences répétées. De facon intéressante, les s€quences isolées sont enrichies en
LTR (Long Terminal Repeats) (15.2%) et en répétitions de type SINE (Short [Nterspersed
Element) (13.4%) alors qu’elles sont presque dépourvues de répétitions de type LINE (Long
INterspersed Element) (1.5%), suggérant trés fortement que des sites de fixation de TIF1p se
trouvent dans ces régions. Cette observation est d’un intérét particulier, car les découvertes
récentes tendent & montrer que ces s€quences ont pu étre utilisées au cours de 1’évolution pour
servir de moyens de régulation au niveau de geénes codant pour des protéines et de genes
codant pour des ARN. Les LTR contiennent en effet souvent des séquences régulatrices qui
peuvent servir de promoteurs alternatifs pour des genes se trouvant a proximité (pour revue,
Cohen et al, 2009); ils peuvent étre utilisés ainsi pour augmenter 1’expression d’un géne ou
permettre une expression dans un tissu spécifique. Plusieurs études réalisées chez [ ’Thomme
ont m ontré pa r ex emple que 1es genes Cypl9al, I12rb et Nos3 peuvent €t re expr imés
spécifiquement dans le placenta grace a un LTR (Cohen et al., 2009). I1s peuvent aussi servir
de promoteur pour des ARN non codant; cela a été observé par exemple pour de s transcrits
anti-sens tels que UCAI (Conleyetal., 2008; Wangetal., 2008). D es ¢ tudes ré alisées sur
I’ensemble du génome ont permis aussi d’identifier des sites de fixation pour des facteurs de
transcription tels que pour p53, CT CFet ESR1 auniveaudes LTR (Bourque etal., 2008;
Feschotte, 2008; C ohen et al ., 2009); c ela renforce ’idée que ces €l ements t ransposables
peuvent jouer un role important dans la régulation de I’expression des geénes.

De plusces s ¢équencesr épétéess onts ouventde scons tituants m ajeurs de
I’hétérochromatine et TIF1B est connu pour €tre impliqué dans la formation d’une structure de
type hétérochromatine au niveau du promoteur des genes cibles et/ou dans le recrutement de
ces genes cibles au niveau des com partiments d” hétérochromatine constitutive (Cammas et

al., 2002; Schultz et al., 2002; Ayyanathan et al., 2003; Sripathy et al., 2006). Quelques études
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récentes ont d’ ailleurs dé ja pe rmis de m ontrer que TIFIf est cap able de re connaitre une
région bien précise, la région PBS (Primer Binding Site), au niveau du LTR des rétrovirus M-
MLV (Moloney murin leukemia virus) et de réprimer leur transcription (Wolf et Goft, 2007;
Wolf et al., 2008) par I’intermédiaire d’'une KRAB-ZFP et des protéines HP1 (Wolf et Goff,
2009). I1 e st donc vraisemblable que TIFIP joue unrdl e important dans la répression de s
rétroéléments en reconnaissant des séquences régulatrices au niveau des LTR.

En ce qui concerne les répétitions de type SINE, des découvertes récentes suggerent que
celles-ci pe uvent €t re i mpliquées da ns 1 e cont role de 1 ’expression des g énes en étant
reconnues pa r de s f acteurs de t ranscription. Ilaét ¢ dé montré pa r exemple que | a
reconnaissance de ces séquences par le complexe de transcription TFIIIC permet d’activer la
transcription en limitant la propagation des marques épigénétiques répressives (triméthylation
de H3K9 et de H3K27) dans les régions promotrices de génes au niveau des 1lots CpG (Noma
et al., 2006; Tomilin, 2008) (figure 37). Et il a été suggéré que ce complexe peut étre déplacé
au niveau des pr omoteurs de g €nes s pécifiques de cer tains t issus pa r de s com plexes
répresseurs pour ré primer ¢ es g enes. C hez 1 es e ucaryotes, les r épétitions de t ype SINE
pourraient ai nsi s ervir a ac tiver ou réprimer un g ene parun mécanisme t rés simple et
participer d e c ette m ani¢re a 1 ar égulation del a di fférenciation ce llulaire au cour s du
développement. Il est donc tout a fait possible que TIF1p reconnaisse ces répétitions de type
SINE et participe a 1’établissement et a la propagation des marques épigénétiques répressives
au niveau des ilots CpG dans les promoteurs de génes (figure 37).

Il pourra étre intéressant de déterminer si TIF1P utilise le méme type de mécanisme de
répression au niveau des LTR et de s s équences de type S INE et en particulier s i une
interaction entre TIF1 et les protéines HP1 est nécessaire pour leur recrutement mutuel au

niveau de ces séquences et pour la répression exercée dans ces régions.
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Eléments de liaison associés aux SINE

h 4

(TFIIC, TIF1B ?)

Modifications répressives Modifications répressives
des histones des histones

(3meH3K9, 3meH3K27) ' ' (3meH3K9, 3meH3K27)

Figure 37 : Schéma illustrant la fixation possible du c omplexe TFIIIC et de TIF1P au niveau de sites de

liaison associés aux SINE. Dans ce modéle, TFIIIC pourrait limiter la propagation de marques €p igénétiques
répressives alors que TIF1P réprimerait les génes en favorisant la propagation de ces marques de répression.

3meH3K9/K27 : triméthylation de la lysine 9/27 de I’histone H3 (modifié de Tomilin, 2008).

3. TIF1B est un régulateur majeur de la physiologie cellulaire

La recherche des genes cibles que nous avons réalisé a permis d’identifier plus de 4000
régions du génome enr ichies en TIF1B dans1es cellules F 9 dont pl usde 16 00 g énes
directement r égulés au niveau de la région promotrice. Une étude r écente r éalisée parla
technique de ChIP-on-ChIP dans les cellules ES avait permis également d’ identifier plus de
3000 geénes directement régulés par TIF1p au niveau de la région promotrice, suggérant ainsi
fortement que TIF1B est un régulateur majeur de 1’expression des genes (Hu et al., 2009). Une
analyse bioinformatique a 1’aide du logiciel Ingenuity a mis en évidence que les geénes cibles
de TIF1p dans les cellules F9 sont majoritairement des geénes impliqués dans 1’expression des
geénes, la mort cellulaire, la croissance et la prolifération cellulaire et le cancer. Ces catégories
fonctionnelles de genes étaient également celles qui ressortaient le plus dans les cellules ES.
Si dans 1’ensemble, nous ne re trouvons environ qu’un tiers de geénes en commun avec les
génes cibles identifiés dans les cellules ES, il apparait néanmoins clairement que TIF1f est un
régulateur m ajeur de 1a phy siologie cel lulaire en régulant | ’expression d’un nombre t rés
important de genes es sentiels a 1 a croissance et ala survie cel lulaire. Il est possible que
certaines voies régulées par TIF1 ne soient pas les mémes dans les cellules F9 et les cellules
ES, ce qui pourrait expliquer en partie le fait que nous ne retrouvons pas les mémes genes.
Plusieurs voies de signalisation pourraient ainsi étre dérégulées, ce qui peut expliquer le fait

que TIF1B régule un nom bre i mportant de g énes i mpliqués da ns 1 ’expression de s g €nes.
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D’autre part, il y a aus si certains geénes identifiés dans les cellules ES que nous retrouvons
¢galement par le ChIP-seq mais que nous n’avons pas pris en compte pour le moment dans
notre an alyse car i ls r essortent av ec moins de 20 tags et s ontdonc v raisemblablement
reconnus par TIF1 avec une plus faible affinité.

Les de ux études r éalisées dans1es cel lules F9 etles cel lules ES m ettent donc en
¢vidence que TIF1pB exerce un réle majeur sur les fonctions globales de la cellule, plutot que
sur des fonctions spécifiques. Ces données permettent ainsi de mieux c omprendre pourquoi
TIF1B esti ndispensable a uc ours du développement e mbryonnaire précoce et quel es
embryons T IFIB'/' meurent dés le stade 6.5 (Cammas et al., 2000). De m éme, des études
réalisées au laboratoire s uggerent que TIFI1B exerce de s f onctions es sentielles da ns I es
cellules ES et les cellules F9. En effet, I’inactivation de TIF1B dans les cellules ES entraine
une mort cellulaire massive et une différenciation spontanée; d’autres données suggerent que
dans les cellules F9 une infime quantité¢ de TIF1 est nécessaire pour maintenir ces cellules en
vie (résultats non publiés). Ces résultats permettent aussi de confirmer que toutes les fonctions
exercées par TI FI13 ne n écessitent pa s une i nteraction av ec les pr otéines H P1 car, ala
différence des KO cellulaires, les cellules TIF18%""* sont viables méme si elles présentent
des dé fauts de di fférenciation terminale en endoderme pariétal et viscéral (Cammas et al.,
2004). Il est possible que I’identification des genes régulés par les complexes TIF13-HP1, qui
exercent des fonctions essentielles pour cette différenciation terminale des cellules F9, soit
assez difficile du fait que TIFIP régule un nombre aussi considérable de génes. Pour identifier
ces génes, il sera donc important de poursuivre 1’analyse des génes cibles de TIF1[ identifiés
par le ChIP-seq et de coupler ces données a de s analyses transcriptomiques au cours de la
différenciation. La poursuite de 1’analyse fonctionnelle des génes cibles de TIF1 avecle
programme I ngenuity permettra s ans d oute aus si d’ identifier d es v oies de s ignalisation
importantes pour les différentes étapes de la différenciation cellulaire et du développement.

D’autre part, notre étude, ainsi que celle réalisée dans les cellules ES a mis en évidence
que les genes cibles de TIFIP sont fortement enrichis en génes impliqués dans le cancer. Cela
suggere que certaines voies de signalisation, régulées par TIF1[, pourraient étre actives dans
certains cancers méme si, a I "heure actuelle, TIF13 n’a été trouvé associé a aucune forme de
cancer chez I’homme. Il a déja été démontré que TIF1B est impliqué dans plusieurs voies de
signalisation, en particulier dans les voies IFN/STAT1 et IL6/STAT3 (Kamitani et al., 2008;

Tsuruma et al., 2008). Parmi les geénes cibles de TIF1[ que nous avons isolés par le ChIP-seq,
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nous avons par exemple aussi retrouve le gene STATI. Ce géne est un gene impliqué dans la
prolifération et la différenciation cellulaire et posséde une activité de suppresseur de tumeur
(Stephanou et Latchman, 2003), renforant 1’hypothése d’une fonction possible de TIF13 dans

le développement de certains cancers.

4. Par quels mécanismes, les genes cibles de TIF1[ sont-ils régulés ?

Le développement des techniques récentes de ChIP-on-ChIP et de ChIP-seq a apporté
des av ancées cons idérables da ns1 acom préhension des m écanismes de r égulation
transcriptionnelle a trés grande échelle. Il est pourtant toujours a prendre en considération que
ces t echniques donne nt pa rfois une cer taine v ariabilité; ¢’ est pour quoi I a co mbinaison de
plusieurs méthodes et de plusieurs approches est souvent nécessaire pour arriver a obtenir une
réponse claire a une question.

L’étude qui a ét € r éalisée jusqu’a présent a m is en évidence que de trés nom breux
genes sont régulés par TIF1B. Mais par quels mécanismes sont-ils réellement régulés ? Pour
arriver a com prendre ces m écanismes, plusieurs t echniques ai nsi que d’ autres ana lyses a
grande échelle devront sans doute étre envisagées. Il sera en effet trés intéressant dans la suite
du projet de chercher tout d’abord a identifier les ré gions du g énome enrichies pour chacun
des isotypes de s protéines HP1 ainsi que pour certaines marques épigénétiques répressives
(triméthylation de H3K9, H3K27 et H4K20) et cer taines m arques as sociées a | ’activation
(acétylation de H 3K9 et t riméthylation de H 3K4). Cette ét ude pour rait € tre r €alisée p ar
plusieurs Chl P-seq aussi bien dans des cellules F9 non différenciées que dans des cellules
différenciées. Cela d evrait nous pe rmettre d’ identifier 1 es g €nes ci bles r éprimés pa r un
mécanisme d’ hétérochromatinisation dépendant de I ’interaction avec les protéines HPI1, en
comparant pour chaque étude les régions enrichies dans le génome. Il pourrait ensuite étre
intéressant d’ étudier I a 1 ocalisation génomique d es hi stones méthyltransférases S ETDB1
spécifique de H3K9 et EZH2 spécifique de H3K27 ainsi que des ADN m éthyltransférases
Dnmt3a et Dnmt3b, de fagon a déterminer a que | moment ces protéines interviennent ainsi
que | eur impact r éel da ns 1 *établissement de s m arques épi génétiques r épressives. Enfin,
I’étude de la localisation a I’échelle du génome des histones déacétylases HDAC1 et HDAC3
pourrait également fournir des données essentielles pour distinguer les génes réprimés par un
mécanisme dépendant de 1’interaction avec les protéines HP1 de ceux qui n’en dépendent pas.

D’autre part, des études similaires par ChIP-seq peuvent aussi étre envisagées pour certains
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variants d’ histones, notamment le variant H3.3 associé a de s régions transcriptonnellement
actives (Ahmad et Henikoff, 2002) et le variant H2AZ qui a €té montré plutot impliqué dans
la formation de structures condensées de type hétérochromatine grace a son interaction avec la
protéine HPla (Fan et al., 2004). Il serait en effet intéressant de savoir si certains variants
d’histones interviennent dans le mécanisme de répression exercé par TIF13 en remplagant une
histone majeure au cours de la différenciation.

Parallélement a t oute cette caractérisation de la s tructure chromatinienne de s geénes
cibles de TIF1[3, nous poursuivrons aussi 1’étude de la localisation sub-nucléaire de certains
de ces genes par D NA-FISH dans des cellules non différenciées ainsi qu’au cours de 1a
différenciation. N ous pour rons ¢ galement utiliser 1a t echnique d’ immuno-FISH d e fagon a
pouvoir analyser la position relative du géne cible par rapport a la localisation nucléaire de
TIF1B etau compartiment hé térochromatinien. Cela de vrait nous pe rmettre de pr ogresser
dans la compréhension du réle fonctionnel de la relocalisation de TIF1B et de déterminer si la
localisation sub-nucléaire des geénes cibles de TIF1 constitue un mode de régulation de leur
expression génique. A partir des données de I’ensemble de la caractérisation des genes cibles
de TIFIp, il sera sans doute possible de déterminer si la répression de ces génes nécessite
toujours une relocalisation niveau de 1’hétérochromatine, ainsi que les partenaires protéiques
de TIF1P impliqués dans cette relocalisation.

Paralle¢lement, il sera aussi important de chercher a identifier les complexes associés a
TIF1B aussi bien dans les cellules non différenciées que dans les cellules di fférenciées en
endoderme primitif. Cette étude pourra étre réalisée par s pectrométrie de masse et d evrait
permettre d’ identifier de nouv eaux p artenairesde TIF1f enfonc tionde 1’état de
différenciation des cellules. Cela apportera des données essentielles pour la compréhension
des m écanismes i mpliqués da ns 1 a r épression transcriptionnelle et d ans 1 a r elocalisation
nucléaire, grace a la détermination de la composition des complexes présents au niveau des
compartiments euc hromatiniens e t hé térochromatiniens. Il s era de p lus pos sible par cet te
technique de trouver de nouveaux partenaires de TIF1B qui participent a la répression des
genes at ravers un mécanisme i ndépendant de 1 ’interaction avec 1 es pr otéines HPI1 et
d’identifier des modifications post-traductionnelles de TIF13 importantes pour la ré gulation
de ses fonctions ainsi que pour son interaction avec d’autres partenaires.

D’autre part, du fait de la capacité limitée de différenciation des cellules F9, il est trés

vraisemblable que toutes les fonctions de I’interaction entre TIF1f et 1es protéines HP1 ne
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puissent pas €tre étudiées dans ce s ysteme cellulaire. En effet, I’interaction TIF13-HP1 est
nécessaire pour la différenciation terminale des cellules F9 en endoderme pariétal mais il est
possible que cette interaction soit également indispensable pour le contrdle de d’autres voies
de différenciation. P our identifier d’ autres fonctions possibles de cette interaction, il pourra
donc étre envisager de commencer aussi de nouvelles études dans un autre systeme cellulaire.
Les cellules ES pourraient constituer un bon modeéle car elles permettent d’étudier toutes les
voies de différenciation qui ont lieu au cours du dé veloppement embryonnaire. Il serait ainsi
d’un grand intérét d’établir une lignée de cellules ES exprimant une protéine TIF1p mutée au
niveau du motif HP1box pour déterminer si I’interaction TIF13-HP1 est requise dans d’autres
voies de différenciation.

L’ensemble de ce tte ét ude de vrait nou s f ournir de s donné es es sentielles pourl a
compréhension des mécanismes de répression transcriptionnelle de TIF1B et nous permettre
de mieux caractériser les événements épigénétiques survenant au cours de la différenciation
cellulaire, la cinétique de m odifications de ces év énements a insi qu e | eur m écanisme d e

transmission.

Conclusion

Mes travaux de thése ont permis de dé montrer que 1’interaction entre le corépresseur
TIFIP etles protéines HP1 est essentielle a 1 *établissement et au maintien d’une s tructure
condensée de type hétérochromatine au niveau du promoteur du gene cible MEST in vivo. La
recherche d es g enes ci blesa 1’échelle du génome a mis en évidence que TIFIP est un
régulateur m ajeur de 1a physiologie cel lulaire en régulant | ’expression d’un nombre t rés
important de génes importants pour la croissance et la survie cellulaire.

Ces recherches ont permis d’apporter un éclairage nouveau sur le role de TIF1J et plus
généralement de la dynamique de la chromatine dans la régulation de I’expression des genes
ainsi que s ur 1l es m écanismes de r épression exercés par1es com plexes TI FIB/HP1. La
caractérisation de la structure chromatinienne ainsi que 1’é¢tude de la localisation sub-nucléaire
des g ¢nes ci bles et de s pr ogrammes b iologiques r égulés pa r TI FI3 devrait fo urnir de s
informations essentielles sur les mécanismes de régulation €pigénétique qui interviennent au
cours de 1 a di fférenciation cellulaire et de s ét apes du développement pr écoce che z 1 es

mammiferes.
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+Tableau R 1 : Classement des différentes cat égories f onctionnelles d e gé nes avec le

programme Ingenuity en fonction de la p-valeur.

Catégories P-value - Log (p-valeur)
Expression de's génes 1.15E-07 6.94
Mort cellulaire 5.18E-06 5.29
Croissance et prolifération cellulaire 7.66E-06 5.12
Cancer 9.54E-06 5.02
Maladies du systéme reproductif 9.54E-06 5.02
Désordres tissus connectifs 1.01E-04 4.00
Mouvement cellulaire 2.30E-04 3.64
Interaction et signalisation cellulaire 2.96E-04 3.53
Développement et fonction tissus connectifs 2.96E-04 3.53
Transpor t moléculaire 3.56E-04 3.45
Trafic protéines 3.56E-04 3.45
Cycle cellulaire 4.52E-04 3.34
Développement tissus 6.12E-04 3.21
Maladies rénales et urologiques 8.79E-04 3.06
Développement et fonction systeme squelettique et musculaire | 1.03E-03 2.99
Métabol isme lipide s 1.17E-03 2.93
Petites molécules bi oc himiques 1.17E-03 2.93
Maladies gastrointestinales 1.53E-03 2.82
Réplication recombinaison et réparation ADN 1.72E-03 2.76
Maladies cardiovasculaires 1.92E-03 2.72
Morphologie cellulaire 1.92E-03 2.72
Réponse cellulaire aux médicaments 1.92E-03 2.72
Développement et fonction systéme digestif 1.92E-03 2.72
Développement et fonction systéme hématologique 1.92E-03 2.72
Hématopoiese 1.92E-03 2.72
Maladies neurologiques 1.92E-03 2.72
Développement organes 1.92E-03 2.72
Morphologie organes 1.92E-03 2.72
Anormalités et blessures organismes 1.92E-03 2.72
Morphologie tissus 1.92E-03 2.72
Maladie respiratoire 2.02E-03 2.69
Organisation cellulaire 2.07E-03 2.68
Développement cellulaire 2.08E-03 2.68
Maladies dermatologiques 2.15E-03 2.67
Développement et fonction systéme cardiovasculaire 2.19E-03 2.66
Désordres génétiques 2.19E-03 2.66
Maodifications post-traductionnelles 2.89E-03 2.54
Repliement protéines 2.89E-03 2.54
Meétabolisme Carbohydrates 3.68E-03 2.43
Désordres systéme endocrine 3.68E-03 2.43
Compromis cellulaire 4.51E-03 2.35
Meétabolisme acides nucléiques 4.51E-03 2.35
Production energie 5.19E-03 2.28
Développement embryonnaire 5.61E-03 2.25
Fonction et maintenace cellulaire 6.32E-03 2.20
Développement et fonction cheveux et peau 6.39E-03 2.19
Développement et fonction systéme hépatique 6.39E-03 2.19
Mécanisme Infection 6.39E-03 2.19
Maladies métaboliques 6.39E-03 2.19
Développement et fonctions du systéme nerveux 6.39E-03 2.19
Survie Organisme 6.39E-03 2.19
Morphologie tumeur 6.39E-03 2.19
Maladic Systéme hépatique 7.15E-03 2.15
Maladies infectieuses 8.19E-03 2.09
Signalisation cellulaire 8.32E-03 2.08
Répon se inflammatoire 8.49E-03 2.07
Maladies immunologiques 1.15E-02 1.94
Désordres musculaires et squeletiques 1.19E-02 1.92
Développement et fonction systéme reproductif 1.20E-02 1.92
Trafic cellules immunitaires 1.22E-02 1.91
Présentation Antigen 1.82E-02 1.74
Métabolisme drogues 1.82E-02 1.74
Maladies hématologiques 1.82E-02 1.74
Développement et fonction systéme visuel 1.82E-02 1.74
Métabol isme vitamines 1.82E-02 1.74
Développement organisme 2.12E-02 1.67
Réponse immunitaire médiée par cellules 2.43E-02 1.61
Synthése protéines 2.63E-02 1.58
Maladie inflammatoire 2.72E-02 1.57
Maladies oph talmologiques 3.41E-02 1.47
Désordre développemental 3.44E-02 1.46
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+ Tableau R2 : Liste des génes pour chaque catégorie fonctionnelle

Catégories
fonctionnelles

Génes

Expression des génes

Rnf2, M agedl, Ctcf, J mjd3, Tcf15, Axinl, Kras, Polrmt, P kn2, Gatad2a, Jarid2, K Ifl, Kat2a,
Ranbp3, Reep5, Brf2, Cdhl, Pric285, Myst3, Btg2, Sumo2, Ctdsp2, Xrcc5, Rnf10, Nmel, Ddit3,
Prdx1, Trh, R bbp7, N eurod4, Tgm 2, B az2a, Actr3, Sosl, R ybp, T1r3, C asp8, Znf398, U cp2,
Ztp57, Mrpll12, Trib3, Enol, Maz, Med4, Tcf712, Pou5f1, Gstpl, Polr2d, Trim24, M1lt6, S frs6,
Abcgl, Meisl, Ecd, Brfl, Ppmld, Gd f6, Tcf25, Piml, B ckdha, M atr3, Chd2, Als2cr8, Rasal,
Map3k7ipl, P elpl, D dx54, F st13, M eox1, [ 119, Th ra, Tp 53bp2, N coa3, Ae s, Gm eb2, X rcco,
Neurog3, Etv5, Pebpl, Z{p87, Jaridlb, Aridla, Fratl, Cobral, Tert, Foxll, Ccna2, Stubl, Ldbl,
Arid3a, Statl, Atfl, Axudl, Nfatc4, Sertadl, Itgb3, Sertad3, KIf5, R cor2, Tead3, Ingl, Kctd11,
1111, Bmp4, Sox12, Gtf2e2, Ddx20, Cbyl, Cbtb, Txn, Cent2, Tead2, Dnmtl, Fgr, Y whaz, [tga5,
Tfap4, Gtf2f1, M ed12, P hf12, M ax, Cited2, Patzl, I nhbe, Ne urog2, Ehmt2, S enp1, He xim2,
Nr3c2, Smurf2, M afa, Helb, Notchl, F oxkl, Alk, Map2k6, Fnl, Z{p36, Wwtrl, Psmd9, Trip4,
Prkez, Ptma, Id1, KIf9, Sec61al, Jun, Mystl, Husl, R arb, Naccl, Pura, Cited2, Itgbl, Plagll,
Adrml, Znf174, Ppplr8, Tiall, Fus, Znf148, Onecut3 , S ox6, A tf7ip, Igf2bp2, A pbb2, P ax6,
Dvl3, Hoxb4, Supt3h (Includes Eg:8464), Ash2l, Foxc2, Dyrkla, Birc2, Orc2l, 1lf2, Pfnl, Gtf3c6,
Menl, S upt5h, N coa5, Am ph, A blim2, K12, Mcm5, Sppl, S ap30, Inhbb, Pknl, Mnt, C tdp1,
Znf274, Npas4, Agrn, Hes7, Ptms, Crebl2, Blnk, Med23, Pa2g4, MKkl1, Ing4, Zmizl, Tgifl, Nfx1,
Gtf2b, N tkbia, Map3k7, Alasl, Smad4, Nr2f6, Erf, AridSb, Calr, Ppard, Hdacl, Pknox2, Bcl3,
Ndufal3, Mlit1, Parpl, Ebfl, Lparl, Zbtb7b, Cxorf15

Mort cellulaire

St6gall, Magedl, Ctcf, Axinl, Rrm2b, Kras, Ptgerl, Por, Pkn2, Gnpnatl, Gatad2a, Gdf5, Cyba,
Fblnl, Traf4, Kat2a, CdkSrap3, ShisaS, Fbl, Tnfrsf9, Ddit4, Slc2al, Rfcl, Capnl0, Asahl, Cdhl,
Top2b, Btg2, Itpr3, Psmbl, Zyx, Ptpra, Abcel, Xrcc5, Prdx2, Nmel, Ddit3, Ptpn9, Gfra3, Prdx1,
1117rd, Dapk2, Gdf15, Galnt2, Tac4, Tgm2, Yes1, Cd47, Cldn4, Hsp90ab1, Abcb7, HoxaS, Rybp,
Ube2k, Tlr3, Casp8, Ndufafl, Ucp2, 1115, Trib3, Sncg, Sh3bp5, Ldlr, Enol, Xafl, Psap, Arhgdia,
Slc5a5, Cth, Pou5fl, Akapl, Gstpl, Meis1, Abcgl, Brfl, Pvr, Ppm1d, Piml, Dagl, Rasal, Pelpl,
Tjp2, G2e3, Weel, Didol, Femlb, Aurkaipl, Irf9, Ppplrl1, Thra, Tp53bp2, Ncoa3, Pfkm, Npcl,
Aes, Nol3, Serinc3, Xrcc6, Mtmr7, Mdk, Actn4, Hspb1, Rbbp4, Pmepal, Pebpl, S100a6, Fratl,
Tert, Ext1, Rnasel, Phka2, Hdgf, Ccna2, Rhotl, Stubl, Cables2, Opal, Nampt, Statl, Sncb, Gzmc,
Hla-Dma, Lama5, Atfl, Flt1, Nfatc4, F gf6, Itgb3, Tencl, Capnsl, KIf5, Ingl, Wfs1, Pafah1b3,
1111, B mp4, Ty ro3, D dx20, N ckl, L rpapl, M ia, C d2ap, A 4galt, Smgl, C bfb, Txn, D usp12,
Dnmtl1, Itgb$5, Fgr, Timp2, Peg3, Ptprg, Moapl, Ralb, Snail, Itga5, Tfap4, Ckap2, Timp4, Max,
Plcg2, S enpl, D vI2, Lrigl, Notchl, M t1f, A 1k, M ap2k6, M me, F nl, Zfp36, P tpnl3, D usp6,
Tpd5211, S Icla3, A sns, P rkez, Ti mmS0, Tr pm2, E if4ebpl, P tma, I d1, Jun, M tle, A dk, R arb,
Lampl, Hla-B, Naccl, Pura, FkbpS5, Cited2, P lat, Itgbl, Endog, Plagll, Adrml, P pif, Ppp1r8,
Tiall, Fus, Prkcg, Zn f148, S 0x6, C crk, Tn fsf13, S pry2, C d244, R ipk3, A pbb2, B nip3l, P ax6,
Hoxb4, Cldn3, Birc2, Sema7a, Orc2l, Slc31al, Ccni, CIn8, Unc5b, Tafl0, Menl, Pbk, Prkaal,
Adnp, Thapl, C 1gbp, K1f2, Sh3kbpl, D sp, D dx41, S100a10, C dc25a, D nase2, S ppl, C asp3,
Birc6, Paxipl, Arrb2, Mnt, Stradb, Cxcr7, Znf274, Usel, Mbtps1, Nuakl, Eif5a, Agrn, Vdacl,
Cx3cll, A becd, P vrl2, Bink, S frp2, P a2g4, A poal, Clu, Mkll, Insl3, Ing4, B carl, C cdc88a,
Nifkbia, P pp3cb, Ticaml, M ap3k7, Duspl0, Cit, R abggtb, Hsd11b2, Smad4, Mmpl1, Pik3ipl,
Calr, Ppard, Hdacl, Bcl3, Bax, Ndufal3, Parpl, Emp1, Ebfl, Lparl, Bik
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Catégories
fonctionnelles

Génes

Croissance et
prolifération cellulaire

Eiflay, Rnf2, St6gall, Maged1, Znf385a, Ctcf, Tcn2, Prkabl, Axinl, Kras, Fbxo4, Ptgerl, Por,
Gnpnatl, Gd f5, Kifl3a, Fblnl, Jarid2, KIfl, P dia5, Amacr, Tn frsf9, R fcl, Ptpn3, Brf2, Cdhl,
Fscnl, Btg2, Fads2, Zyx, Sumo2, Ptpra, Xrcc5, Prdx2, Nmel, Ddit3, Trh, Gfra3, Prdx1, Gdfl15,
Rbbp7, Etfdh, Mtchl, Tac4, Sept9, Neurod4, Tgm2, Sf3a3, Cd47, Cldn4, Abcb7, Hoxa5, Sosl,
Ly6e, TIr3, Casp8, Irx3, Dphl, Pkm2, Ucp2, 1115, Map7, Rps19, Sncg, Slc29al, Arfl, Enol, Maz,
Psap, Cth, Tcf712, Pou5fl, Gstp 1, Noc31, M11t6, Diras1, Abcgl, Meisl, Brfl, Ppmld, Pvr, Arx,
Anxall, P iml, R asal, Top3b, P elpl, Tj p2, F stI3, W eel, Th ra, N coa3, Tp5 3bp2, F gfl7,
Cdc42bpb, Serinc3, Gipel, Xrecc6, Limal, Slc7a7, Actn4, Mdk, Pmepal, Rbbp4, Pebpl, Sumo3,
Kennd, S100a6, Mycll, Tert, Rps6ka3, [fitm3, W dr6, 1 gf2bp1, Semadc, Hd gf, C cna2, Diaphl,
Stubl, Nampt, Arid3a, M6prbp1, Statl, Mmp19, Lama$, St3gal2, Psrcl, Rfx1, Npylr, Flt1, Uppl,
Pla2glb, N fatc4, C not8, S ertadl, Actgl, Itgb3, F gf6, P dapl, S ertad3, Tencl, C apnsl1, A btbl,
Nt5e, Hla-E, KIf5, Ingl, Kctd11, 1111, Ftl, Bmp4, Tyro3, Nckl, Ddx20, Polm, Gss, Lrpap1, Lifr,
Mia, [tga9, C bfb, Txn, Slcl2a4, F rs2, [ tgb5, D nmtl, Th em4, Ti mp2, P tprg, C alm3, An gptl6,
Snail, Ralb, Itga5, Bmyc, Timp4, Asgrl, Max, Patzl, Plcg2, Senpl, Nr3c2, Ebnalbp2, Cdcl4a,
Mest, Lrigl, Dus2l, F oxkl, Notchl, M t1f, Alk, M ap2k6, V prebl, Fnl, Ptpnl3, C dtl, D usp6,
Wwitrl, Slcla3, Prkez, Eif4ebpl, Ptma, Usp3, Uchll, KIf9, Id1, Sec61al, Jun, Mtle, Rarb, Leftyl,
Pura, Fkbp5, Cited2, Oxtr, Plat, Itgb1, Plagll, Ppp1r8, Dpagtl, Tiall, Fus, Znf148, Dgkz, F11r,
Trpm7, S ox6, Ccrk, Spry2, Tnfsf13, Cd244, Apbb2, Pax6, Hoxb4, F oxc2, Trim25, Neurl, 11f2,
Pfnl, Ccni, Unc5b, Atp5g2, Menl, Pbk, Styx, Pcytlb, 1fi30, C 1qbp, KIf2, Dsp, Ralgds, Calml,
Cdc25a, M cmS, Coldal, Sppl, Casp3, Cltc, Birc6, Paxipl, Bcar3, A gtrap, Pknl, Inhbb, Arrb2,
Tob2, M nt, C xcr7, B 3gnt3, Z nf274, A tp6v0dl, E if5Sa, A k2, Vd acl, Y thdf2, C x3cll, A beed,
Jmjdlb, Blnk, Rabla, Pa2g4, Apoal, Mmpl5, Clu, Cacnb3, Ing4, Insl3, B carl, Tgifl, Zmizl,
Gtf2b, Ccdc88a, N fkbia, Ticaml, M ap3k7, Duspl0, H sd11b2, S mad4, Ltbp4, Mmpl1, Erf,
Pik3ip1, Calr, AridSb, Ppard, Hdacl, Fto, Bcl3, Bax, Ndufal3, Mlltl, Parpl, Cdkn2aip, Empl,
Lparl, Mash2, Ubc

Cancer

St6gall, Hnrnphl, Nes, Ctcf, Axinl, Por, Gorasp2, Traf4, Sh3gll, Ccne2, Ywhag, Slc2al, Ddit4,
Ndufs7, Pdss1, Top2b, Itpr3, Kenk6, Ddit3, Rragb, Prdx1, Dapk2, Sept9, Cldn4, Pnrcl, Lyo6e,
Pkm2, N dufafl, Ucp2, R ps19, S erpinb6, A rfl, Tlkl, Enol, P ou5fl, Gstpl, C 130rfl5, Dirasl,
Ppmld, Anxall, Tubalc, Weel, Aurkaipl, Mtmr7, Etv5, Hspbl, Pebpl, M ycll, Rndl, Extl,
Phka2, Stubl, Statl, Laspl, Atfl, Fltl, Nfatc4, Itgb3, KIf5, Ingl, Rap2b, Aspscrl, Bmp4, Tyro3,
Nckl, Gss, Lrpapl, Rad23a, Mia, Cbtb, Dnmt1, Fgr, Teskl, Peg3, Ptprg, Moapl, ItgaS, Ckap2,
Cé6orf211, Phf12, Cacng3, Plcg2, Mest, Notchl, Sigirr, Ptpnl3, Ppplr3c, Slcla3, Asns, Prkcz,
Eifdebpl, KIf9, Jun, Mtle, Ssr2, Letm2, Cog2, Fkbp5, Pura, Oxtr, Mylpf, Tmed2, Stac2, Prkcg,
Nudt5, Ripk3, Hoxb4, Neurl, IIf2, P fnl, Unc5b, Menl, Pbk, Pcytlb, Prkaal, C 1qbp, S100a10,
Golph3, McmS5, Col4al, Slc25al, Casp3, Pole2, Cltc, Alad, Cd97, Cntnap2, Inhbb, Ctdp1, Stmn3,
Armet, Nuakl, Sptanl, Crebl2, Blnk, Zfat, Sfrp2, Pa2g4, Slc46al, Mmp15, Mkl1l, MII3, Spsbl,
Nfkbia, Dusp10, Smad4, Pik3ip1, M thfdll, Emilinl, Calr, P pard, Cotll, T ubada, Plekhbl, B ax,
Ptkp, M 11tl, Parpl, Empl, M gc13057, Uqcercl, A rhgap8, D pysl2, M agedl, Ankrd35, Gabra$,
Rrm2b, Gbas, Kras, Ptch2, Ptgerl, Pkn2, Cyba, Fbinl, Kat2a, Amacr, Tnfrsf9, Rpl27, Brf2, Cdhl,
Slc46a3, Fsenl, Btg2, Zyx, Rnf160, Ptpra, XrceS5, Abcel, Prdx2, Nmel, Zfyve26, Ptpn9, Gdf15,
Hsd17b11, Znf827, Gpsn2, Tgm2, Gins2, Cd47, Yesl, Hsp90abl, Cdh3, Abcb7, Hoxa5, Sosl,
Tlr3, Casp8, [115, Cdh6, P dlim2, Slco2al, Sncg, Mndl, Znf791, Ldlr, Tmem106c, Xaf1, Psap,
Arhgdia, Slc5a5, Med4, T cf712, Akapl, Rpl22, Trim24, Meisl, Pvr, Gpr4, Piml, Snhg3-Rccl,
Bckdha, C170rf81, Slc39a4, Dagl, Rasal, Map3k7ipl, Kifcl, Brwd2, Pelp1, Fstl3, TmcS5, Thra,
Ppplrl1, Tssk6, Ncoa3, TpS53bp2, Pfkm, Apocl, Npcl, Nol3, Gipcl, Xrcc6, Ndufa6, Neurog3,
Gck, Rusc2, Mdk, Ptpn21, Rbbp4, Pmepal, Abi2, S100a6, Aridla, Slcla4, Spire2, Sox1, Ppib,
Tert, R ps6ka3, F oxll, R nasel, I gf2bpl, V psda, C cna2, D iaphl, C ables2, A rid3a, N ampt,
Mo6prbpl, Mmp19, Lama5, Npylr, Uppl, Actgl, Tencl, Capnsl, H3f3a, Hla-E, Abtb1, Wfsl,
Ketd11, Ftl, Myl6, Tm9sf2, Lift, Polr3a, Itga9, Adgalt, Smgl, Txn, Dusp12, Criml, Itgb5, Timp2,
Tubb2a, Ralb, Snail, Tfap4, Timp4, Colecl12, Max, Nr3c2, Helb, Dv12, Lrigl, Dus2l, Mtlf, Alk,
Map2k6, Mme, Fnl, Wwtrl, Dusp6, Ctnna3, Tpd 5211, Lefty2, Ptma, Idhl, Id1, P pap2b, Rarb,
Adk, L eftyl, R hou, H 1a-B, Lampl, P lat, [tgbl, Plagll, A drml, P pp1r8, M Iflip, F us, Znf148,
Fl1l1r, Cerk, Spry2, Tnfsf13, Bnip3l, Foxc2, Ash2l, Cldn3, Birc2, Cblc, Aurkb, SuptSh, R ock2,
Pold3, Ifi30, Adnp, Stard3nl, Clcn3, Eif2cl, Kif2, Ralgds, Agbl5, Cdc25a, Sppl, Pafah2, Nup155,
Bcear3, Rac3, Arrb2, Mnt, Arhgapl8, Tubel, Cxcr7, Ak2, Vdacl, Abccd, Cx3cll, Aoc3, Apoal,
Clu, Ing4, Clec3b, Bcarl, Adsl, C cdc88a, P pp3cb, M ap3k7, R abggtb, Hsd11b2, Alasl, L tbp4,
Mmpl1, Nr2f6, Erf, Alpl, Vangll, Hdacl, Bcl3, Ndufb4, Ndufal3, Lparl, Bik, Caldl
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Catégories
fonctionnelles

Génes

Maladies du systéme
reproductif

Ctcf, Nes, Axinl, Gbas, Kras, Ptgerl, Por, Pkn2, Gorasp2, Cyba, Fbinl, Kat2a, Tnfrsf9, Ddit4,
Ndufs7, Brf2, C dhl, P dssl, F senl, To p2b, B tg2, Zy x, K cnk6, R nf160, P tpra, Xrcc5, A beel,
Nmel, Ddit3, Rragb, Dapk2, Gdf15, Gpsn2, Sept9, Yesl, Cd47, Hsp90abl, Cldn4, Cdh3, Pnrcl,
Hoxa$5, C asp8, I 115, R ps19, P dlim2, S Ico2al, S ncg, S erpinb6, M ndl, Z nf791, A rfl, L dlr,
Tmem106¢, Xafl, Arhgdia, Sl1c5a5, M ed4, P ou5fl, C 130rf15, Gpr4, S1c39a4, Tubalc, Rasal,
Map3k7ipl, Pelpl, F stl3, Weel, Tmc5, Ncoa3, Gipcl, Xrcc6, N dufa6, Neurog3, Gek, Rusc2,
Rbbp4, Etv5, Pebpl, Abi2, Rndl, Sox1, P pib, Tert, R ps6ka3, R nasel, I gf2bp1, V psda, Ccna2,
Diaphl, S tubl, S tatl, L aspl, N pylr, F It1, N fatc4, Itgb3, H 3f3a, A btbl, Ingl, R ap2b, M yl6,
Tm9sf2, Lrpapl, Rad23a, Lifr, Polr3a, Itga9, Adgalt, Smgl, Txn, Criml, Dnmtl, Itgb5, P eg3,
Timp2, Ptprg, Moap1, Tubb2a, Snail, Ralb, ItgaS, Tfap4, C6orf211, Phf12, Timp4, Max, Helb,
Lrigl, Mest, Notchl, Mtlf, Map2k6, Mme, Fnl, Ptpnl3, Wwtrl, Lefty2, Prkcz, Eif4ebpl, Idhl,
Id1, Jun, M tle, R arb, L eftyl, Hl a-B, C 0g2, Le tm2, Fkbp5, P ura, Ox tr, [tgb1l, Tmed2, S tac2,
Znf148, Bnip3l, Foxc2, Cldn3, Ash2l, Birc2, P fnl, Aurkb, Pbk, Supt5h, Pcytlb, 1fi30, Prkaal,
Stard3nl, C 1gbp, KI1f2, Agbl5, Golph3, Cdc25a, Slc25al, Sppl, Coldal, Nupl55, Casp3, Pole2,
Cd97, Bcar3, Rac3, Arrb2, Ctdpl, Cxcr7, Stmn3, Tubel, Sptanl, Ak2, Abcc4, Sfrp2, Slcd6al,
Clu, Ing4, Clec3b, B carl, S psbl, N fkbia, Ppp3cb, M ap3k7, R abggtb, S mad4, M mp11, C alr,
Ppard, Hdacl, Tubada, Bax, Ndufal3, Parpl, Mgc13057, Lparl, Bik, Uqcrcl, Arhgap8

Désordres tissus
connectifs

Ftl, Gstpl, Axinl, Rrm2b, Unc5b, Kras, Nckl, Menl, Gnpnatl, A4galt, Pim1, Txn, KIf2, Peg3,
Spp1, Casp3, Birc6, Asahl, Npcl, Arrb2, Cdhl, Scnnlg, Stradb, Xrec6, Usel, Senpl, Nr3c2,
Notchl, A beed, M t1f, F nl, D dit3, Tert, C lu, Ga Int2, M ki1, R nasel, P rkcz, Eif4ebpl, Tgm2,
Cl4orf2, 1d1, Jun, Cldn4, Mtle, Stubl, Cables2, Ube2k, Opal, Arid3a, Casp8, Pura (Includes
Eg:5813), Statl, Itgbl, Flt1, 1115, Bax, Nfatc4, Fus, Parpl, Prkcg, Capnsl, Enol, B ik, Bnip3l,
Cldn3, Birc2

Mouvement cellulaire

Dpysl2, S t6gall, B mp4, Nes, L rpapl, P tgerl, L ifr, Gd {5, A 4galt, 1 tga9, F binl, C dk5r2, Txn,
Itgb5, Timp2, Slc2al, M tss1, Ralb, Snail, Itga5, Timp4, C dhl, Neurog2, Fscnl, Top2b, Zyx,
Lrigl, P tpra, M me, F Inb, Nmel, Fnl, Gfra3, W wtrl, Gd 15, S Icla3, S ept9, P rkcz, Neurod4,
Tgm2, 1d1, Cd47, Jun, Cldn4, Cdh3, Sos1, Casp8, Plat, Itgbl, 1115, Pdlim2, Sncg, Prkcg, Fllr,
Ldlr, S pry2, Tn fsf13, P ax6, A pbb2, C 1dn3, Unc 5b, P bk, P vr, Arx, Gpr 4, K 1f2, M ap3k7ip1,
S100a10, Sppl, Coldal, Casp3, Cd97, Bcar3, Rac3, Ncoa3, Arrb2, Gipcl, Nuakl, Plcb3, M dk,
Cx3cll, Etv5, Pebpl, Aoc3, S100a6, Sfrp2, Sox1, Mmpl5, Clu, Ing4, Bearl, Igf2bpl, Semadc,
Ccdc88a, Diaphl, Smad4, Laspl, Mmp19, Calr, Lama$, Atfl, Mrc2, Vangll, Flt1, Pla2glb, Bax,
Itgb3, Ebfl, Capnsl, Lparl, Nt5e, 1111, Arhgap8

Interaction et
signalisation cellulaire

St6gall, B mp4, Kras, N ckl, Lrpapl, P vr, P kn2, R ock2, Gn pnatl, [ tga9, A dnp, D agl, R asal,
Teskl, D sp, [ tgb5, F gr, Svil, Timp2, S 100a10, S ppl, Casp3, I tga5, C dc42bpb, C dhl, G p5,
Trim63, Plcg2, Zyx, Agm, Vdacl, Ptpra, Cx3cll, Rbbp4, Pvrl2, Alk, Fnl, Aridla, Rndl, Trh,
Ppib, Gd f15, C tnna3, B carl, C d47, C dh3, S mad4, S tx18, TIr3, C asp8, Oxtr, E milinl, [ tgb1,
Lama$, Calr, Mrc2, Vangll, Pdlim2, Bax, Vdac3, Itgb3, Spry2, Caldl

Développement et
fonction tissus
connectifs

Noc3l, Ctcf, Axinl, MIIt6, Tyro3, Kras, Menl, Lrpapl, Pvr, Rock2, Gnpnatl, Itga9, Cbyl, Fbinl,
Adnp, Cbtb, KIf2, [tgb5, Ralgds, Timp2, Pelpl, Sppl, Cltc, Itga5, Ckap2, Cdhl, Mnt, Cxcr7,
Btg2, Limal, Zyx, Ebnalbp2, Mdk, Vdacl, Notchl, Mt1f, Alk, S100a6, Rnd1, Fnl, Sfrp2, Ddit3,
Wwtrl, Tert, R ps6ka3, Bcarl, Tgifl, Idhl, Hdgf, Ptma, Jun, N fkbia, Mtle, C dh3, Sosl, Pura,
Itgb1, Calr, Arid5b, Mrc2, Npylr, Ppard, Hdacl, Trib3, Bax, Itgb3, Parpl, Ebfl, Sox6, Lparl,
Nt5e, Spry2, KIfS, Hoxb4, Foxc2, Tcf712, 1111

Transport moléculaire

Aspscrl, Ergic3, Tcn2, Kpna6, Abcgl, Arf4, Snapin, Kpna4, Slc2al, Capnl0, Lmanl, Slc2a4,
Npcl, Erp29, S tradb, Kcnjl0, Usel, Gek, Nr3c2, Eif5a, Vdacl, M tlf, Ap3b2, R ab4a, Rabla,
Apoal, Ppplr3c, Cubn, Tert, Slcla3, Prkcz, Ptma, Ipo9, Yesl, Cd47, Mtle, Ppp1r10, Adk, Stx18,
Cog2, Gosrl, Itgbl, Calr, Hla-Dma, Ucp2, Ap4ml, Ykt6, K1hl2, Strada, Nutf2, Prkcg, Ppp1r3b,
Arfl, Lin7b, Ldlr, Sox6, Tlk1, Enol, Aplgl

Trafic protéines

Ergic3, Aspscrl, Fnl, Rab4a, Rabla, Kpna6, Trh, Abcgl, Prkcz, Rock2, Diaphl, Ipo9, Ppplr10,
Arf4, Stx18, Gosrl, Cog2, Snapin, Hla-Dma, Kpna4, Calr, Ap4m1, Ykt6, Strada, Klhl2, Lmanl,
Nutf2, Lin7b, Arfl, Erp29, Tlk1, Stradb, Usel, Arhgdia, Eif5a, Aplgl, Ap3b2

Cycle cellulaire

Rnf2, Magedl, Ctcf, Bmp4, Rrm2b, Kras, Cd2ap, Gorasp2, Jarid2, Kifl, Txn, Vcpipl, Anapcl1,
Kat2a, F rs2, D nmtl, C dkSrap3, Ti mp2, A macr, C cne2, C alm3, Yw hag, S nail, I tga5, An In,
Ckap2, Ptovl, Cdhl, Max, Top2b, Ehmt2, Btg2, Cdcl4a, Lrigl, Ptpra, Notchl, Xrcc5, Map2k6,
Fnl, Ddit3, Cdtl, Gdf15, Rbbp7, Tpd5211, Asns, Sept9, Prkcz, I1d1, KIf9, Jun, Mtle, Husl, Rarb,
Rhou, Mcphl, Pura, Cited2, Itgbl, Plagll, Strada, 1115, Tiall, Dgkz, Spry2, Apbb2, Pax6, Psap,
Hoxb4, Trim25, Esx1, Tcf712, Orc2l, Ceni, M11t6, C130rf15, Taf10, Aurkb, Menl, Ppmld, Pvr,
Sacmll, Rock2, Piml, Clqbp, Nedd4l, Kifcl, Calml, Cdc25a, Sppl, Casp3, Weel, Paxipl, Irf9,
Txnl4b, Tp53bp2, Ncoa3, Ercc6l, Tob2, Mnt, Znf274, Xrcc6, Bazlb, Mdk, Rbbp4, Blnk, Jaridlb,
Aridla, Phc2, Pa2g4, Tert, Rpsoka3, Clu, Ingd, Wdr6, Vpsda, Tgifl, Ccna2, Nfkbia, Cit, Smad4,
Nampt, Arid3a, Statl, Calr, Psrcl, Ppard, Flt1, Klhl2, Hdacl, Bcl3, Bax, Fkbp6, Parp1, Itgb3,
C10o0rf46, Hmg20b, Abtbl, Bik, Ingl, Mash2, 1111
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Catégories
fonctionnelles

Génes

Développement tissus

Rndl, Fnl, Ppib, Lrpapl, Neurod4, P kn2, R ock2, C d47, Gnpnatl, [tga9, Adnp, Dagl, Casp8,
Irx3, Fgr, ItgbS, Timp2, Itgbl, Sppl, Fto, Meox1, Itga5, Bax, Ipp, Itgb3, Cdhl, Gp5, Plcg2, Pax6,
Zyx, Cx3cll, Notchl, Tcf712, 1111

Maladies rénales et
urologiques

Ccni, Unc5b, Rrm2b, Kras, Pkn2, Por, Cd2ap, Gpr4, Prkaal, Tubalc, Timp2, Spp1, Casp3, Pole2,
Moapl, Tubb2a, T p53bp2, C dhl, Timp4, Tubel, Xrcc6, Top2b, Btg2, Accn2, Actnd, Vdacl,
Mtlf, Hspbl, Map2k6, D dit3, 1117rd, F ratl, C lu, Trpm2, Nfkbia, Cldn4, M tle, H sp90abl,
Ticaml, Stub1, Rarb, Nampt, Casp8, Plat, Itgb1, Ppard, Flt1, Hdacl, Tuba4a, Trib3, Bax, Empl1,
Bnip3l, Arhgdia, Birc2a

Développement et
fonction systéme
squelettique et
musculaire

Itgb1, Id1, Spp1, Fnl, Bmp4, Itga9, Itga5, Cx3cll, Itgb3

Métabolisme lipides

Apoal, Tert, Abcgl, Gpsn2, Asahl, Elovl6, Seppl, Npcl, Ldlr, Pcyt2, Psap, Casp8, Etnk2, Prdx2

Petites molécules
biochimiques

Aspscrl, Ten2, Abcegl, P cyt2, S1c39a4, Txn, A dprhl2, E tnk2, S1c2al, C apnl0, D cxr, S 1c2a4,
Asahl, Elovl6, Npcl, Gek, Vdacl, Mtlf, Hs3st5, Prdx2, Aoc3, Apoal, Prdx1, Ppplr3c, Cubn,
Tert, Slcla3, Extl, Gpsn2, F oxl1, Prkcz, Ptma, Tgm2, Yesl, Cd47, Mtle, A dk, Casp8, Itgbl,
Calr, Ucp2, Bax, Prkcg, Pppl1r3b, Seppl, NudtS, Ldlr, Sox6, Nt5e, Enol, Psap, Ndst2

Maladies
gastrointestinales

Dpysl2, Hnrnphl, St6gall, Ftl, Ankrd35, Axinl, Rrm2b, Kras, Gss, Por, Itga9, Txn, Itgb5, Timp2,
Peg3, Tnfrsf9, Ywhag, Moap1, Tubb2a, Itga5, Ckap2, Cdhl, Colecl12, Top2b, Fscnl, Itpr3, Mest,
Mtl1f, X rceS, M ap2k6, M me, F nl, Ddit3, Dusp6, Ctnna3, Gd f15, Hsd17b11, T pd5211, P tma,
Tgm2, Gins2, Y esl, Jun, M tle, Hsp90abl, Cldn4, C dh3, P pap2b, H oxa5, C asp8, P lat, P km2,
Itgb1, 1115, Rps19, Mlflip, Cdh6, Fus, Nudt5, Tlkl, Arhgdia, Cldn3, Akapl, I1f2, Neurl, Gstpl,
Pfnl, Meisl, Menl, P bk, P old3, Gpr4, Anxall, C 170orf81, Tubalc, Kifcl, S 100a10, C dc25a,
McmS5, Sppl, Pafah2, Col4al, Casp3, Fstl3, Pole2, Weel, Cntnap2, Tp53bp2, Apocl, Arhgapl8,
Tubel, Cxcr7, Nuakl, Ptpn21, Rbbp4, Pmepal, Aoc3, Sfrp2, Spire2, Pa2g4, Tert, Clu, Ing4, M113,
Foxll, Adsl, Ccna2, Diaphl, Map3k7, Smad4, Hsd11b2, Alasl, Mmp11, Ltbp4, M6prbp1, Statl,
Mthfd1l, Lama$5, Ppard, Vangll, Fltl, Hdacl, Tubada, Bax, Actgl, Parpl, [tgb3, Empl, Lparl,
Hla-E, Bik, Caldl, Wfsl

Réplication
recombinaison et
réparation ADN

Orc2l, Gstpl, Rrm2b, M enl, P bk, P olm, P old3, S mgl, K1fl, Kat2a, Dnmtl, C dc25a, M cm5,
Ccne2, Dnase2, Casp3, Pole2, Paxipl, Rfcl, Asahl, Cdhl, Serinc3, Top2b, Xrcc6, Bazlb, Helb,
XreeS, Rbbp4, Hspbl, Ptms, Nmel, Fnl, Ddit3, Cdtl, Ppib, Prdx1, Tert, Rbbp7, Clu, Tpd52l11,
Mtchl, Prkcz, Id1, Ccna2, Ccdc88a, Cd47, Jun, Husl1, Pura, Casp8, Endog, Calr, Hdacl, Pla2glb,
Polg, Tiall, Bax, Parpl, Itgb3, Hmg20b, Nt5e, Bik

Maladies
cardiovasculaires

Fnl, P fnl, Apoal, Tubb2a, Tubada, Clu, Parpl, Idhl, Apocl, LdIr, Tubel, Lsr, Tubalc, Plat,
Npelll

Morphologie
cellulaire

Bmp4, Z nf385a, A xinl, T yro3, Kras, Nckl, M ia, Itga9, C dk5r2, C bfb, K If1, Kat2a, Te skl,
Dnmtl1, Them4, Sh3gll, Tnfrsf9, Ccne2, Snail, Itga5, Cdhl, Max, Kcnjl0, Btg2, Nr3c2, Lrigl,
Ptpra, N otchl, M t1f, A Ik, M ap2k®6, S Ic4a2, F nl, P rdx1, Trh, Ww trl, Gd f15, C tnna3, S ept9,
Lefty2, Prkcz, Eif4ebpl, Yesl, Jun, Sosl, Rarb, Rhou, Cited2, Plat, Itgb1, Plagll, Sncg, Prkcg,
Fllr, Spry2, Maz, Pax6, Hoxb4, Arhgdia, Ndst2, Pfnl, Meisl, Dirasl, Menl, Aurkb, Pbk, Styx,
Pvr, Ppmld, Arx, Rock2, Gpr4, Pim1, Bckdha, Irgm, Adnp, Rasal, Klif2, Ralgds, Cdc25a, Sppl,
Casp3, Cltc, Thra, Ncoa3, Nol3, Mnt, Stradb, Actn4, Pvrl2, Rbbp4, Pebpl, Kcnnd, Mycll, Tert,
Clu, Ing4, Bcarl, Ccna2, Diaphl, Smad4, Rhof, Gzmc, Emilinl, Flt1, Bax, Ndufal3, Mllt1, Itgb3,
Lparl, Ingl

Réponse cellulaire aux
médicaments

Xrceb, Xree5, Parpl

Développement et
fonction systéme
digestif

Itgb1, Lama$5, Fnl, Pax6, Itga5

Développement et
fonction systéme

Itgb1, Cold4al, Bmp4, Znf385a, Ddit3, Ppib, Meis1, Lrpapl, Pvr, Itgb3, F11r, Cd47, GpS, Ldlr,
Nfkbia, Plcg2, Hoxb4, Kif1, Notchl, KIf2, Cx3cll, Fgr, 1111

hématologique

Hématopoiése Bmp4, Znf385a, Hoxb4, Meis1, Klif1, Notchl, Kif2, 1111

Maladi Mme, Nes, Aridla, Fnl, Sfrp2, Tert, Clu, Kras, Ptma, Pvr, Mtle, Lampl, Tubalc, Nr2f6, TIr3,
aa " s Casp$, Statl, Plat, Itgb1, Spp1, Casp3, Tubb2a, Tubada, Itgas, Cisd2, Parpl, Itgb3, Tubel, Btg2,

neurologiques Wifs1, Notchl, Mt1f, Bsn

Développement Gdf6, Itgb1, Lama$, Bmp4, Fnl, Rarb, Pax6, Itgas

organes

Morphologie organs

Gdfo, Itgb1, Lifr, Bmp4, Fnl, Casp3, Ppard, Rarb, Pax6, Itga5, Bax

Anormalités et
blessures organisms

Mme, Ldlr, Mtle, Apoal, Smad4, Kras, Tlr3, Mt1f, Npclll, Parpl
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Catégories
fonctionnelles

Génes

Organisation
cellulaire

Neurl, Cln8, Limk2, Kras, Nck1, Menl, Pvr, Rock2, Gorasp2, Cstad, Fscn2, KIf1, Vcpipl, Kat2a,
Rasal, Teskl, Dsp, Sppl, Mtss1, Cltc, Ywhaz, Epb49, ItgaS, C190rf20, Corolc, Cdc42bpb, Cdhl,
Nol3, Trim63, F scnl, Limal, Zyx, Actn4, Bazlb, Nploc4, Agrn, P tpra, M t1f, A p3b2, R bbp4,
Mme, Nmel, Fnl, Rndl, Trh, Gdf15, Rbbp7, Bcarl, Prkcz, Timm50, Diaphl, Jun, Mtle, Cit,
Opal, Cog2, Rhof, Itgbl, Ap3ml, Hdacl, Pla2glb, Bax, Parpl, Itgb3, Arfl, Kifc3, Hm g20b,
Spry2, Caldl, Arhgdia, Epb4112

Développement
cellulaire

Magedl, Ctcf, Bmp4, Axinl, Rrm2b, Kras, Nck1, Lifr, Pkn2, Cbyl, Cdk5r2, Cbtb, Cent2, KIf1,
Frs2, Itgb$5, Itga5, C dhl, M ax, N eurog2, M yst3, P lcg2, E hmt2, B tg2, Nr3c2, Notchl, Nmel,
Slc4a2, Fnl, Ddit3, Trh, 1117rd, Krrl, Wwtrl, Neurod4, Idh1, Tgm2, Id1, Jun, Rarb, Hoxa5, Itgb1,
Map7, Tiall, Trib3, Stra8, Sox6, Enol, Spry2, P ax6, Hoxb4, Tc {712, F oxc2, Dyrkla, P ou5fl,
Noc3l, M eis1, L imk2, M enl, S tyx, R ock2, C 1qbp, Ralgds, Dsp, B dh2, P elpl, S pp1, C asp3,
Fbx110, Thra, Inhbb, Neurog3, M dk, Pvrl2, Pebpl, Blnk, S fip2, Pa2g4, Sox1, Tert, Clu, Extl,
Map3k7, L dbl, Smad4, A rid3a, S tatl, C alr, Ag fgl, Ppard, H dacl, B ax, M 1it1, I tgb3, E bfl,
Kctd11, Pafah1b3, 1111

Maladies
dermatologiques

Map2k6, Gstpl, Fnl, Ddit3, [117rd, Tert, Unc5b, Kras, Trpm2, Tgm2, P or, Pkn2, C d47, Jun,
Pim1, Ticaml, Rarb, Prkaal, Smad4, Tubalc, Nampt, Casp8, Mmp19, Itgb1, Spp1, Casp3, Ppard,
Moapl, Tubb2a, Tubada, ItgaS, Trib3, Bax, Tp53bp2, Itghb3, Emp1, Cdhl, Tubel, Top2b, Xrcc6,
Bnip3l, Ingl, Vdacl, Notchl, Hspb1, Birc2

Développement et
fonction systéme
cardiovasculaire

Itgb1, Aoc3, Bmp4, Sppl, Flt1, Meis1, Itgb3, Parpl, F11r, Gp5, Klf1, Kif2, Foxc2, Cited2

Désordres génétiques

Ftl, Magedl, Rrm2b, Kras, Por, Cd2ap, Dnmt1, Timp2, Tnfrsf9, Rpl27, Tubb2a, Scnnlg, Top2b,
Fscenl, Nr3c¢2, Fnl, Trh, Gd f15, Hsd17b11, T pd5211, P tma, Tgm 2, Gins2, Yesl, Jun, C ldn4,
Hsp90ab1, Sos1, Rarb, Hoxa5, Ssr2, Casp8, Plat, I115, Rps19, Mlflip, Nudt5, Ldlr, Tlk1, Enol,
Arhgdia, C 1dn3, A kap1, I 1f2, N eurl, C ble, Aurkb, Menl, P bk, Anxall, G pr4, S nhg3-Rccl,
C170rf81, Ifi30, Tubalc, Eif2cl, Clen3, Kifcl, Mcm5, Sppl, Pafah2, Pole2, Cltc, Thra, Cntnap2,
Apocl, Arrb2, Tubel, Armet, Actnd, Ptpn21, A oc3, S100a6, S pire2, Fratl, Apoal, Tert, Clu,
Ing4, Clec3b, MI113, Foxl1, Ccna2, Adsl, Diaphl, Rabggtb, Smad4, Hsd11b2, Mmp11, M6prbpl,
Mthfdl1l, Ppard, Flt1, Hdacl, Tubada, Pfkp, Bax, Cisd2, Ndufb4, Lparl, Caldl, Wfsl

Modifications post-
traductionnelles

St6gall, F tl, U be2h, B mp4, M enl, L rpapl, P pmld, F bxoll, S mgl, Txn , D usp12, N hlrcl,
Anapcl1, Kat2a, Pdia5, Calm3, Sppl, G2e3, Csnklg2, Ywhaz, Fbxo022, Ptpn3, Lmanl, Prmt7,
Arrb2, Erp29, Ctdpl, Myst3, Ube2gl, Senpl, Mtmr7, Sumo2, Cx3cll, Ptpra, Hs3st5, Ptpn21, Alk,
Arl2, Map2k6, Sumo3, Nmel, Fnl, Ddit3, Apoal, Ptpn9, Prdx1, Ptpn13, Dusp6, Mmp15, Galnt2,
Ing4, Phka2, Timm50, Uchll, Cd47, Yesl, Ccdc88a, Hsp90ab1, Myst1, Ppp3cb, Stubl, Map3k7,
Dusp10, Ltbp4, Tbed, Fkbp5, Statl, Plat, Ube3c, Itgbl, Calr, AtglO0, Sirt5, Ppard, Fkbp6, Itgb3,
Fgt6, Parpl, Erp44, Trpm7, Mylip, Cd244, Ripk3, Psap, Uck2, Epb4112, Dyrkla

Repliement protéines

Arl2, PdiaS, Calr, Lmanl, Fkbp6, Lrpapl, Erp44, Erp29, Hsp90abl1, Stubl, Ltbp4, Tbcd, Txn,
Fkbp5

Métabolisme
Carbohydrates

Aspscrl, Ppplr3c, Slcla3, Extl, Pfkl, Ecd, Foxll, Prkcz, Yesl, Pcyt2, Prkaal, Adprhl2, Etnk2,
Itgb1, P km2, S Ic2al, C apnl0, A gl, S 1c2a4, P tkm, P rkcg, P pp1r3b, N udt5, Enol, Nt5e, G ck,
Ndst2, Hs3st5

Désordres systéme
endocrine

Maged1, S100a6, Fnl, Ddit3, Prdx1, Trh, Kras, Men1, Nfkbia, Cldn4, Smad4, Txn, Statl, Timp2,
Plat, Itgb1, Ucp2, Casp3, Thra, Bax, Capnl0, Parpl, Ldlr, Gck, Pax6, Cth, Prdx2

Compromis cellulaire

Hnrnphl, Ub e2h, B mp4, T yro3, Gbas, Tm9sf2, Wbp4, Rad23a, Pkn2, Gatad2a, Polr3a, A4galt,
Criml, Dusp12, Kat2a, Rnd2, Slc2al, Ndufs7, Ralb, ItgaS, Tfap4, Gpt2, Phfl12, Pdssl, Myst3,
Btg2, Sumo2, Zyx, Hs3st5, Mtlf, Trim7, Rnf10, Fnl, Rragb, Dapk2, Gpsn2, Pfkl, Idh1, Cd47,
Mtle, Pnrcl, Leftyl, Cog2, Pura, Casp8, Itgbl, 1115, Tmed2, Slco2al, Serpinb6, Stac2, Znf148,
Mndl, Znf791, Arfl, Ldlr, Med4, Limk2, Sfrs6, Prkaal, Stard3nl, Dagl, C 1gbp, K1f2, Mus81,
Agbl5, Top3b, Golph3, Nup155, Casp3, Cd97, Pfkm, Aes, Ctdpl, Usel, Ndufa6, Gek, Neurog3,
Rusc2, Sptanl, Aridla, Rndl, Slc46al, P pib, R ps6ka3, B carl, R nasel, V ps4a, M ap3k7, Rnhl,
Stat1l, Gzmc, Hdacl, Bax, Itgb3, H3f3a, Abtb1, Uqcrcl, Rtn3

Métabolisme acides
nucléiques

Ucp2, Tert, Gpsn 2, D cxr, S Ic2a4, E lovl6, P tma, Nu dt5, C d47, S ox6, N t5e, Enol, G ck, A dk,
Adprhl2, Vdacl

Production énergie

Cd47, Uep2, Sox6, Enol, Adk, Tert, Vdacl, Slc2a4, Ptma

Développement
embryonnaire

Rnf2, Bmp4, Pfnl, Unc5b, Kras, Lrpapl, Pkn2, GdfS, Cbyl, Prkaal, Adnp, Dagl, Frs2, Itgb5,
Timp2, Tj p2, S ppl, C asp3, Moapl, M eox1, [ tga5, Tp53bp2, C dhl, Xrcc6, Vd acl, No tchl,
Cx3cll, Hspbl, Map2k6, Fnl, I1117rd, Semadc, Trpm2, 1d1, Jun, Ticaml, Ldbl, Leftyl, Nampt,
Casp8, Irx3, [ tgbl, C alr, L ama$5, P pard, F It1, F to, Tr ib3, B ax, 1tgb3, E mp1, B nip31, Tc {712,
Pou5fl, Birc2, 1111

Fonction et
maintenance cellulaire

Neurl, Rnd1, Fnl, Bmp4, Trh, Kras, Uqcrb, Nck1, Bearl, Krrl, Rock2, Adsl, 1d1, Diaphl, Mtle,
Stx18, SIc39a4, Rhof, Rasal, Itgb$5, Itgb1, Ucp2, Mtssl, Pla2glb, Itga5, C190rf20, Bax, Nfatc4,
Cisd2, Itgb3, Arhgdia, Uqcrel, Vdacl, Ptpra, Mt1f, Rbbp4
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Catégories
fonctionnelles

Génes

Développement et
fonction systéme
hépatique

Mtle, Itga5, Mtlf, Itgb3

Mécanisme Infection

Sumo3, 1If2, Pa2g4, Axinl, Fratl, Ppp118, ItgaS, Bel3, Lrpapl, Bearl, Ncoa3, Itgb3, Gtf2b, Ldlr,
Jun, Sumo2, Nr3c2, Tcf712

Maladies
métaboliques

Apocl, Ldlr, Scnnlg, Apoal, Trh, Lsr, Thra, Nr3¢2, Wfs1, Cisd2, Idh1, Npclll

Développement et
fonctions du systéme
nerveux

Bmp4, Fnl, Sox1, Axinl, Trh, Gfra3, Slcla3, Clu, Lrpapl, Semadc, Neurod4, Lifr, Arx, Idl,
Adnp, Cdk5r2, Peg3, Plat, Itgbl, Ap3ml, Cltc, Bax, Vdac3, Prkcg, Arfl, Ebfl, Sox6, Neurog2,
Slc17a7, Top2b, Btg2, Apbb2, Pax6, Mdk, Vdacl, Notchl, Ptpra, Ap3b2, Alk, Bsn

Survie Organisme

Rnf2, R rm2b, Kras, Liftr, Por, Gnpnatl, A 4galt, Fbinl, Traf4, C dk5r2, Txn, K1fl, Kat2a, Fbl,
Ccne2, Tn frsf9, S 1c2al, An gptl6, ItgaS, A sahl, C dhl, M ax, K cnj10, To p2b, E hmt2, N r3c2,
Notchl, X rcc5, M tlf, M me, F Inb, S 1c4a2, Sicla3, T gm2, K19, M tle, H sp90abl, R arb, A dk,
Ly6e, Tlr3, Casp8, Cited2, Plat, Itgbl, Endog, P pif, Mylpf, Rps19, Fus, Ldlr, Slc17a7, Spry2,
Bnip3l, Dyrkla, Slc31al, Pfnl, Menl, Spred2, Sacmll, Rock2, Arx, Pcyt2, Amph, Irgm, Adnp,
Rasal, KIf2, Dsp, Cdc25a, Coldal, Tjp2, G2e3, Casp3, Birc6, Paxipl, Thra (Includes Eg:7067),
Tp53bp2, Mnt, Xrcc6, Mbtpsl, Neurog3, Phc2, Slc12a5, Nfkbia, Map3k7, Stubl, Cit, Hsd11b2,
Smad4, Stx4, Statl, Erf, Calr, Atfl, Ppard, Flt1, Parp1, Itgb3, Capns1, Lparl

Morphologie tumeur

Mme, Rpl22, Nmel, Gstpl, Fnl, Bmp4, Nes, Tert, Rps6ka3, Kras, Menl, Cd47, Pcytlb, Nfkbia,
Mtle, Piml, Smad4, Nr2f6, Txn, Dnmtl, Itgb5, Timp2, Itgbl, Tnfrsf9, Slc25al, Sppl, Coldal,
Casp3, Flt1, Itga5, Parpl, Itgb3, Arrb2, Timp4, Btg2, Nuakl, Mtl1f, Xrcc5, Alk

Maladie Systéme
hépatique

Itgb1, Fstl3, Casp3, Ddit3, Axinl, ItgaS, Bax, Prkcz, Ptgerl, F11r, Cdhl, Tencl, Nfkbia, Mtle,
Nuak1, Smad4, Statl, Casp8, Notchl, Mt1f, Cdc25a, Pmepal

Maladies infectieuses

Hnrnphl, Ube2h, T yro3, Gbas, S frs6, Limk2, Tm9st2, Wbp4, R ad23a, Pkn2, Polr3a, Gatad2a,
Adgalt, Prkaal, Stard3nl, C 1gbp, Dagl, Dusp12, Criml, Kat2a, Mus81, K12, Agbl5, GoIph3,
Top3b, R nd2, Nup155, S1c2al, N dufs7, R alb, Tfap4, C d97, Gpt2, P hf12, P fkm, Aes, P dssl,
Ctdpl, Ndufa6, Usel, Myst3, Btg2, Neurog3, Gek, Zyx, Rusc2, Sumo2, Sptanl, Hs3st5, Trim7,
Rnf10, Rndl1, Aridla, Fnl, Rragb, Slc46al, Dapk2, Ppib, Rps6ka3, Pfkl, Gpsn2, Rnasel, Vps4a,
Idh1, M ap3k7, Pnrcl, Leftyl, Rnhl, Cog2, Statl, Pura, Hdacl, 1115, Tmed2, Slco2al, Stac2,
Serpinb6, Mnd1, Znf148, Znf791, Arfl, H3f3a, Ldlr, Abtb1, Uqgcrcl, Med4, Rtn3

Signalisation Calr, Cene2, Casp3, Cdk5r2, C13orfl 5, Hexim2, Bax, Cent2, Sertadl, Men1, Cdc25a

cellulaire

Réponse . .

inflammatoire Itgb1, Gp5, Nfkbia, Ldlr, Ppib, Plcg2, Stx18, Cx3cll, Lrpapl, Itgb5, Fgr, Itgb3

Maladies .

immunologiques Itgb1, Sppl, Stubl, Nuak1, Bnip31, Rnasel, Parp1

Désordres Map2k6, Bmp4, Axinl, Dusp6, Tert, Mkl1, Traf4, Cables2, Hla-B, Prkaal, Lamp1, Nampt, Dagl,
musculaires et Statl, Casp8, Rasal, Dsp, Timp2, Hla-Dma, P lagll, Casp3, P pif, Bax, Tp53bp2, Prkecg, Itgb3,
squelettiques Parpl, Cdhl, Arrb2, Scnnlg, Capns1, Xafl, Psmbl, Bik, Bnip31, Zyx, Nr3c2, Mdk, Hspbl

Développement et
fonction systéme

Itgb1, Orc2l, Fnl, Bmp4, Ppard, Insl3, Bax, Sept9, Itgb3, Lifr, Itga9, Ldb1, Bik

reproductive

Trafic cellules Aoc3, Itgbl, Dpysl2, Sppl, Fnl, Col4al, Fltl, 1115, Pvr, Itgb3, Tgm2, F11r, Diaphl, Arrb2, Cd47,
immunitaires Ldlr, Nt5e, Tnfsf13, Plcb3, Cx3cll, Timp2

Présentation antigéene | Nfkbia, Ldlr

Métabolisme drogues Ten2, Cubn

Maladies
hématologiques

Sigirr, Nmel, Rab4a, Fnl, Clu, Por, Rock2, Cd47, Diaphl, Gtf2b, Mtle, Anxall, Amph, Lampl,
Txn, Casp8, Plat, Timp2, Amacr, Dnase2, Casp3, Ranbp3, Fus, Nutf2, [tgb3, Parpl, F11r, Max,
Lparl, Top2b, Xrcc6, Neurog3, Caldl, Abcc4, Mt1f

Développement et
fonction systéme
visuel

Pax6, Neurod4

Métabolisme
vitamines

Calr, Bax
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Catégories
fonctionnelles

Génes

Développement
organisme

Rnf2, Tjp2, Trim24, Atfl, Tcfl5, Hoxa5, Traf4, Hes7, Dnmt1, Tgifl

Réponse immunitaire
médiée par cellules

Itgb1, Dpysl2, Fnl, Col4al, 1115, Itgb3, Tgm2, Arrb2, Diaphl, Ldlr, Plcb3, Cx3cll, Timp2

Synthése protéines

Rpl22, U be2h, C In8, A xinl, Tsf m, Abcgl, Nckl, Rad23a, A tgdc, Eif2cl, M rpl34, Tim p2,
Uncl3a, Casp3, R pl3, E ef2, F bxo22, A urkaip1, C apn10, Th op1, I nhbb, R pl37, A rihl, C dhl,
Eif3c, M btpsl, Usel, Ube2gl, Senpl, Smurf2, Eif5a, Dus2l, Hspbl, Mme, Fnl, Ubrl, Abcfl,
Manlbl, Igf2bpl, Eifdebpl, Usp3, Uchll, Nfx1, Lnpep, Stubl, Ticaml, Ube2k, Eif3a, Mmpl1,
Ltbp4, Tlr3, Acol, Casp8, Dphl, Plat, Itgb1, Calr, Adrm1, Mrpl12, Rps19, Bcl3, Ndufal3, Prkcg,
Rps10, Capnsl, Ubc

Maladie Cl4orf2, Ftl, Sppl, Tubel, 1115, Tubb2a, Tuba4a, Tubalc
inflammatoire

Maladies Tgm2, Tubel, Tubb2a, Cltc, Tuba4a, Clu, Tubalc, Timp2
ophtalmologiques

Désordre

développemental

Sos1, Kras
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Annexe 11

4+ Séquences des olisonucléotides

1. PCR guantitative en temps réel

A4galt :

ARBP :

Bircé6 -

Calr :

Ccdc88a -

Cited? -

Cog?2 :

Cpe :

Dusll :

Ebf1 :

GkS -

Jub :

Kcnjl0 :

Kctdl7 :

Krrl :

Limk2 :

Mapkbpl:

Mash?2 :

Max :

Mest :

Mrpl39 :

BCY132 (sens) 5’-GACACACTTGCCACCATTTG-3’
BCY133 (antisens) 5 -TGTGAGCTGTGGAACTCAGG-3’

BBC799 (sens) 5’-GTCGATGGAACCAGCCAATA-3’
BAI109 (antisens) 5’-CCTCCCACAACAAAACAACC-3’

BCY126 (sens) 5’-GGAAGAAACTGGGACGTTGA-3’
BCY127 (antisens) 5 -CTTCCGAAGGCACAGAAAAG-3’

BCY114 (sens) 5’-TCACGTGACTGAACCTCAGC-3’
BCY115 (antisens) 5 -CCTCTGACCAGAGAGGATGG-3’

BCY120 (sens) 5’-CATGAGCGAGCAAGCAGA-3’
BCY121 (antisens) 5 -GAAAACCGCTGCAAGAGC-3’

BCY734 (sens) 5’-GCCAAAGCTACCAAGAGCTG-3’
BCY735 (antisens) 5 -TGGATGCACCCTTTAACTCC-3’

BCY742 (sens) 5’-GGGCAGTGACGTTTTCTCTC-3’
BCY743 (antisens) 5 -GCGCACTGTTGGTGATAAGA-3’

BCY142 (sens) 5’- CTCCTCTCGCCTCACCTTC-3’
BCY143(antisens) 5’-ACGTGGGTCTGAACCAAGAA-3’

BCY116 (sens) 5’-GCCTTGTGGAAACGAGAGAG-3’
BCY117 (antisens) 5 -TCGTTTCCTATTGTGGTGGTG-3’

BCY134 (sens) 5’-CGCTCCTTCCAGTTTAGACG-3’
BCY135 (antisens) 5 -TCATCCTTCCGCCTTATCAC-3’

BCY744 (sens) 5’- GCCATCTTTGCCAAATTCC-3’
BCY745 (antisens) 5 - CGGAGCTATAAACGCCAGAC-3’

BCY748 (sens) 5’-GGGGGAGTGAAAAGGAACTC-3’
BCY749 (antisens) 5 -GGCCCCCTGTCTTATCACTT-3’

BCY122 (sens) 5’-GGGAACAGCGAATAACTTGG-3’
BCY123 (antisens) 5 -CAGAATGGAGGAACCAGGAC-3’

BCY740 (sens) 5°- CCCCGTACAAAGCAGAACAA-3’
BCY741 (antisens) 5 - ATGCCGGGAGCTGTAGTCT-3’

BCY128 (sens) 5’-TTATCCGGAACTCGTTTTGC-3’
BCY129 (antisens) 5 -GGGTCTCACGCTTCTGTTTC-3’

BCY138 (sens) 5’-CGCCTGCGGTCTAGAGAA-3’
BCY139 (antisens) 5 - CTAGGTGCGGGAGTTACCAG-3’

BCY150 (sens) 5’- AGGCTCTAGTTCGCGTTTTG-3’
BCY151(antisens) 5’- CACACCCACTGCCTACTTCA-3’

BCX669 (sens) 5’-CTAGGACGCGATTTGCAATG-3’
BCX670 (antisens) 5 -TTTCAAGCCTGAGCAAGACC-3’

BCY730 (sens) 5’-CGCGAGTTGTCAGGAGATTT-3’
BCY731 (antisens) 5 -TTTTGGCAGCCAGTTTCTCT-3’

AID184 (sens) 5’-CAGCAGCTTCTGGCATGTGG-3’
BAL374 (antisens) 5’-TAAATGGCTAGGGAATGGAC-3’

BCY124 (sens) 5’-GGGACCGGATGCTAGGAG-3’
BCY125 (antisens) 5 -AAGGCGCCTGTGTGACTC-3’
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Pkm?2:

Sox8§ :

Svil :

Taf10 :

Yipm1 :

BCY726 (sens) 5’- CGCAGCTGTGATAACCTTGA-3’
BCY727 (antisens) 5’- CTCTGGGGACAGATGGCTTA-3’

BCY736 (sens) 5’- GGCTAAGGGTGACTGACTGC-3’
BCY737 (antisens) 5’-CCAGAGATGCGGCAGAGT-3’

BCY746 (sens) 5’-GGGCTCTATTTACCCGAAGC-3’
BCY747 (antisens) 5’-GGGCTCTATTTACCCGAAGC-3’

BCY728 (sens) 5’- GGCGAGCTGTGTGAGATGT-3’
BCY729 (antisens) 5’- GAAGACCGTCAGGAGACTGG-3’

BCY130 (sens) 5’-CCCATAGGGCGTTAGGATCT-3’
BCY131 (antisens) 5’-CGGAGAACAAAGGCCAGATA-3’

2. RT-PCR quantitative en temps réel

A4galt :

Bircé6 :

Calr :

Cited? :

Dusll :

GkS -

Hprt :

Kcenjlo0 :

Kctd17 -

Krrl :

Mash?2 -

Mest :

Pkm?2 :

Svil:

Taf10 :

BCO189 (sens) 5’-GAGCATGAGAGGACAAG-3’
BCO190 (antisens) 5’-TCTCCTCCAGATGGGAAC-3’

BCO170 (sens) 5’-CTGCTGGAAACCATAGATG-3’
BCO171 (antisens) 5’-TTGGCTGCAAGAGGATCC-3’

BDAA431 (sens) 5’-GGAGGATGATTGGGACTTTC-3’
BDA432 (antisens) 5’-TCCTCAGGCTTCTTAGCATC-3’

AIC277 (sens) 5’-TGGCAGACCATATGATGGCC-3’
AIC278 (antisens) 5’-GCTGCTGCTGCTGGTGATG-3’

BDA433 (sens) 5’-TGAGGAACCCTCACAAAACC-3’
BDA434 (antisens) 5’-TTCCAGGCCAAAGACTTCTC-3’

BDA449 (sens) 5’-CAACACAGAGAGCCACTTTC-3’
BDA450 (antisens) 5’-TGCTGAAATTGAAGCGGCTG-3’

AFF73 (sens) 5’-TGACACTGGCAAAACAATGCA-3’
AFF74 (antisens) 5’-GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT-3’

BDAA435 (sens) 5’-TATCAGAGCAGCCACTTCAC-3’
BDAA436 (antisens) 5’-GCAATGTGCTCCATTCTCAC-3’

BDA443 (sens) 5’-TGGAGGAAGCAGAGTTCTAC-3’
BDA444 (antisens) 5’-TAGTGGATACCATCTGTGTG-3’

BDAA437 (sens) 5’-AGAGGCAGGAAGAACGAAAC-3’
BDAA438 (antisens) 5’-GCCTCCATCTTGAGCTTAAC-3’

BCQ449 (sens) 5’-TCTCTGTCCTGCGCCTCTAC-3’
BCQ450 (antisens) 5’-CCAACTGGAAAAGTCAAGCAG-3’

AHY?249 (sens) 5’-GAAATTCAGAAGACGCTGGG-3’
AHNI102 (antisens) 5’-CTCCAAAAACTCTGGATACG-3’

BDAA439 (sens) 5’-TGGAGATGCTGAAGGAGATG-3’
BDA440 (antisens) 5’-GCAAAGCTTTCTGTGGCTTC-3’

BDA447 (sens) 5’-AAACCACCCCGGTGACTCAC-3’
BDA448 (antisens) 5’-CCCCACATCTTAGGTCCAG-3’

BDA441 (sens) 5’-CACCTCTAGTGGACTTCTTG-3’
BDA442 (antisens) 5’-AGGGCATCATTGGCAATATC-3’
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Résumé

Initialement identifi¢ en tant que corépresseur des facteurs de transcription a domaine
« KRAB », TIF1B (Transcriptional Intermediary Factor 1[) a par la suite été montré interagir
avec les protéines HP1 (Heterochromatin Protein I) et diverses machineries de remodelage
de la chromatine. Grace a 1’établissement d’une lignée de cellules F9 exprimant une protéine
TIF1B incapable d’ interagir av ec 1 es protéines H P1 (TIF157"""), ilaét éét abli au
laboratoire que cette interaction est essentielle pour la progression de la différenciation des
cellules F9. Mon travail de thése a consisté a exploiter les propriétés de cette lignée cellulaire
en vue d’ identifier et de caractériser | es g enes di rectement r égulés par | es com plexes de
répression T IF1B-HP1. En combinant une ana lyse t ranscriptomique co mparative entre de s
cellules F9 TIF1 ﬂ# " et des cellules TIF15™ boxs avec des expériences de ChIP, nous avons
identifi¢ le gene MEST (Mesoderm Specific Transcript) comme €tant un gene cible direct de
TIF1B. Nous avons démontré que TIF1[3, grace a son interaction avec les protéines HP1, est
essentiel a I’établissement et a 1a maintenance d’une structure de type hétérochromatine dans
la région promotrice de MEST, caractérisée par une triméthylation de H3K9 et de H4K20, une
hyperméthylation de ’ADN et un enrichissement en protéines HP1. Cette structure de type
hétérochromatine n écessite 1 *interaction entre TI F1B et 1es protéines H P1, puisqu’elle est
complétement désorganisée dans les cellules TIF157""*. Dans ces cellules TIF157"", le
promoteur MEST est en effet hypométhylé et caractérisé par une triméthylation de H3K27,
associée a un e réactivation de I’expression de ce géne. Des expériences de D NA-FISH ont
démontré de plus que MEST adopte une localisation sub-nucléaire préférentielle a proximité
de I’hétérochromatine grace a I’interaction entre TIF1f3 et les protéines HP1.

Dans le but d’identifier d es g énes directement r égulés par TIFIB aune plus grande
¢échelle, nous avons réalisé une expérience de ChlP-seq dans des cellules F9 au cours de 1a
différenciation cellulaire. Cette étude a mis en évidence un nombre considérable de régions du
génome enr ichies en TI F1B et pe rmis d’ établir qu el es cibles di rectesd e T IF13 sont
majoritairement d es g énes 1 mpliqués d ans | “expression des g eénes, la m ort ¢ ellulaire, | a
croissance et la prolifération cellulaire ainsi que dans le cancer; cette analyse suggére aussi
que TIF1P pourrait jouer un role au niveau des séquences répétées de type LTR et SINE.

Ces r echerches ont pe rmis d’ établir q ue TI FIB estun régulateur m ajeurd el a
physiologie cel lulaire e t d” apporter un ¢éclairage nouveausurlerélede T IFIP et plus
généralement de la dynamique de la chromatine dans la régulation de 1’expression des génes

ainsi que sur les mécanismes de répression exercés par les complexes TIF13/HP1.
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