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NLS : Nuclear localization signal

NORL1 : Neuron-derived orphan receptor 1
NRbox : Nuclear receptor

Nrfl : Nuclear respiratory factor 1

NSD1: Nuclear receptor binding SET
domain protein 1

NuA4 : Nucleosome acetyltransferase of
histone

H4

NuRD : Nucleosome remodeling and
deacetylating

NURR1 : Nur-related factor 1

O
ORF : Open Reading Frame

P

PADI : Peptidyl arginine deiminase 4
PARP : Poly-ADP-ribosyltransferase
PBS: Primer binding site

PCAF : p300/CBP associated factor
complex

pCIP : p300/CBP-integrator associated
protein

PDGF : Platelet derived growth factor
PE : Endoderme pariétal

PHD : Plant homeodomain

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase
PIC : Pre-initiation complex

PML : Promyelocytic leukemia

PNR : Photoreceptor-specific nuclear
receptor

Polll : ARN-polymerase Il

PP : Polypurine

PPAR : Peroxisome proliferator activated
receptor

PR : Progesterone receptor

PRAME : Preferentially expressed
antigen in melanoma

pPRB : Retinoblastoma

PRC : Polycomb repressive complex
PRDM : PRDI-BF1 and RIZ homology
domain containing protein

PRE : Endoderme primitif

PRMT : Protein arginine
methyltransferase

PSF: Proline/glutamine-rich splicing
factor

PTEN : phosphatase and tensin homolog
PTM : Post-translational modifications
PXR : Pregnane X receptor

R

Rab23: Ras-like GTPase 23

RAC3 : Ras-related C3 botulinum toxin
substrate 3

RAR : Retinoic acid receptor

Ras: Rat Sarcoma viral oncogene
homologue

RBCC : RING finger, B boxes, Coiled Coil
RD : Repression Domain

REA : Repressor of estrogen receptor
activity

RET : Rearranged during transfection
Rev-Erb : Reverse ErbA

RING : Really interesting new gene
RIP140: Nuclear receptor interacting
protein of 140kDa

RIZ : Retinoblastoma protein-Interacting
Zinc finger gene

RN : Récepteur nucléaire

RNAseq: RNA sequencing

ROR : RAR-related orphan receptor
RSC : Remodel the structure of chromatin
RSF: Remodeling and spacing factor
Rtt109 : Tyl transposition gene product
109

RXR : Retinoid X receptor

S

SAGA : Spt-Ada-Gcn5 Acetylase
coactivator complex

SAM : S-Adenosyl-Methionine
SANT : Swi3/Ada2/NCoR/TFIID
Sas: Something About Silencing
SET : Su(var)3-9, Enhancer of zest,
Trithorax

SETDB1: SET domain bifurcated 1
SETMAR : SET domain and mariner
transposase fusion gene-containing protein
SF1: Steroidogenic factor 1
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SFRP1: Secreted frizzled-related proteinl
SHP : Short heterodimeric partner

Sin3: Yeast switch independent 3

SINE : Short interspersed element

SIRT : SIRTuines

SMAD : Sma/ Mothers against
decapentaplegic

SMRT : Silencing mediator for retinoic
acid and thyroid hormone receptors
SMYD : SET and MYND domain-
containing protein

SOCS: Suppressor of cytokine signaling
proteins

SRC: Steroid receptor coactivator
STAGA : SPT3-TAF9-GCN5IlAcetylase
SUMO : Small ubiquitin like modifier
SUV39H : Suppressor of variegation 3-9
homolog 1

SUV4-20H: Suppressor of variegation 4-
20 homologue

SV40: Simian virus 40

SWI-SNF : Maiting type switching-
Sucrose non fermentator

SWR1: SWI2/Snf2 related ATPase 1

T
TAF : TBP associated factor

TAK1 : TGF-beta activated kinase 1

TAM : Tamoxifene

TAP : Tandem affinity purification

TBL1 : Transducin beta-like protein 1
TERC : Telomerase RNA component
TERT : Telomerase reverse transcriptase
TFTC : TBP-free TAF containing complex
TGF : Transforming growth factor

TIF : Transcription intermediary factor
TIP60 : Tat interactive protein

TLL : Tailess

TM : Transmembrane

Tob : transducer of ERBB2

TPA : 12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetate

TPRT : Target primed reverse
transcription

TR2-4 : Testis receptor 2-4

TR : Thyroid hormone receptor

TRAC : Thyroid-hormone and Retinoic
acid receptor Associated Corepressors
TRAM1 : Thyroid hormone receptor
activator molecule 1

TRAP : Thyroid hormone Receptor
Associated Protein

TRIM : Tripartite Motif

tRNA : ARN de transfert

TSA : Trichostatine A

TSD : Target site duplication

TSS: TIF1 signature sequence

Txnip : Thioredoxin-interacting protein

U

UAS : Upstream activating sequence
UTX/Y : Ubiquitously Transcribed
tetratricopeptide repeat, X/Y chromosome

Vv

VDR : Vitamin D3 receptor

VEGF : Vascular endothelial growth
factor

VL30 : Virus-like 30S

VP16 : Herpes simplex virus protein 16

w

WCRF : Williams syndrome transcription
factor chromatin remodeling factor

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

WDRS5 : WD40 repeat protein 5

Wnt : Wingless

X

XPC : Xeroderma pigmentosum
complementation group C
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Introduction

l. Généralités sur la transcription

L’'un des aspects fondamentaux de la biologie ctsmsiscomprendre comment sont
déterminés les différents types cellulaires au €aler 'embryogenese a partir d’'une cellule
unique. Puisque toutes les cellules d’'un organigassédent le méme patrimoine génétique (a
de rares exceptions pres), I'expression de leutegydoit étre modulée de maniere spécifique.
Ce niveau de contrdle, qui implique des modificagialu taux d’expression des géenes sans
altération de leur séquence, est appelé « épiggeéti. Le profil d’expression des genes
détermine l'identité et les caractéristiques prepte chaque type cellulaire. La perte de cette
identité fonctionnelle est la cause du développerdemombreuses pathologies, notamment
de cancers (Keppler et Archer, 2008a et b).

L’expression des genes est régulée principalemannigeau de linitiation de la
transcription, étape limitante a laquelle partigipgois catégories de facteurs (Roeder, 2005 ;
Sikorski et Buratowski, 2009figure 1) :

i La machinerie de transcription de base Constituée de ’ARN-polymérase Il
(Polll) et des facteurs généraux de la transcmpi®TF : General_Tanscription_Factor), elle
constitue l'unité minimale nécessaire a linitiatiode la transcription. Elle se fixe
préférentiellement au niveau des promoteurs, régjpositionnées en amont des genes et
rassemblant plusieurs courtes séquences d’ADN téaistques. Parmi celles-ci, on trouve la
boite TATA, linitiateur (Inr), I'élément promoteuaval (DPE : Downstream_FRomoter
Elemen}, I'élément de réponse a TFIIB (BREFIIB Response IEmenj ainsi que les ilots
de dinucléotides CpG (Thomas et Chiang, 2006 ; thdershon et Kadonaga, 2010). La
présence de ces éléments permet de former le coengéepré-initiation (PIC Pre-Initiation
Compley spécifiguement sur le promoteur, et de déternmingentation de la transcription.

+ Les facteurs de transcription séquence-spécifiquesCes protéines se lient a
des séquences d’ADN qui leur sont propres, appeté@éments régulateurs en cis » ou
« eléments de réponse », situés soit a proximdi, as distance des génes. Leur fonction
consiste a activer ou réprimer la transcription giegipes de genes placés sous leur contréle
(Levine et Davidson, 2005 ; Weake et Workman, 20B3rmi ces facteurs, nous nous
intéressons en particulier a la superfamille despteurs nucléaires (RN, voir partie Il).
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+ Les co-facteurs :Encore appelés facteurs intermédiaires de traptsami(TIF :
Transcription _htermediary _Rctorg, ils interagissent avec les facteurs de trangSorip
séquence-spécifiques et potentialisent leur a@ifacilitant ou en inhibant l'initiation de la
transcription par différents processus que noualtE¥ons en partie lll.

COFACTEURS

T J MACHINERIE
DE BASE

FACTEURS DE
TRANSCRIPTION

Figure 1 : Les trois catégories de facteurs partipant a l'initiation de la transcription.

Il. Les récepteurs nucléaires

Les organismes multicellulaires sont des entitéslogiques complexes dont les
différents types cellulaires assurent leurs fomstiodle maniére finement coordonnée. Cette
régulation s’opere notamment par la sécrétion diéepemolécules appelées hormones, qui
constituent des signaux de communication capabétsedntégrés soit par 'organe qui les
produit (communication dite « autocrine ») soit das cibles distantes (communication dite
« paracrine »). Le contréle hormonal est impliquéng la plupart des aspects de la
physiologie, c’est pourquoi ses dysfonctionnemeotst a I'origine d'une vaste diversité de
pathologies.

Il existe deux types de signalisation en fonctias gropriétés des hormones : les
hormones hydrophiles peuvent se lier a un récepteembranaire, la fixation active le
récepteur et donne lieu a une cascade de sigmatisatntracellulaire ; les hormones
hydrophobes, quant a elles, diffusent librementravers des membranes pour atteindre le
noyau des cellules. On sait aujourd’hui que lesmoores hydrophobes opérent grace a la
présence de protéines nucléaires capables deelesMec une haute affinité et d’agir en
conséguence sur I'expression de certains genesprogsnes, appelées récepteurs nucléaires
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(RN), font partie d’'une superfamille de facteurstEnscription séquence-spécifiques dont

I'origine phylogénétique remonte a I'émergence mésazoaires (Markov et al., 2008).

1. Découverte

L’implication des hormones stéroidiennes/thyroidesy dans une multitude de
processus physiologiques est connue depuis fe siéxle (pour revue Evans, 1988 ;
Mangelsdorf et al., 1995). Ces petites moléculgigiitiues ont été purifiées au début di 20
siecle (Karrer et al., 1930). Si leur importancexdan certain nombre de pathologies était
déja documentée, il a fallu attendre les année® pBGr commencer a comprendre leur mode
de fonctionnement. Grace a l'utilisation d’hormomnadiomarquées, il fut possible d’isoler les
protéines auxquelles elles se lient (Jacobson,et360). En paralléle a ces études, un lien fut
établi entre le traitement a I'cestradiol et unenagigtation d’activité de la Polll (Weil et al.,
1963). Des travaux conseécutifs permirent d’étabhie corrélation entre le traitement aux
hormones stéroidiennes et la translocation de [@otgines réceptrices a l'intérieur du noyau
des cellules ou elles se fixaient sur la chromatineduisaient des changements d’expression
d’un certain nombre de génes (lvarie et O'Farfell78).

Durant les années 1980, ces récepteurs purent peiiéiés par des approches
biochimiques (Ringold, 1985 ; Yamamoto, 1985). Ges/aux permirent de cloner les
séquences d’ADNCc correspondant aux récepteursldesogrticoides (Govindan et al., 1985;
Hollenberg et al., 1985 ; Miesfeld et al., 1984 eivlberger et al., 1985 ), des cestrogenes
(Green et al., 1986; Krust et al., 1986 ), de Ithone thyroidienne (Sap et al., 1986 ;
Weinberger et al., 1986), de la progestérone ¢reks al., 1986; Loosfelt et al., 1986 ), des
minéralocorticoides (Arriza et al., 1987), de lemiine D (Baker et al., 1988 ; McDonnell et
al., 1987), de I'acide rétinoique (Brand et 28888 ; Giguere et al., 1987 ; Krust et al., 1989 ;
Petkovich et al., 1987 ), des androgenes (Changl.etl988) ou encore des acides gras
(Issemann et Green, 1990).

Par la suite, l'utilisation de sondes a faible rgfence permit l'identification des
premiers RN « orphelins » (nommés ainsi car ilpogsédaient alors aucun ligand connu) sur
la base de leur homologie de séquence avec lesSRMNédre et al., 1988 ; Benoit et al., 2006).
Le séquencage du génome humain a permis de comgdéte liste qui comprend 48 RN dont

24 sont considérés comme orphelitableau 1)

15



Nom Abbréviation Nomenclature Ligand

Thyroid hormone receptor TRo. NE1A1 hormone thyroidienne T3
TRB NRIA2 hormone thyroidienne T3
Retinoic acid receptor RARo NR1B1 Acide rétinoigue
RARp NR1B2 Acide rétinoigue
RARy NR1B3 Acide rétinoigue
Peroxisome proliferator activated receptor PPARG NRIC1 Acide gras, leukotriéne B4
PPARP NRIC2 Acides gras
PPARy NRIC3 Acides gras, prostaglandine J2
Reverse ErbA Rev-erbo NR1D1 Orphelin
Rev-erbf NRID2 Orphelin
RAR-related orphan receptor RORa NRIF1 Orphelin
RORB NRIF2 Orphelin
RORy NEIF3 Orphelin
Liver X receptor L¥Rao NRI1H3 Oxysterol
LXEp NRIH2 Oxysterol
Farnesoid receptor FXR NR1H4 Acides biliaires, feraxamine
Vitamin D3 receptor VDR NRII Vitamine D3
Pregnane X receptor PXR NRIIZ Xénobiotiques
Constitutive androstan receptor CAR NEII3 Xenobiotiqgues, phénobarbital
Human nuclear factor 4 HNFic: NR2AL Orphelin
HNF4( NR2A3 Orphelin
HNF4y NR2A2 Orphelin
Retinoid X receptor FXRa NR2B1 Acide rétinoigue 9-cis
RXRp NR2IB2 Acide rétinoigue 9-cis
BXBy NE2B3 Acide refinoigue 9-cis
Testis receptor TR2 NR2C1 Orphelin
TR4 NR2C2 Orphelin
Tailess TLL NR2E2 Orphelin
Photoreceptor-specific nuclear receptor PNER NR2E3 Orphelin
Chicken ovalbumin upstream promoter-transcription factor COUP-TFI NEZF1 Crphelin
COUP-TFI NE2F2 Orphelin
ErbA2-related gene-2 EAR2 NRIF6 Orphelin
Estrogen receptor ERo NE3AL Qestradiol-17b, tamoxiféne, raloxiféne
ERp NR3A2 Oestradiol-17b, composés synthéfigues
Estrogen receptor-related ERRx NR3B1 Orphelin
ERR[ NE3B2 Crphelin
ERRy NR3B3 Orphelin
Glucocorticoid receptor GR. NR3C1 Cortisol, déxameéthasone, RU486
Mineralocorticoid receptor ME. NR3C2 Aldostérone, spirolacione
Progesterone receptor PR NR3C3 Progestérone, médroxyprogestérone acétate, RUL86
Androgen receptor AR NR3C4 Testostérone, flutamide
NGF-induced factor B NGFLB NE4Al Orphelin
Nur-related factor 1 NUER1 NR4A2 Orphelin
Neuron-derived orphan receptor 1 NOR1 NR4A3 Orphelin
Steroidogenic factor 1 SF1 NR3AL Orphelin
Liver receptor homologous protein 1 LEH1 NR3A2 Orphelin
Germ cell nuclear factor GCNF NR6AL Orphelin
DSS-AHC critical region on the chromosome, gene 1 DAL NEOB1L Orphelin
Short heterodimeric partner SHP NROB2 Orphelin

Tableau 1 : Liste des 48 récepteurs nucléaires hunms
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2. Structure des récepteurs nucléaires

L’analyse des séquences peptidiques des RN rével&gions conservées (nommées
A-F ; Krust et al., 1986) correspondant a trois doras fonctionnels distincts (Huang et al.,
2010)(figure 2).

AF1 AF2
NH, * F COOH
A/B C D E F
Liaison a 'ADN Liaison du ligand
Dimérisation Dimeérisation
Charniére
NLS

Figure 2: Organisation structurale des récepteursnucléaires. Les différents
domaines (A/B, C, D, E et F) sont représentés destiemités N- a C-terminales (NH et
COOH). Les régions C (DBD en bleu) et E (LBD en vé, respectivement impliquées
dans la liaison a 'ADN et au ligand, sont consenegs dans la superfamille. Les régions
A/B, D et F, représentées en gris, sont variables séquence et en taille. La plupart des
RN possédent deux fonctions de transactivation : AE dans la région N-terminale qui
est ligand-indépendante ; AF-2, dans la partie C-teninale du domaine E (en jaune), qui

est régulée par le ligand.

a. Le motif de liaison a ’ADN : DBD (DNAinding Domain

Situé dans la région C, il est le domaine le plusservé dans la superfamille des RN
excepté pour les récepteurs orphelins DAXRogage-specific sex reversaldrenal
hypoplasia congenita critical region on theckiromosomel ; Zanaria et al., 1994) et SHP
(Short Heterodimeric_Rrtner; Seol et al., 1996) desquels il est absent. &iréicen deux
hélicesa, deux doigts de zinc riches en cystéines et unadltercarboxy-terminal, il permet la
fixation a 'ADN au niveau des éléments de répomsx hormones (HRE Hormone
Responsive EEmen} (figure 3). Il est néanmoins suffisamment variable entreR&s pour

assurer leur spécificité d’affinité aux HRE corresgants (Umesono et al., 1989).
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Figure 3: Structure tridimensionnelle du DBD. Cas du récepteur nucléaire
monomérique NGFI-B (d’'aprés Meinke et Sigler, 1999) Les atomes de zinc sont

matérialisés par des spheres rouges, I'élément déponse est figuré en vert.

b. Le domaine de liaison du ligand : LBOdand Binding Domaih

Présent chez les 48 RN, le LBD est localisé dangaldie carboxy-terminale. Il est
fortement conservé tant au niveau de la séquenaed@t et al., 1992) qu’au niveau de la
structure tridimensionnelle (Wurtz et al.,, 1996).ebkt constitué de plusieurs domaines
assurant des fonctions interdépendantes :

+ L’homo- ou hétéro-dimérisation entre RN

+ L’interaction avec les protéines chaperones

4 La liaison du ligand dans la LBR.igand Bnding Pocke} dont la
séquence, bien que conservée dans la superfaméée RN, varie
suffisamment pour assurer la sélectivité du ligand

+ L’interaction avec les co-facteuvga notamment I’hélice 12 qui, par ses
changements de conformation au sein du LBD, gowveanfonction

d’activation de la transcription dépendante dun@aAF-2 Activation

Function =2 (voir partie 3.a.)
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c. La fonction d’activation AF-1Activation Function -1

Elle est située dans la région A/B et se trouve pau conservée entre les membres de
la superfamille des RN, voire absente dans certeiss Sa structure tridimensionnelle est
intrinsequement désordonnée ce qui rend son éhlimdguasiment impossible (Combet et
al., 2000). Elle est capable d’activer la trangaip indépendamment du ligand dans le
contexte d'un récepteur dont le LBD est invalidé@dqguel et al., 1989 ; Tora et al., 1989).
Dans le contexte d'un RN complet, elle peut néansmd@tre dépendante de la fixation du
ligand dans le LBD (Kumar et Litwack, 2009).

d. Les domaines D et F

La région D, aussi appelée région « charniere meeune souplesse dans la mobilité
des régions C et E. Elle peut étre indirectemeptiquée dans la liaison a 'ADN (Lee et al.,
1993) ou comporter un motif d’adressage nucléaNeS(: Nuclear Localization _§ynal ;
Ylikomi et al., 1992). La région F est variable oabsente selon le RN. Il a été démontré
gu’elle pouvait influencer l'activité AF-2 (Montaret al., 1995).

3. Mécanisme de transactivation par les RN

a. Reconnaissance et action du ligand

Le modele d’activation général des RN est illugieé un récepteur séquestré dans le
cytoplasme et lié par des protéines de choc themn{#iSP :Heat $iock Rotein), qui est
transloqué dans le noyau en réponse a la liais@oadigand pour activer la transcription de
ses genes cibles (Pratt et Toft, 1997 ; Pratt.et2804). Ce modele, permettant aux genes
cibles de passer d’'un niveau de transcription albas un niveau activé par I'intervention du
RN, est adapté aux récepteurs stéroidiens (cobstnegen_Rceptor: ER,Mineralocorticoid
Receptor: MR, Glucocorticoid_Feceptor: GR, ouAndrogen Rceptor: AR).

En effet, les récepteurs non-stéroidiens (condimgroid hormone_RBceptor. TR ou
Retinoic Acid Receptor: RAR) sont localisés dans le noyau en I'abseredighnd, liés a
I’ADN au niveau de leurs éléments de réponse.did alors en complexe avec des protéines
faisant partie de la classe des co-répresseursl’dotitité consiste a inhiber la transcription

de leurs genes cibles. Dans ce cas, la liaisonighuind provoque la dissociation de ces
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complexes et permet au géne de passer d’'un étatnée@ un état activé. Ce modele doit
néanmoins étre considéré avec précaution puisestilaujourd’hui connu que les RAR
peuvent étre trouvés dissociés de 'ADN (Brucklet2009) voire dans le cytoplasme ou en
contact avec la membrane cellulaire ou ils posgediéiérents effets non-génomiques (pour
revue Rochette-Egly et Germain, 2009).

L’activation des RN dépend de la fixation du ligashmhs la LBP. L'élucidation de la
structure du LBD en absence (Bourguet et al., 189%®n présence de ligand (Wurtz et al.,
1996) a révélé le mécanisme dit du « piege a soupar lequel on décrit le changement de
conformation du LBD. Cette modification implique inmipalement des changements
positionnels des hélices 3, 5, 11 et 12 du LBD 'belice H12, initialement exposée au
solvant, se referme sur la LBP comme un couvelCk.mouvement abroge les surfaces
d’interaction initiales de la fonction AF-2 pour eréer de nouvelles, permettant ainsi aux RN
de changer de partenaires protéigiggire 4).

“2';‘\
S Y
@

——

+ ligand

Figure 4 : Changements conformationnels du LBD lorsle la fixation du ligand. (A)
Forme apo (sans ligand) du LBD de hRXla (Bourguet et al., 1995) représenté avec les
éléments subissant les réarrangements conformatioals majeurs lors de la fixation du
ligand en vert (hélice H3) et en rouge (hélice H14t H12). (B) Forme holo (liée par le
ligand, dans ce cas le BMS649) de hRXR Les modifications structurales majeures

permettent a I'hélice H12 d’étre stabilisée en coofmation dite active.
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b. Sélection de I'’élément de réponse HRE

La fixation des RN dans la région régulatrice dedegénes cibles dépend d’'une courte
séquence d’ADN appelée HRE placée a proximité tdudsinitiation de la transcription ou a
une distance pouvant atteindre plusieurs kB. Le& ld&ht dérivés de la séquence RGGTCA
(ou R est une purine) qui est retrouvée soit eaxamplaire unique, soit en deux exemplaires
colinéaires (DR Direct Repeaj ou de direction opposée (IRnverted Rpeaj. L’affinité du
RN pour un HRE dépend de sa séquence et, dans esaépétitions, de leur orientation et
de leur espacement (Chambon, 1996). En effet, marhere simple n’est affin que pour un
récepteur monomeérique, tandis que les IR lienRIshomodimériques en configuration dite
«téte a téte » (cas des RN stéroidiens) et lesliBiRr les RN hétérodimériques en
configuration dite « téte a queue » (cas des RNsté@midiens) (Aranda et Pascual, 2001 ;

figure 5).

Monomeére LRH1 Homodimeére ER Hétérodimére RAR-RXR

. v
CCGAAAAGGTCAGGC CCAGGTCACAGTGACCTG AAGGTCACTAGGTCACA
GGCTTTTCCAGTCCG GGTCCAGTGTCACTGGAC TTCCAGTGATCCAGTGT
hexameére simple double hexamére double hexamére
inversé direct
[éte a téte téte a queue

Figure 5: Fixation des RN sur leur élément de répwse. lls se fixent sur un
élément de réponse hexamérique dans le cas d’'un nmonere (exemple de LRH1), ou sur
des doubles hexaméres inversés ou directs, dansées, respectivement, d’homodimeres
ou d’hétérodimeres (exemples de ER et RAR/RXR).

c. Hétérodimérisation des récepteurs non-stéraddien

Les récepteurs nucléaires non-stéroidiens fonutiohau niveau transcriptionnel sous
forme d’hétérodiméres avec I'une des trois isof@me RXR ¢, B ety) (Leid et al., 1992),

sans affinité préférentielle. Les RXR peuvent awssgster sous la forme d’homodimeres
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(Mangelsdorf et al., 1991). Initialement considé&tésmmme des RN orphelins, les RXR ont en
réalité une faible affinité pour l'acide rétinoigbeut-trans, et une forte affinité pour son
dérivé 9-cis (Mangelsdorf et al.,, 1992). Ainsi, léstérodiméres formés posseédent
potentiellement deux ligands distincts, I'acidan@igue 9-cis et le ligand du RN partenaire.
Deux types de réponse ont été caractérises : tmsépdite « permissive » pour laquelle les
deux ligands ont un effet indépendant, c’est lepmag PPAR, LXR, PXR et FXR ; la réponse
« non permissive » pour laquelle le RXR ne peutgmiser la transcription malgré la liaison
de son ligand lorsque le partenaire d’interacti@stnpas activé. Cette situation, aussi appelée
« subordination de RXR », concerne les RAR, TR &RY Dans ce second mode de
fonctionnement, lorsque le partenaire RAR/TR ou VBBt activé, l'effet de l'acide
rétinoique 9-cis sur RXR est potentialisé, donrigut a une réponse synergique (Westin et

al., 1998 ; pour revue Germain et al., 2006).

d. Modifications post-traductionnelles

Le ligand n’est pas le seul facteur capable de meodlactivité des RN. En effet, les RN
et leurs co-facteurs sont sujets a une vaste di&elle modifications post-traductionnelles
(PTM : Post Translational Modification) telles [l'ubiquitinylation, la SUMOylation,
'acétylation, la méthylation ou encore la phosptation (Baek et Rosenfeld, 2004). En
fonction du type de modification et du résidu cjldé processus aboutit a une modulation
positive ou négative de l'activité du RN. Ces PThhtsrégulées par diverses voies de

signalisation qui ajoutent un niveau de compleaitéseul contréle hormonal.
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I1l. Les co-facteurs des récepteurs nucléaires

1. Découverte

Dans le but d’élucider le fonctionnement des rémast nucléaires, plusieurs équipes ont
été amenées a recourir a la sur-expression pasfaion transitoire. Il a ainsi été mis en
évidence que la sur-expression d’'un RN pouvaitiahl’activité d’'un autre RN (Meyer et al.,
1989 ; Tasset et al., 1990), observation qui a mhgela théorie selon laquelle il existerait
dans la cellule des facteurs présents en quamtiitahtes dont I'utilisation serait commune a
plusieurs RN. D’autre part, il a été observé ge#fdt d'un méme RN pouvait différer d’'un
promoteur a un autre (Tora et al., 1989), témoignagpplémentaire de I'existence de ces
facteurs additionnels, désignés sous le nom defaateurs » ou « facteurs intermédiaires de
transcription » (TIF Transcription_htermediary Rctor).

Les premiers co-facteurs purent étre identifiésdes approches biochimiques (p160 :
Halachmi et al., 1994), pdfar-Western blotting(RIP140 : Cavalillés et al., 1994 ; TIF2 :
Voegel et al., 1996) et grace au crible double-itgbdans la levure (SMRT : Chen et Evans,
1995 ; N-CoR : Horlein et al., 1995 ; Tlk1 Le Douarin et al., 1995 ; Src-1: Onate et al.,
1995 ; Sugl : Vombaur et al., 1996 ; TpFILe Douarin et al., 1996).

Plus de deux-cents co-facteurs ont été mis en @egjecapables de réguler la
transcription positivement ou négativement. |l agjourd’hui connu que ces co-facteurs
n'agissent pas seuls mais au sein de grands coagpiaxltiprotéiques (Perissi et Rosenfeld,
2005).

2. Mécanistique

a. En absence d’hormone

En absence d’hormone, les RN non-stéroidiens pegsenne conformation du LBD
ouverte et sont capables d’interagir avec une el&ssctionnelle de protéines nommeées co-
répresseurs en vertu de leur capacité intrinsequehider la transcription. Leur motif
d’interaction avec les RN, baptisé CoRbX (CoRepressor_MNclear Receptor bok est
constitué de la séquence d’amino-acides LXX I/H KXL (L est une leucine, | une

isoleucine, H une histidine et X un acide aminéepregque) (Perissi et al., 1999).
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Les premiers co-répresseurs de ce type a avomiétén évidence sont SMRT (Chen et
al., 1995) et N-CoR (Horlein et al., 95) définissaneux deux la famille TRACThyroid-
hormone and_#&tinoic acid receptor_#gsociated_Grepressors en raison de leur forte
homologie (45% d’identité ; Privalsky, 2004). Ilgteragissent avec RAR et TR lorsque ces
RN sont hétérodimérisés avec RXR, et ont pour eféetéprimer la transcription basale. lls
sont en réalité capables d’interagir avec de nombrBN, y compris des récepteurs
stéroidiens (ER, PR), en particulier lorsque ceiwsent lieés a un antagoniste.

SMRT et NCoR ne possédent pas de fonction enzyoefiopre, mais peuventia
leurs domaines SANT_{83/Ada2/NCoR/TFIIID) et RD (Repression @main recruter des
complexes multiprotéiques dont certaines sous-sirstint des enzymes. Leurs partenaires
identifiés a ce jour sont HDAC3 (stone EACetylase -3), TBL1 Transducin_Betd ike
protein 1), TBLR1 (Transducin_Betd.ike Related protein )1 et GPS2 G protein RFathway
Suppressor_2 (Guenther et al., 2000 ; Li et al., 2000 ; poewue Perissi et al., 2010igure
6).

Reépression

Figure 6 : Complexes associés a un dimere RAR/RXR ¢absence de ligand.

b. En présence d’hormone

La découverte de protéines capables d’interagirc des récepteurs nucléaires en
présence de leur ligand a posé les bases de laébemsion du mécanisme d’activation de la
transcription. L’'un des premiers co-activateursodgerts, SRC1 (Onate et al., 1995), fait en

réalité partie d’'une famille de protéines d’envirbB0 kDa (la famille p160) comprenant
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plusieurs membres de séquence proche : NCOAL (SREIPA2 (TIF2 GRIP1, SRC2) et
NCOA3 (SRC3, pCIP, ACTR, AIB1, TRAM1, RAC3) (Hond al., 1997 ; Torchia et al.,
1997 ; Voegel et al., 1996 ; Yao et al., 1996). pastéines p160 font figure de prototype de
co-activateurs capables d’interagir avec les RMjusminent lorsqu’ils sont liés a leur ligand.
La conformation particuliere du LBD permet de réerwces protéines par l'intermédiaire de
leur domaine NBox (Nuclear Receptor boxde séquence LXXLL (ou L est une Leucine, X
un acide aminé quelconque) (Le Douarin et al., 49%ery et al., 1997) qui constitue une
hélice o amphipathique capable de s’arrimer au niveau blonshydrophobe formé par les
hélices 3, 4, 5 et 12 du LBD (Darimont et al., 1998

Les co-activateurs de la famille p160 fonctionnentpartie grace a leur domaine a
activité histone acétyl-transférase (Chen et @971, Spencer et al., 1997). lls sont aussi
capables d’interagir avec d’'autres protéines, d'pae les co-activateurs de la famille p300
qui possédent eux aussi une activité histone atrétysférase et sont capables d’interagir
avec la machinerie de transcription de base (Chacathangue, 2001), d’autre part des
coactivateurs a activité histone méthyl-transfétate que CARM1 et PRMT1 (Chen et al.,
1999), mais aussi des protéines a activité kinasigbiquitine-ligase ou ATPasique (telles
SWI-SNF :maiting type_SWthing-Sicrose_Mn Fermentator) (Perissi et Rosenfeld, 2005 ;
Rosenfeld et al., 200digure 7).

PRMT1 CBP/p300

A
CARM1 r

Figure 7 : Complexes associés a un dimere RAR/RXR @résence de ligand.
Parmi les co-facteurs pouvant étre recrutés pamRls une classe particuliere est

constituée par les homologues du complexe « Mediatle levure. Chez les mammiféeres, il

en existe plusieurs formes capables d’interagircdes RN, notamment TRAPTItyroid
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hormone_Rceptor_Asociated_PRotein) et DRIP yitamin D Receptor_hteracting Rotein)
(Fondell et al., 1996 ; Rachez et al., 1998). Geapiexes « mediator-like » comprennent de
nombreuses sous-unités dont I'utilisation n’estneasreinte aux RN (Malik et Roeder, 2005).
lIs facilitent I'initiation de la transcription ejouant le réle de pont entre les RN et la Polll,
ainsi que les GTF comme TFIIB, TFIID et TFIIE (Bastkal., 2006 figure 8).

Transcription

Figure 8 : Modéle d’action des complexes TRAP/DRIPLes complexes TRAP/DRIP

jouent le réle de pont entre les récepteurs nucléais, les GTF et la Polll.

c. Cofacteurs impliqués dans la répression ligagukeddante

Les cofacteurs capables d'interagir avec les RMnliggs n'ont pas toujours un effet
activateur sur la transcription. De nombreusesémes ont été caractérisées comme capables
de réprimer la transactivation des RN en présertoermdone parmi lesquelles TIk1(Le
Douarin et al., 95), RIP14®Réceptor_hteraction_Rotein 140 (Cavailles et al., 1995), LCOR
(Ligand dependant_CGO#pressoy (Fernandes et al.,, 2003), PRAMEPReferantially
expressed wtigen in_MBanom3g (Epping et al., 2005), REARgpressor of Btrogen Ativity)
(Delage-Mourroux et al., 2000), Hairless (ThompsorBottcher, 1997), MTA1 (Mazumdar
et al.,, 2001) et NSDINR-binding_&T Domain containing protein)l(Huang et al., 1998).
Ces protéines partagent un certain nombre de éaisttjues communes : Elles possedent un
ou plusieurs motifs NBox et elles recrutent, entre autres partenairesH@ESC tout comme
les répresseurs des RN non ligandés SMRT et NCaRe(&h et al., 2007), a I'exception
notable de PRAME qui recrute les protéines du gedeplycomb (Grewal et Jia, 2007).
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d. Modele d’activation cyclique de la transcriptieh-dépendante

L'implication de ces différentes classes de pr@&ginsuggere un

recrutement

interdépendant et ordonné en plusieurs étapesldalissection a été réalisée par I'analyse

d’expériences de transcriptiamvitro (Dillworth et Chambon, 2001) et de ChIP (Shanglet
2000 ; Reid et al., 2003 ; Métivier et al., 20Q8our revue Perissi et Rosenfeld, 2005). Des

cycles de recrutement et dégradation des différaatsurs ont lieu durant l'activation de

I'expression des génes cibles, cycles dont le rgtlest régulé de maniere prépondérante par

I'ubiquitination des différentes protéines impligséfigure 8).
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Figure 9 : Recrutement séquentiel et ordonné desféérentes protéines impliquées

dans la régulation transcriptionnelle par les récefeurs nucléaires.
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IV. Régulation de la structure chromatinienne

1. La chromatine

a. Le nucléosome

L’ADN n’est pas nu au sein du noyau, mais enroul@ison de 146 paires de bases
autour de structures multiprotéiques constituéasn doctamere de protéines basiques
nommées « histones » (Kornberg, 1974 ; Kornberg Letch, 1999), cet ensemble
histones/ADN est appelé « nucléosome ». On distindusieurs types d’histones :

+ Les histones de la particule cceyrou histones « canoniques » (H2A, H2B, H3 et
H4), sont de petites protéines basiques d’enviferkRa, trés conservées en séquence au
cours de I'évolution (Malik et Henikoff, 2003). E# sont formées d’'un domaine central
histone-fold structuré en trois hélicas-reliées entre elles par des boucles flexibles, et
d’extrémités N et C-terminales non structurées.

+ Les histones de liaisorou histones « linker » sont peu conservés ensregpeces et
présentent des profils d'expression spécifiques caurs du développement et de la
différenciation cellulaires (pour revue, Godde €4, 2009). La structure de ces histones, dont
le prototype majeur est I'histone H1, comprend amdine central globulaire flanqué de part
et d’autre d’'une courte région N-terminale et d’'uoegue région C-terminale basique peu
structurée. Du fait de leurs propriétés de poniatg-nucléosomal, les histones de liaison
jouent un réle important dans I'espacement degsmticléosomales et dans la topologie et le
degré de compaction de ’ADN (Happel et Doeneck@92.

+ Des variants d’histonesnon-alléliques ont été décrits pour chaque typeéstbne a
'exception d’'H4. lls présentent des variations séquence par rapport aux histones
canoniques d’'ou émergent des propriétés biochimsiqliférentes (Talbert et Henikoff,
2010). lls sont exprimés tout au long du cycle waite contrairement aux histones
canonigues dont I'expression est restreinte a és®I$ du cycle cellulaire. L'incorporation de
tels variants d’histones permet de moduler 'aécBADN chromatinien.

b. Structure de la chromatine

La structure formée par I'assemblage ADN/histonas étre observée par Walther

Flemming grace a l'utilisation de colorants basguelle fut baptisé « chromatine » en vertu
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de sa capacité a fixer ces colorants. Au tout déb &G siécle, Theodor Boveri remarqua que
la chromatine était capable de se condenser emasmmes lors de la mitose. En 1928, Emil
Heitz découvrit que la chromatine pouvait étre o&oplus ou moins fortement lors de
l'interphase et nomma « euchromatine » les régfaidement colorées, en opposition a
I' « hétérochromatine » qui est fortement color8eémit I'hypothése selon laquelle les
régions fortement colorées étaient plus condenségsouvaient contenir des genes non

exprimes.

Double hélice d’ADN

Fibre de
10 nm

Fibre de

30 nm
~

Boucle

I %I 1400 nm

Figure 10 : Les différents niveaux de compaction di& chromatine. L’observation
de la chromatine en microscopie électronique révélene organisation dite en collier de
perles aussi appelée fibre de 10nm (le terme « pesl» faisant référence aux nucléosomes
; Oudet et al., 1975). Il existe un niveau de compton supérieur appelé fibre de 30nm
(Marsden et Laemmli, 1979). Cette structure peut suir de nouveaux surenroulements
pour donner naissance a des fibres condensées d’'uaegeur de 100 a 300nm.
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c. Modifications des histones

Les travaux d’Ashburner dans les années 70 ont mdadécouverte qu’un traitement
aux ecdystéroides provoquait la décondensatiortltesnosomes polyténes de la drosophile
(Ashburner, 1974). Une étude consécutive menéke ggéne de I'ovalbumine a montré que le
promoteur de ce gene devenait plus sensible agkstibn par la DNase | apres induction
transcriptionnelle par 'oestradiol (Kaye et al986). Cette hypersensibilité a 'enzyme serait
due a la décompaction de '’ADN.

Il est aujourd’hui démontré que les co-facteurcgra diverses activités enzymatiques,
agissent sur la structure de la chromatine pouorfserin fine I'accessibilité des GTF. Ce
remodelage de la structure chromatinienne déperd@a®n de protéines de remodelage de
la chromatine ATP-dépendantes ainsi que des matdits post-traductionnelles des histones
catalysées par les co-facteurs. Les histones songffet la cible de nombreuses PTM
localisées principalement au niveau de leur quederiinale flexible, mais pouvant dans
certains cas se retrouver dans le domaimgstene-fold» central et les régions carboxy-
terminales (Campos et Reinberg, 2009).

Neuf types de modifications ont été décrits: Itgladion, la méthylation,
l'ubiquitinylation, la SUMOylation, la biotinylatio, I’ADP-ribosylation, la phosphorylation,
la cis-trans isomérisation (Keppler et Archer, 20@8b ;tableau 2. Des approches récentes
incluant la spectrométrie de masse ne cessent rditrec l'identification de nouvelles
modifications. Le développement de la techniquendiunoprécipitation de la chromatine
(ChIP) (Orlando et Paro, 1993) permet d'étudiedyaamique de ces modifications dans le
génome. De nombreuses études ont ainsi mis enn@édeur association aussi bien a

I'activation qu’'a la répression de I'expression deses.
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Modification covalente

[Résidus modifiés

|R6le dans la transcription

|JFonctions régulées

Acétylation H3 (9, 14, 18, 23) Activation Transcription, Réparation, Réplication, Condensation
Lysine (K) H4 (5, 8,13, 16 Activation
H2A, H2B Activation
Phosphorylation H3 (3, 10, 11, 28) Activation Transscription, Réparation, Condensation
Sérine/Thréonine (S/T) H2A, H2B Activation
Méthylation H3 (2,17, 23) Activation Transcription
Arginine (R) H4 (3) Activation
Méthylation H3 (4, 36, 79) Activation Transcription, Réparation
Lysine (K) H3 (9, 27) Répression
H4 (20) Répression
Ubiquitine H2A (119) Répression Transcription, Réparation, Condensation
Lysine (K) H2B (120) Activation
ADP-ribosylation H1 Activation Transcription Réparation, Réplication
Glutamate/Arginine (E/R) H2B (120) Activation
SUMOylation H2A (126) Répression Transcription
Lysine (K) H2B (6, 7) Répression
Citrullination H3,H4 Répression Transcription
Arginine (R)
Biotinylation H3, H4, H2A Répression Transcription, Réparation, Condensation
Lysine (K)
Isomérisation H3 (30, 38) Activation/Répression Transcription
Proline (P)

Tableau 2: Les différentes modifications des histes et leurs conséquences

fonctionnelles (adapté de Kouzarides, 2007).

i. Acétylation des histones

L’acétylation au niveau des

lysines est généralémeorrélée a [lactivation

transcriptionnelle (Jeppesen et Turner, 1993). &edyses globales a I'échelle du génome,

réalisées a la fois chez la drosophile, la sourlhemme ont montré que cette modification

est particulierement enrichie au niveau des régiwomotrices et des séquences codantes des
genes (Schubeler et al., 2004 ; Bernstein et @5R

Les effecteurs de cette modification sont les pnetedu groupe HATHistone_Aetyl

Transferasg qui catalysent le transfert d’'un groupement dodéyl’acétyl Co-enzyme A sur

les lysines. Les HAT sont divisées en trois famileix spécificités de substrat différentes

dont les deux premieres, la famille GNAT/PCAF efdmille MYST agissent spécifiguement

sur les histones tandis que la famille p300/CBPs@ds aussi de nombreuses cibles hors

histones. Ces familles sont définies en fonctiomedes domaines structuraux (Hodawadekar

et Marmorstein, 2007tableau 3.
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Famille | Domaines structuraux Enzyme |Complexes associés Substrat Fonction
GNAT/ bromodomaine Gen5 SAGA, ATAC, TFTC | H3KO9, 14, 18, 36 Co-activateur
PCAF H2B
PCAF STAGA H3K14 Co-activateur
MYST chromodomaine Tip60 NuA4 H4K5, 8, 12, 16 | Co-activateur, Réparation de I'ADN, Cycle cellulaire
PHDfinger Sas2, MOF SAS H4K16 Répression / Compensation de dosage
Sas3 NuA3 H3K14, 23 Répression / Compensation de dosage
MOz MOz H3K14 Co-activateur
HBO1 HBO1 H3/H4 Réplication de I'ADN
CBP/ Bromodomaine CBP, p300 nombreux tous histones Co-activateur, Réplication et réparation
p300 Motifs riches en Cys/His Rtt109

Tableau 3 : Les différentes familles d’enzymes regmsables de I'acétylation des histones.

L’acétylation des histones est contrebalancée fpatiité des HDAC, protéines
responsables de répression transcriptionnelle.s Efpeuvent étre classifiées chez les
mammiféres en quatre familles en fonction des hogiet existant avec leurs orthologues
chez la levure (Witt et al., 2009).

+ La classe | contient des enzymes (HDAC1, 2, 3 &t Bxpression ubiquitaire et qui
ont une localisation presque exclusivement nudédies enzymes de cette classe font partie
de complexes cruciaux dans la régulation épigénetidHDAC 1 et 2 exercent leur activité au
sein des complexes Sin3, Mi2/NuRBucleosome Bmodeling and BPacetylatingy, COREST
(CoREpreSor element_fanscription factor) et PRC2 Polycomb _Rpressive_Gmplex_2.
HDAC3 est quant a elle retrouvée au sein des compleépresseurs SMRT et N-CoR1
(Haberland et al., 2009).

+ La classe Il contient les enzymes apparentéepeotaine HDAL de levure (HDAC4,

5, 6, 7, 9 et 10) qui sont localisées aussi biemsda cytoplasme que dans le noyau. Ces
enzymes ont souvent des profils d’expression assgeeints (notamment dans le cerveau, le
muscle et le cceur) suggérant des fonctions plusifepées au cours de la différenciation
cellulaire et du développement.

+ La classe Ill a été découverte plus récemment atiesd les homologues de la
protéine Sir2 de la levure. Les enzymes de ce#issel ont la particularité de nécessiter du
NAD+ (Nicotinamide Adénine _Dnucléotide 4 comme co-enzyme pour désacétyler les
histones contrairement aux HDAC dites « classiquegui utilisent l'ion Zn2+. Chez
’homme, on retrouve actuellement sept protéineseldype, encore appelées SIRTuines
(SIRT1 a SIRT7 ; Haigis et Sinclair, 2010).

4 La classe IV comprend actuellement un seul mentbistone désacétylase HDAC11
qui présente certaines homologies avec les enzgmés classe | et I, mais dont la fonction

n’est pas encore déterminée.
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ii. Méthylation des histones

La méthylation des histones joue un role plus cexgplen fonction du résidu ciblé car
elle est a la fois associée a la répression deatesdription (méthylation de K9 et K27 de
'histone H3 et de K20 de I'histone H4) ou a unté@anscriptionnellement actif de la
chromatine (méthylation de K4, K36, K79, R2, R17R&3 de I'histone H3 et de R3 de
I'histone H4).

Les HMT (Histone_MethylTransferasg sont des enzymes qui catalysent le transfert d’'un
groupement méthyle (-CH3), a partir du cofacteuMS{&-Adenosyl-Mthionineou AdoMe},
sur un résidu lysine ou arginine. Les argininesvpat étre mono- et di-méthylées par des
PRMT (Protein aRyinine MethylTransferasg alors que les lysines peuvent étre mono, di-, et
tri-méthylées par des protéines contenant un dan&iBT Qu(var)3-9, Ehancer ofzest,
Trithorax) ainsi que par la protéine Dotl1Di6rupter & Telomere silencing protein- Like).

Les HMT spécifiqgues des lysines ont été classéeplasieurs familles en fonction de

similarités de séquence a l'intérieur du domainel ¥ de leurs propriétés structurales
(Volkel et Angrand, 2007). Les enzymes impliquéassdla méthylation des lysines 4, 36 et
79 de I'histone H3 (associées a l'activation traipsionnelle), ainsi que celles impliquées
dans la méthylation des lysines 9 et 27 de I'histbi8 et de la lysine 20 de I'histone H4 sont

actuellement les mieux caractéris@@ableau 4)

Substrat Histone méthyltransférase Fonctions

H3K4 SET1, MLL, SET7/9, ASH1L, Activation
SMYD3, PRDM9, SETMAR
H3K9 SUV39h1/2, EHMT1/2, SETDB1,| Répression, hétérochromatinisation
ASH1L, ESET, G9a, GLP, RIZ Inactivation du Chr X
H3K27 EZH1/2, EHMT2 Répression, Inactivation Chr X
H3K36 NSD1, SETD2/HYPB, SETMAR Elongation transcriptionnelle
H3K79 DOTI1L Activation
H4K20 SUV4-20H1/2, SET8, NSD1, Répression, hétérochromatinisation
ASH1L

Tableau 4 : Les différentes enzymes responsables ldeméthylation des lysines sur les

histones.

Les protéines PRMT, capables de méthyler les reésadginines, sont conservées de la
levure a ’lhomme, chez qui dix PRMT ont été canasé@s dont sept capables de méthyler les
histones : PRMT1, PRMT4/CARMXfactivator Associated agnine Methyltransferase )l
PRMT5/JBP1 Janus kinase-iBding Protein-1), PRMT6, PRMT7, PRMT8 et PRMT9 (Pal et

Sif, 2007). Ces enzymes ont été regroupées endaasses distinctes : la classe | qui catalyse
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la monométhylation et la diméthylation asymétrigies arginines et la classe Il qui catalyse

la monométhylation et la diméthylation symétriqes drgininegtableau 5)

PRMT Classe Substrat Fonctions
PRMT1 1 H4R 3 Activation, réparation de I'ADN
PRMT4/CARM1 1 H3R2, R17, R26, R128, Activation, différenciation,
R129, R131, R134 développement, tumorigénese

PRMT5/JPB1 2 H3R8, H4R3 Répression

PRMT6 1 H3R2, R17, R26, R128, Répression, réparation de I'ADN

PRMT7 2 H2A, H4R3 Empreinte parentale des cellules germinales méles

PRMTS8 1 H4R3 Indéterminés

PRMT9 2 H2A, H4 Indéterminés

Tableau 5 : Les différentes enzymes responsables ldeméthylation des arginines sur les

histones.

La méthylation des histones est une modificatiorengible qui peut étre hydrolysée
par plusieurs familles de protéines découvertesmérent (pour revue : Mosammaparast et
Shi, 2010). La premiere déméthylase identifiée lautprotéine LSD1 Lysine Pecific
Demethylase )1qui déméthyle spécifiquement les lysines 4 ee9histone H3 lorsqu’elles
sont mono- ou di-méthylées par une réaction d’otigdagqui nécessite la flavine comme co-
facteur (Shi et al., 2004). Une grande famille éendthylases, la famille KDMLsine (K
DeMethylas¢, contenant le domaindumonji C (JmjC) a ensuite été caractérisée ; ses
membres sont capables d’enlever les trois étatsélbylation (mono-, di- et tri-méthylation)
des lysines par une réaction d'oxydation nécedsilanfer Fe(ll) et de H-cétoglutarate
(tKG) comme co-facteurs (Tsukada et al., 2006). Lrggnenes mono-méthylées, quant a
elles, peuvent étre converties en citrulline panzyme PADI4 PeptidylAginine Delminase
4) (Wang et al., 2004) mais il a aussi été découvécemment qu’elles peuvent étre
déméthylées par I'enzyme JMJID6 contenant le domam€ (Chang et al., 200T)ableau
6).

Famille Enzyme Substrat
PADI PADI4 H3R2, R8, R17, R26, H4R3
KDM1 LSD1 H3K4me2/1, H3K9me2/1
KDM2 JHDM1A, JHDM1B H3K36me2/1, H3K4me3
KDM3 JMJD1A,JMJD1B,JMJD1C H3K9me2/1
KDM4 JMJID2A, IMJD2B,JMJD2C,IJIMJID2D H3K9me2/1, H3K36me3/2
KDM5 JARID1A, JARID1B, JARID1C, JARID1D H3K4me3/2
KDM®6 UTX, UTY, JMJID3 H3K27me3/2
JMJID6 JMJID6 H3R2, HAR3

Tableau 6 : Les différentes enzymes responsables ldedéméthylation des histones.
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iii. Autres modifications

+ La phosphorylation des histones se produit sur les résidus Sérin&1bl3H3S28,
H2BS10, H2BS14) et Thréonine (H3T3, H3T11). Elleggnéralement corrélée a I'activation
transcriptionnelle aussi bien chez la levure quezcles mammiferes (Lo et al., 2001 ;
Metzger et al., 2008) mais joue aussi un rble ingmrdans le déroulement de la mitose
(Fischle et al., 2005 ; Hans et Dimitrov, 2001)latréparation de ’ADN qui nécessite la
déphosphorylation de la thréonine 11 d'H3 (Shimasta al., 2008). Sur H2B, la
phosphorylation des sérines 10 et 14 est liémdudttion de I'apoptose (Ahn et al., 2006).

+ L’ubiquitination des histones joue différents réles en fonction rdsidu ciblé.
L’'ubiquitination de la lysine 119 de I'histone HZ&ez 'lhomme est associée a la répression
transcriptionnelle par inhibition de I'élongatiore da Polll (Zhou et al., 2008), alors que
'ubiquitination de la lysine 120 de I'histone H2ZBiez I'homme et la levure est associée a
I'activation de la transcription (Zhu et al., 200Byautre part, 'ubiquitination des histones
H3 et H4 est induite au niveau des dommages de NAdausés par les ultraviolets et
constitue un signal pour le recrutement de la pretde réparation XPC (Wang et al., 2006).

4+ L’ADP-ribosylation consiste en un transfert d'un ou de plusieurs ggognts ADP-
ribose sur des substrats protéiques, réalisé par des @szyn activité mono-ADP-
ribosyltransférase (MART) ou poly-ADP-ribosyltraéedse (PARP). lls peuvent é&kminés
par 'enzyme polyADP-ribose glycohydrolase (Hassale 2006). L’ADP-ribosylation est
retrouvée principalement sur les résidus acidetagligues (E) des histones H1 et H2B ou
encore sur l'arginine R33 de l'histone H1 et estvemt associée a l'activation de la
transcription.

+ La SUMOylation, qui consiste en I'ajout de la protéine SUM®ng@ll Ubiquitin-like
M0Odifier), se produit sur les lysines des quatre histo@este modification est impliquée
dans la répression transcriptionelle chez Ihomme@mme chez la levure
Schizosaccharomyces pomibar elle est mutuellement exclusive avec I'acéityha ou
I'ubiquitination du résidu lysine ciblé (Garcia-Dorguez et Reyes, 2009).

4+ La biotinylation des lysines peut avoir lieu sur les histones H8, &t H2B ; elle
consiste en l'addition d’un groupement biotine, moraussi sous le nom de vitamine H ou
vitamine B, par des enzymes appelées biotinidaSeifte modification est associée a la
répression transcriptionnelle : la biotinylation ldelysine 12 de I'histone H4, par exemple,
antagonise l'acétylation du méme résidu et estchi@i au niveau de structures

chromatiniennes inactives (Hassan et Zempleni, 2008
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+ La citrullination est une réaction de déimination qui convertit deginines en
citrullines au niveau des histones H3 et H4, réalipar la peptidyl arginine deiminase 4
(PADI4) chez 'homme. Cette modification a un effeitagoniste a la méthylation des
arginines et est ainsi associée a la répressinadiigtionnelle (Thompson et Fast, 2006).

+ L’'isomérisation des prolines consiste en un changement de contiorm#es prolines
de la forme cisa la forme tran®t vice versa qui crée une distorsion sévere de la chaine
polypeptidique. Chez la levu@accharomyces cerevisjdgsomeérisation de la proline 38 de
I'histone H3 provoque un changement de conformaties résidus adjacents, et inhibe ainsi
la méthylation de la lysine 36 (Nelson et al., 2006

d. Mécanistique de la décondensation chromatinienne

Pour expliguer comment la structure de la chroreatist modulée par les PTM des
histones, deux hypothéeses ont été formulées :

+ La premiére théorie, appelée hypothése électragtgtstipule que les modifications
des histones soient intrinséquement capables waénfler la liaison ADN-histone par la
neutralisation des charges des résidus de la qNaaeminale (Wolffe et Pruss, 1996). Ce
modele est particulierement adapté pour décrirgelatralisation de charge provoquée par
l'acétylation des résidus lysine. Plusieurs études néanmoins démontré que leffet
provogué ne semble pas altérer les interactioriertégs/ADN et engendre des effets mineurs
sur les propriétés physicochimiques du nucléosonieeitini et al.,, 1988). Il existe une
variation a cette théorie, illustrée par le phénomd’ « effet extrinseque » des PTM des
histones : Il est connu que l'histone H4 est capabinteragir avec I'histone H2A d’'un
nucléosome adjacent uniquement en absence d'ai@tylainsi la formation de chromatine
condensée dépend directement de cette PTM (Zhaly 2007).

+ La seconde possibilité, qui prime aujourd’hui, ddeode la théorie du code des
histones (Turner, 1993 ; Jenuwein et Allis, 20 lJe propose que les PTM des histones
servent de surface de reconnaissance pour des ine®téeffectrices de la
condensation/décondensation de la chromatine. €etiende possibilité est étayée par le fait
gue certains domaines des protéines, en particaleer co-facteurs, sont capables de

reconnaitre ces modifications (Taverna et al., 2007

» Le bromodomaine reconnait les lysines acétylées et est souventiqo#ldans

I'activation transcriptionnelle (Dhalluin et al.999). Il est retrouvé chez de nombreux
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co-activateurs a activité histone acétyltransfé(&b&T), tels que les protéines de la
famille GNAT et de la famille CBP/p300 chez I'homnmeais aussi chez certains co-
répresseurs transcriptionnnels (par exemple legpeesseurs TIF1) et dans certaines
histone méthyltransférases (HMT) telles que MMixed Lineage Leukemia protein)
Le chromodomainedes protéines HP Hgterochromatin Potein 1) et de la protéine
Polycomb reconnaissent respectivement les lysiree29 de I'histone H3 lorsqu’elles
sont méthylées (de préférence triméthylées) (Nietteal., 2001 ; Miller et al., 2002).
Ces protéines impliquées dans la répression sopabtes de recruter d’autres
répresseurs travaillant en synergie pour étabkr structure chromatinienne compacte
(Grewal et Jia, 2007).

Le domaine Tudor est capable de reconnaitre les arginines et leseky/snéthylées a
la surface des histones (Kim et al., 2006).

Les répétitions WD40de I'activateur transcriptionnel WDRMD40 Repeat protein
5) sont des motifs qui reconnaissent l'arginine 2leetlysine 4 de I'histone H3
lorsqu’elles sont méthylées (Couture et al., 2006).

Le domaine en doigt de zinc de type PHEst un motif qui reconnait notamment les
lysines méthylées. Ce domaine peut aussi bierir@pkqué dans l'activation que dans
la répression des génes en reconnaissant essangall la lysine 4 tri-methylée de
I'histone H3 mais également les lysines 9 et 3énthylées de cette méme histone
(Taverna et al., 2007).

Le domaine 14-3-3de la famille de protéines 14-3-3 reconnait spgedment la
sérine 10 phosphorylée de I'histone H3 (Macdonakl.e2005).

2. Remodelage ATP-dépendant de la chromatine

Certains co-facteurs font partie d’'une famille maltere de protéines a activité

ATPasique. Grace a l'énergie libérée par I'hydrelyde I'ATP, ils sont capables de

déstabiliser I'interaction histone-ADN et de réarigar la structure chromatinienne (Saha et

al., 2006). lls sont caractérisés par la présehoedous-unité catalytique ATPase et peuvent

étre classés en quatre familles en fonction derésgmce d’autres domaines structuraux
caractéristiques : les familles SWI/SNF, ISWI, MERID et INO(tableau 7)
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Famille Complexes Fonctions
SWI/SNF SWISNF Elongation, Différenciation, Développement
ISWI WCREF, Activation/R épression
CHRAC, RSF Espacement des nucléosomes
Mi-2/CHD Nurd Répression / Remodelage chromatine
INO SWR1 Réparation ADN

Tableau 7 : Les différentes familles de co-facteur&TP-dépendants.

+ La famille SWI/SNF (SWiching/Sicrose _Mn Fermenting est caractérisée par la
présence d’'un bromodomaine impliqué dans la redesaace des lysines acétylées (Reisman
et al., 2009). Deux complexes majeurs forment cetteilla: le complexe SWI/SNFet le
complexe RSCRemodel the tBucture of romatir), conserveés de la levure a 'lhomntis.
agissent essentiellement comme des co-activateairla dranscription en réorganisant la
structure des nucléosomes, en particulier en crdestespaces dépourvus de nucléosomes
pour augmenter I'accessibilité de I'ADN aux factde transcription et la formation du PIC.
L'implication de SWI/SNF dans l'activation trangationnelle de multiples RN, dont RAR,
est bien documenté (Flajollet et al., 200igure 11).

ATP

Figure 11 : Le co-activateur ATP-dépendant SWI/SNFatalyse I'éviction des

nucléosomes et facilite le recrutement de la Polll.
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+ La famille ISWI (Imitation of SWch) est caractérisée par la présenceplels du
domaine ATPase, d’'un domaine SANT et d’'un domaibbB impliqués dans la liaison au
niveau des queues des histones et au niveau d&lAlnker » respectivement (Grine et al.,
2003). Les complexes ISWI different des complex®¥l/SNF par leur role qui semble
globalement restreint a la répression transcripetie. En effet, contrairement a l'action de
SWI/SNF qui produit des régions dépourvues de mgoées, I'activité d'ISWI résulte en
'espacement régulier de nucléosomes le long dBMNARacki et al., 2008).

+ La famille Mi-2/CHD se caractérise par la présence de chromodomassesi@s en
tandem et est le plus souvent impliquée dans leesén transcriptionnelle (Marfella et
Imbalzano, 2007). Chez les mammiféres, par exenplesomplexe NuRD(Nucleosome
Remodeling and histone dacetylatioh possede a la fois I'activité¢ de remodelage de la
chromatine et I'activité histone désacétylase glR2ACL et HDAC?2) associée a la répression
(Xue et al., 1998). Ce complexe est aussi formgrdeeines capables d’interagir avec les ilots
CpG méthylés de I’ADN et pourrait ainsi particigela répression par méthylation de 'ADN
(Wade et al., 1999). Néanmoins, les complexes Ceilvgnt étre impliqués dans I'activation
transcriptionelle, par exemple 'homologue de Mtz la drosophile, la protéine CHD1, est
localisée principalement au niveau des domainefs alets chromosomes polyténes (Stokes et
al., 1996). Chez la levur@accharomyces cerevisjda protéine CHD1 est I'unigue membre
de la famille Mi-2/CHD et interagit avec des pro&s responsables de I'élongation de la
transcription (Woodage et al., 1997).

4+ La famille INO se distingue des autres complexes de remodelalgecieomatine par
la configuration de son domaine enzymatique ATPashkii-ci étant divisé en deux sous-
domaines. Chez la levure, cette famille est repitésepar les complexes INO80IOsitol 80
et SWR1 §W?2/Snf2_Rlated ATPase)l(Morrison et Shen, 2009). Le complexe INO80 est
caractérisé par la présence de deux protéiaewlogues a ’ADN hélicase bactérienne Ruvb,
les protéines Rvbl et Rvb2 qui lui confereme activite ADN-hélicase. Conformément a
cette observation, un réle dans la réparation desmhges de I'ADN lui a été attribué (Wu et
al., 2007). Globalement, les complexes de la famlO sont des régulateurs positifs de la
transcription, ils peuvent néanmoins posséder wrectibn particuliére illustrée par la
capacité du complexe SWR1rdaliser I'échange d’'un dimére H2A/H2B avec un dene
H2A.Z/H2B au sein du nucléosor{iizuguchi et al., 2004).
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3. Méthylation de 'ADN

La méthylation de 'ADN est 'une des modificatione la chromatine les mieux
caractérisées. Chez les mammiféres, elle est geogrgésque exclusivement sur des cytosines
localisées en 5’ d’'une guanine. Ces dinucléotide& Gont sous-représentés dans le génome
humain et sont souvent regroupés au niveau denggiopelées « ilots CpG » (Bogdanovic et
Venstra, 2009). Ces ilots recouvrent environ 0.7géhome humain et contiennent environ
7% des dinucléotides CpG (Fazzari et Greally, 2Q0glus de la moitié de ces filots sont
localisés a proximité des régions promotrices degela méthylation de '’ADN est associée
a un état réprimé de la chromatine et a l'inhiloitide la transcription. Deux mécanismes
principaux sont envisagées pour expliquer ce phénemé&l) la méthylation des cytosines
peut empécher l'association de certains facteurdratescription au niveau de séquences
spécifigues d’ADN (Watt et Molloy, 1988) ou, (2) taconnaissance des CpG méthylés par
des protéines spécifiques (telles les protéinedadéamille des MBD) exerce un effet
d’inhibition de la transcription. Cette famille, roprenant les protéines MBD1, MBD2,
MBD4 et MeCP2 reconnaissent '’ADN méthylé par Ennhédiaire de leur domaine MBD
(Methyl CpG_Enhding Domain) et recrutent des complexes-répresseurs (Bogdanovic et
Venstra, 2009).

Les enzymes capables de méthyler TADN peuvent &tgroupées en deux grandes
classes principales :

> les méthylases de maintenandenpliquées dans le maintien de la méthylatioresel

gue DNMT1 DNA MethylTransferase),lcopient les motifs méthylés préexistant dans

le nouveau brin d’ADN au cours de la réplicatioe@bhhardt et al., 1992).

> les méthylasesde novotelles que DNMT3a et DNMT3b méthylent des sites CpG

exempts de toute méthylation (Okano et al., 1993%)oepérent avec DNMT1 pour

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

D’autres méthylases de I'ADN ont été identifiéebete que DNMT2 qui a une faible
activité méthyltransféraga vitro (Hermann et al., 2003), DNMT3L qui module l'act&itle
DNMT3a et DNMT3b (Suetake et al., 2004), ainsi dudMT1o spécifique des oocytes
(Howell et al., 2001).
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Méthyltransférase  |Fonction [ Phénotype mutant

Dnmtl Maintenance de la méthylation Embryonnaire létal

Dnmtlo Spécifique des oocytes Perte de 'empreinte maternelle

Dnmt2 Faible activité Pas de phénotype

Dnmt3a, Dnmt3b Etablissement de la méthylation Embryonnaire létal

Dnmt3L Pas d'activité catalytique, Empreinte maternelle anormale
colocalise avec Dnmt3a et Dnmt3b

Tableau 8 : Les différentes enzymes impliquées dafes méthylation de ’ADN.

4. Euchromatine / hétérochromatine

Les modifications précédemment décrites posseédeat distributions spécifiques
correspondant aux domaines eu- ou hétérochromagini@omme l'avait proposé Emil Heitz,
leuchromatine est constituée de chromatine déaw@ke et transcriptionnellement
compétente. D’'un point de vue moléculaire, elle paend essentiellement des histones H3 et
H4 acétylées, une forte concentration d’H3K4 trimyéde et un ADN peu méthylé. Au
contraire, I'hétérochromatine est peu accessibl&a anachinerie de transcription et se
caractérise par une hypoacétylation des histonest Hzl, une triméthylation de I'histone H3
sur les lysines 9 et 27 et une triméthylation déestone H4 sur la lysine 20. Ces régions sont
généralement pauvres en genes codants et fortam&hylées au niveau des dinucléotides
CpG.

Euchromatine

Hétérochromatine

Figure 12: Observation en microscopie électroniquedes différents territoires

chromatiniens.

On peut encore distinguer deux types d’hétérochtiom, I'une dite « facultative » en

opposition a I'hétérochromatine « constitutive »€@al et Jia, 2007).
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+ L’hétérochromatine facultative varie d’'un type oldire a l'autre et se trouve au
niveau des genes dont I'expression est régulée cawscdu développement. Elle est
caractérisée par la diméthylation de la lysine & étiméthylation de la lysine 27 de I'histone
H3 ainsi gue la monométhylation de la lysine 20'kistone H4.

+ L’hétérochromatine constitutive est stable et gase® propriétés a tous les stades du
développement et dans tous les tissus. Elle esthémien marques épigénétiques associées a
la répression transcriptionnelle : les histoneg spacifiguement méthylées sur la lysine 9 de
I'histone H3 et la lysine 20 de I'histone H4 etaserve un enrichissement en protéines HP1.
L’hétérochromatine constitutive est formée de naubes répétitions de courtes séquences
riches en A-T, en particulier des satellites appaligtellitess chez 'homme et satellites/

majeurs chez la souris (Plohl et al., 2008).

En plus des satellites, les régions hétérochroieaties sont particulierement pourvues
en éléments transposables répétés (Martens eR(fl5 ; Mikkelsen et al., 2007). Cette
corrélation entre éléments transposables et héténmatine est a I'origine de I'hypothese
affirmant que I'hétérochromatine aurait émergé p@md’évolution dans un but initial de
défense contre les transpositions de ces élém¥ode( et al., 1997). Le corolaire de la
présence de marques répressives sur les élémantpasables consiste a penser qu’ils
puissent étre d’'une importance prépondérante @asisucturation de la chromatine (Lunyak,
2008).
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V. Les éléments répétés

1. Découverte des éléments répétés

La découverte de séquences d’ADN transposables ldagénome date des travaux
meneés par Barbara McClintock dans les années E#@ecourant a I'irradiation par rayons
X de plants de mais, elle fut la premiere a obsdaveansposition de fragments d’ADN d’un
site & un autre. Pressentant leur importance damsakticité du génome, elle les nomma
controling element®t proposa qu’ils puissent contribuer aux varigi@hénotypiques des
cellules et des tissus en modulant I'activité démeg. Néanmoins, ces éléments furent
globalement considérés par la communauté sciamtifigomme de I'ADN « poubelle
(«junk » DNA ; Orgel et Crick, 1980) parasitant génome et mobilisant sa machinerie
interne.

Le séquencage du geénome humain (International humanome sequencing
consortium, 2001) révele que I'ADN génomique esnstibué d’environ une moitié
d’éléments répétés. Si cette proportion est radaient conservée chez les mammiferes
(Mouse genome sequencing consortium, 20@&)leau 9) elle peut s’avérer plus élevée,

culminant & 90% dans le génome du mais (SanMidusl,e1996).

Mus Musculus | Homo sapiens
LINE 19,2 20,99
SINE 8,22 13,64
Rétrotransposons a LTR 9,87 8,55
Transposons a ADN 0,88 3,03
Satellites 0,3 0,34

Tableau 9 : Proportion d’éléments répétés dans legénomes humain et murin
exprimée en pourcentage (International Human GenomeSequencing Consortium,

2001 ; Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002).

Ces dernieres années, l'intérét de la communaigétsimjue pour les €léments répétées
n'a cesseé de croitre : leur importance a été nmsévaence dans les transferts de genes chez
les bactéries (Puopolo et al., 2007), I'étude de Implication dans les pathologies est un
domaine en expansion (Ostertag et Kazazian, 2Qaajlis qu'une grande utilité leur est

reconnue dans I'étude phylogénétique (Salem eR@03) ou en tant que modeles d’étude
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pour les rétrovirus avec qui ils partagent uneefdromologie de structure et de mode de

réplication.

2. Classification générale

Les éléments mobiles, définis comme « séquenceBN’'Aapables de s’insérer a un
nouveau site a partir de leur site d'origine »,tsem premier lieu divisés en deux grandes
classes (Wicker et al., 2007) :

- Les transposons a ADN, présents dans I'ensembl®idant, sont capables de se
transposer sans recourir a un intermédiaire ARNqllittent leur site donneur pour un site
accepteur, généralement positionné a proximitéypanécanisme appelé « coupé/collé » par
analogie au langage informatique. S’ils prédomindahs les génomes bactériens, leur
proportion par rapport aux rétrotransposons a tagge diminué au cours de I'évolution, elle
est estimé a 3% du génome humain (Internationalanugenome sequencing consortium,
2001) et moins de 1% du genome murin (Mouse gersmgaencing consortium, 2002). Les
transposons a ADN sont considérés comme des fessdetifs chez 'homme et la souris.

- Les transposons a ARN (rétrotransposons) sortuets dans les génomes eucaryotes
dans des proportions variables (Homme : 45% ; Soui7,5%). Leur mode de réplication
implique la formation d'un intermédiaire ARN quitegetrotranscrit et inséré au site
accepteur, mécanisme décrit comme « copié-colidentifié pour la premiere fois grace a
'étude de I'élement Ty de levure (Boeke et al.830 Parmi les rétrotransposons, certains
sont autonomes, c'est-a-dire qu’ils codent poupteseines nécessaires a leur transposition,
et d’autres sont non-autonomes et nécessitent ldmivité des rétrotransposons autonomes

pour leur propre transposition.

Les rétrotransposons peuvent étre subdivisés eq omres en fonction de leur
mécanisme de transposition, organisation de ségquehglogénie de la transcriptase inverse
et présence et taille de TSDafget $te Duplication) au niveau de leur site d’insertion
(Wicker et al.,, 2007 ;figure 13). Nous introduirons brievement les 4 ordres de
rétrotransposons non-LTR, puis détaillerons leson@nposons a LTR (Partie VI.4) car ils

sont plus particulierement notre sujet d’étude.

44



a. Les rétrotransposons non-LTR

Région non-codante

m— Répétition terminale

P RE&pétition terminale inversée

Phase codante

APE : Endonucléase apurinique RT
ORF : phase ouverte de lecture RH
Gag : protéine de capside

Env : Protéine de I'enveloppe

PR : protéase

EN
RC:
YR

Figure 13 : Structure des rétrotransposons a ARN @apté de Wicker,

Classification Jtructure
Ordre |Superfamille
LTR Copia —>(_ Gag AP Int RT RH
Gypsy —>(  Gag AP RT RH Nt
Bel m—(__ Gag AP RT RH Nty
Rétrovirus (" Gag AP RT RH Int By J—
ERV =——>(_Gag AP RT RH Int D e
DIRS Pumme(  Gag AP RT RH YR D
PLE Penelope —>—({_Fr EN_——>
LINE R2 —(  RT ENV
RTE  — APE RT D
L1 e ORF1 e APE D
SINE tRNA e
7SL e e
5S e,
Bl Elément en région non-codante AP : Protéinase Int : intégrase

: transcriptase inverse
: RNAseH
: endonucléase

recombinase

: Tyrosine recombinase

2007).

+ Les LINE (ong INerspersed_Ementy sont des rétrotransposons autonomes

possédant deux activités enzymatiques : I'endoasgelé&t la transcriptase inverse (Mathias et
al.,, 1991 ; Feng et al., 1996). lls peuvent possade ou deux ORFOpen _Reading_Fame

dont 'ORF1, lorsqu’elle est présente, code pow protéine de liaison aux acides nucléiques

(Eickbush et Malik, 2002) possédant dans certaassunie homologie avec la protéine virale
Gag (Chambeyron et Bucheton, 2005). Aprés trartsmnigpar la Polll et traduction, les
protéines des deux ORF se lient dans le cytoplasiteRN polyadénylé de LINE puis sont
transloguées vers le noyau et 'ARN est intégréigai cible par le mécanisme dit de TPRT

(Target Rimed Reverse _Tanscription) couplant clivage de I'ADN et rétrotranscription
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(Kazazian, 2004). lls forment des TSD variableswux bxtrémité 5’, vraisemblablement dus a
une terminaison prématurée, ce qui introduit umshians leur identification (Wicker et al.,
2007).

+ Les SINE Ghort INterspersed Ementy sont dépourvus de LTR et dORF mais
possedent une séquence de polyadénylation enrdgtéastique d’un ADN rétrotranscrit. lls
sont apparus lors de rétrotranscriptions accidestele transcrits Pollll tels les ARNt, 'ARN
7SL et 'ARN 5S (Kramerov et Vassetsky, 2005).disssedent des TSD pouvant mesurer de
5 a 15 nucléotides. Le modéle d’étude le plussdtilpour les SINE chez 'homme est la
séquence Alu, SINE spécifique des primates (Quehfif2) qui dérive de 'ARN 7SL. Les
rétrotransposons Alu comprennent deux sites prametepécifiques de la Pollll mais sont
néanmoins polyadeénylés. Il a été démontré pouype de SINE qu’ils nécessitent I'activité
d’un LINE pour leur transposition (Dewannieux et 2003).

+ Les éléments DIRXctyostelium_htermediate Bpeat $quenckont été découverts
dans le génome dBictyostelium discoideuniCohen et al., 1984) et classifies dans les
rétrotransposons en raison de la présence d’'unsctiptase inverse dans leur phase codante
(Wicker et al., 2007). lls sont trouvés dans lesogées des algues vertes, des animaux et des
champignons (Goodwin et al., 2004). Trés peu d’él@sde ce groupe ont été identifiés et
leurs copies sont souvent partielles. lls posségiemtrecombinase a la place de l'intégrase, de
ce fait leur intégration ne produit pas de TSD. rseextrémités sont atypiques : ce sont soit
des répétitions directes fragmentées soit des iti@pét directes inversées. Toutes ces
caractéristiques font supposer qu’ils transposantipn mécanisme différent des LINE.

+ Les éléments PLEPgnelope_ike Hemenj ont été découverts dans le génome de
Drosophila virilis (Evgen'ev et al., 1997). Consécutivement a cdtideg les PLE ont été
caractérisés dans plus de 50 espéces d’animauallufaces, de champignons et de plantes.
Ce groupe d’éléments présente a la fois des caistitjges de LINE et de rétrotransposon a
LTR, en l'occurrence un TSD 5’ variable ainsi ques dgéquences LTR (Arkhipova et al.,
2003). lIs different de ces derniers par plusieaspects : L'orientation des LTR peut étre
directe ou inversée, et leur transcriptase inveseplus proche des télomérases que des
transcriptases inverses des rétrotransposons adtTdes LINE. D’autre part, la séquence
codante de cette transcriptase inverse est remaegpar la présence d’un intron qui contient
des codons stop et des décalages de cadre desldtst possible que cet élément produise
deux ARN : un ARN, matrice a la transcription irs@rqui conserve l'intron et un ARN
épissé, matrice de la traduction. Aucun mécanisme jour, n’explique cette conservation

d’intron.
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b. Les rétrotransposons a LTR

Les rétrotransposons a LTR sont historiguementdanjgre classe de rétrotransposons
identifiée. De par la présence de séquences LERra bxtrémités 5’ et 3’ ils sont considérés
comme phylogénétiguement proches des rétrovirugadagent leur structure générale et
mode de réplication. Une théorie propose que lesovius soient dérivées d'un
rétrotransposon a LTR de type Gypsy (Seelamgadli ,€2004). A l'inverse, il est établi que la
superfamille ERV Endogenous &roMrus) de la classe des rétrotransposons a LTR so# issu
de linactivation d’'un rétrovirus infectieux par lautation du gendenv codant pour les
protéines de I'enveloppe (Bannert et Kurth, 20B84nnert et Kurth, 2006).

Les rétrotransposons a LTR sont constitués de demaines codants (ORF1 et ORF2)
encadrés par deux LTR. Selon les éléments, ces dimmaines sont soit fusionnés soit dans
des cadres de lecture différents (Neuveglise et2802). Dans ce dernier cas de figure, la
traduction fait intervenir une translecture sidesix ORF sont séparées par un codon stop ou
un décalage du cadre de lecture (+1) ou (-1),les ede chevauchent. ORF1 et ORF2 sont
analogues aux séquendeag et Pol des rétrovirus. Elles codent les protéines néaessa la
transposition : ORF1 code la protéine de capsidgpgsséde des domaines de fixation aux
acides nucléiques dont le role est 'assemblageuawde I'’ARN du rétrotransposon pour
former la particule pseudo-virale ; ORF2 code uakyprotéine qui est maturée au cours du
cycle de réplication en transcriptase inverse cmu@ la RNase H, a l'Intégrase et a la
Protéase (Eickbush et Malik, 2002). La protéaseuraafa poly-protéine a lintérieur de la

particule pseudo-viraligure 14).
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Figure 14 : Cycle de réplication du rétrotransposonTyl. Le rétrotransposon est
transcrit dans le noyau puis coiffé et polyadényléll est ensuite exporté vers le
cytoplasme ou il est traduit en protéine GAG et epolypeptide de fusion GAG-POL. Les

protéines s'assemblent autour de deux ARNm Tyl estun ARNtMET

, amorce de la
transcription inverse, pour former la particule pseudo-virale. Les protéines sont
maturées en transcriptase inverse (étoile), protéas(losange), et intégrase (ovale) puis
I’ARN est rétrotranscrit. L’ADNc néosynthétisé et le complexe d’intégration sont ensuite

importés dans le noyau ou a lieu une nouvelle ing@n d’élément Ty1.

Les rétrotransposons a LTR font généralement de I &ilobases de long. Une
exception est présente dans le génome du poislémiént ogre mesure 25 kilobases
(Neumann et al., 2003).

Le LTR possede les signaux de démarrage et de naison de la transcription
(Eickbush et Malik, 2002). Il comporte trois régipi3, R et U5, dénommeées en fonction de
leur présence aux extrémités de 'ARNmM du rétrapason. Leur transcription démarre au
début de la région R du LTR5’ et se termine anadi la région R du LTR3’, la région R est
ainsi présente aux deux extrémités du transcritisague U5 est uniquement présente en 5’ du
transcrit, et U3 en 3'. La région R du LTR joue n@te primordial dans les processus de

transcription inverse (Eickbush et Malik, 2002).
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Les rétrotransposons a LTR sont classés en 4 soupaps en fonction de la phylogénie
de leur transcriptase inverse (Wicker et al., 200&% groupes Tyl-copia et Ty3-gypsy (aussi
appelésmetaviridae; Boeke et al., 1999) sont les plus représentés das génomes
eucaryotes. Le groupe BEL, proche des deux prendefgxception de la transcriptase
inverse, n'est pas abondant et a été identifié pacemment. Le groupe des ERV est

uniquement trouve dans le génome des vertébrés.

1. Un sous-type de rétrovirus endogene : les VL30

Le sous-type VL30V\irus-Like 30S ; Duesberg et Scolnick, 1977) a été découvest lor
d’expériences d’infection de cellules en culturee@wdes virions du type MLVMurine
Leukemia_Yfus). En plus de I'ARN attendu de 38S, un ARN de 3Q8&it éencapside,
correspondant a la séquence du VL30 endogene. tDdsséultérieures ont démontré que la
particule VL30 pouvait étre rendue infectieuse ueigent si elle était encapsidée dans un
virion hétérologue (Scolnick et al., 1979). L'étudie premier ADNc identifié de VL30 révéla
de nombreuses occurrences de codons stop dans REsGag et Pol, expliquant ce
phénomene de dépendance (Adams et al., 1988).

HRNA

PS PP

-

Figure 15: Structure des rétrotransposons VL30. Ls régions LTR sont
représentées en bleu (région U3), noir (région R} @ert (région U5). tRNA désigne le
site de fixation de I'ARN initiateur de la rétrotranscription ; PS (Packaging signal
désigne le signal d’empaquetage et PP la séquencelypurine nécessaire a la
transposition. Les fleches représentent les zoneg forte homologie avec les génésag
(gris) et Pol (marron) du MoMLV ( Moloney Murine Leukemia Viru3 (Adapté de French
et Norton, 1997).

Le type VL30 est apparu il y a environ dix milliodannées avec I'embranchement des

muridés au sein duquel il fut trés actif, donn@i & de nombreuses copies trés variables en

séquence (Itin et al., 1983). Bien gu’ayant peu silmilarités avec les rétrovirus et
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rétrotransposons connus, il s’apparente sur detepwequences aux MoML\W6loney
Murine Leukemia Yfus) (Giri 1983). Une autre homologie avec le MoMLVnstste en la
présence de courtes séquences inversées a la LiiiRADN génomique. Certaines études
avaient estimé leur nombre a 150-200 copies, I'@mtimm du génome permet actuellement
d’en trouver 449 copies, dont un peu plus de 40%espondent a des LTR isolés (voir
publication partie Ill), issus d’événements de mbmaison entre les deux LTR d’'un VL30
complet (Rotman et al., 1984). lls sont distribsés tous les chromosomes sans préférence
marquée.

Les ERV de type VL30 peuvent étre subdivisés enrgusous-groupes sur la base
d’homologies de leur séquence U3. Celle-ci estiqdiérement variable en comparaison du
reste de la séquence, elle possede en effet diteeédéments de réponse dont la conséquence
est I'expression différentielle de ces 4 sous-gesuen fonction du type cellulaire considéré
(Nilsson et Bohm, 1994). Cette diversité d’élématdsréponse a pour corolaire la capacité
des VL30 a étre induits par différents facteursndme exploré par de nombreux laboratoires

dont les résultats sont réesumésaiieau 10

Référence

Stimulus

Type cellulaire

Transformation par N-ras
Sérum

Transformation par Ha-ras
Transformation par SV40
EGF

Erythropoiétine

TPA

CAMP

Hormone lutéinisante
Hormone adrénocorticotropine
Glucocorticoide

Acide rétinoique
Radiation ionisante
Stress anoxique
5'-azacytidine

p53

Eostradiol

Progestérone
Dexaméthasone
C2-céramide

Vanadium

TSA

Fibroblastes

Fibroblastes

Fibroblastes / Kératinocytes
Fibroblastes

Fibroblastes / Kératinocytes
Progéniteur érythroide
Fibroblastes / Kératinocytes
Fibroblastes
Stéroidogénique
Stéroidogénique
Lymphocytes T
Kératinocytes

Nombreux types
Fibroblastes

Fibroblastes

Fibroblastes

Fibroblastes

Fibroblastes

Fibroblastes

Fibroblastes

Fibroblastes

Fibroblastes

(Eaton et al., 1990)
(Eaton et al., 1990)
(Owen et al., 1990)
Nilsson et al., 1995)
(Lenormand et al., 1992)
(Parket al., 1993)
(Lenormand et al., 1992)
(Rodland et al., 1993)
(Schiff et al., 1991)
(Bohm etal., 1993)
(Harrigan et al., 1989)
(Choucdhuri et al., 1993)
(Panozzo et al., 1991)
(Estes et al., 1995)
(Tzaravas et al., 2003)
(Tzaravas et al., 2003)
(Tzaravas et al., 2003)
(Tzaravas et al., 2003)
(Tzaravas et al., 2003)
(Tzaravas et al., 2003)
(Noutsopoulos et al., 2007)
(Brunmeir et al., 2010)

Tableau 10: L’expression des rétrotransposons VL30peut étre induite

différents facteurs.

par
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De nombreuses études ont tenté d’établir un péeadietre déerégulation de I'expression
des VL30 et phénotypes tumoraux. Les VL30 sont, mende nombreux autres €léments
répétés (Taruscio et Mantovani, 2004 ; Ruprecthal.et2008), sur-exprimés dans différents
tissus cancéreux en particulier a cause de leuncitépa étre induits par 'oncogéne Ras
(Eaton et al., 1990). lls peuvent participer adiisition du phénotype tumoral par différents
mécanismes : L'insertion aléatoire de tels éléeméarssposables peut modifier 'expression
de suppresseurs de tumeur ou d'oncogenes ou peodue altération de leur séquence
codante ; d’autre part les LTR peuvent jouer le ai# promoteurs alternatifs en raison de leur
contenu en éléments de réponse (Cohen et al., 2009¢xemple concernant les VL30 est
leur tendance a s’insérer naturellement a proximéd oncogéne Ras, conduisant a sa sur-
expression (Norton, 1984 ; Firulli, 1993). De plosrtaines études indiquent que les VL30
peuvent interagir directement avec le régulateamsiriptionnel PSF, qui est notamment un
répresseur du gen&F1 ainsi que de I'oncogenBab23(Song et al.,, 2004). Cette liaison
empéche PSF de réprimer ces génes et indunréite la prolifération cellulaire (Wang et al.,
2009).

Actuellement, de nombreuses équipes étudient leam@mes permettant aux cellules
de réprimer I'expression des éléments répétés. dwrscde ma these, jai été amené a
identifier un complexe de régulation transcriptiel® nécessaire a la restriction des
rétrotransposons de type VL30 (voir publicationtigalil). En particulier, les VL30 peuvent

étre réprimés par les protéines de la famille TIF1.
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VI. La famille des co-facteurs TIF1

Mon travail de these trouve son origine dans I'étdd co-répresseur ligand-dépendant
TIFla qui fut parmi les premiers co-facteurs des RNra @tentifiés (Le Douarin et al.,
1995). TIFL est le membre fondateur d'une famille de protéimapliquées dans la
répression transcriptionnelle et le remodelage aechHromatine, famille qui compte 4
membres chez la souris et 'homme : TdKLe Douarin et al., 1995), TIB1L(Friedman et al.,
1996 ; Kim et al., 1996 ; Le Douarin et al., 1998400smann et al., 1996 ), TiIVenturini
et al.,, 1999) et TIRL (Khetchoumian et al., 2004), auxquels s’ajouteaistorthologues :
Bonus chez la drosophile (Beckstead et al., 20B&jpdermine chez le Xénope (Dupont et
al., 2005) et Moonshine chez le poisson zebre (Gtaret al., 2004).

1. Caractéristiques communes des protéines TIF1

a. Structure modulaire

Les protéines TIF1 ont une structure modulaire enrée dans laquelle on distingue

trois régiongfigure 16).

TSS HP1box
RING Coiled Caoil NRbox PHD Bromodomaine
B1B2
Multimérisation Variable  Association a la chromatine

Distribution sub-cellulaire
Interactions protéine-protéine
Ubiquitinylation

Bromodomaine PHD

Figure 16 : Structure modulaire des protéines TIFlet structure tertiaire du
tandem PHDfinger/bromodomaine. Les hélicesa sont en vert, sauf I'hélice ZA
hydrophobe en violet. Les feuilletsp du PHDfinger sont en bleu. Structure tertiaire
adaptée de Zeng et al. (2008).
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i. Le domaine RBCC

Situé dans la région N-terminale, le domaine RB&ING finger, Bboxes, ©iled
Coil) contient un motif en doigt de zinc de type RifN@er (Really Interesting_w Geng,
deux domaines en doigt de zinc appelbsxXeset un domaine de dimérisation de typded-
coil. Récemment rebaptisé TRIM Rlpartite Motif) (Reymond et al., 2001), le domaine
RBCC est présent dans une centaine de protéines.

Les protéines de la famille TRIM possédent un prdé localisation subcellulaire
spécifique, il a donc été proposé qu’'elles puisdéfihir des compartiments cellulaires, aussi
bien dans le noyau que dans le cytoplasme (Reymsorad., 2001). Un exemple illustrant
cette assertion est celui des protéines PHtoNlyelocytic_leukaemia dont le marquage
définit les PMlbodies(Batty et al., 2009). D’autre part, il est déméngue ce domaine est
responsable d'interactions entre protéines: le§1TIlsont capables d’homo/hétéro-
oligomérisation en particuliesia le coiled-coil (Peng et al., 2000 ; Peng et al., 2002).

Contenu dans le domaine TRIM, le domaine RiiNGer est d’'un intérét tout particulier
puisqu’il est fréquemment présent chez les proteiaeactivité E3-ligase (Deshaies et
Joazeiro, 2009). Plusieurs protéines a domaine TRM une activité E3-ligase bien
caractérisée (Meroni et Diez-Roux, 2005). Les [gades ont la capacité de lier un partenaire
qui leur est spécifique et de lui transférer urplusieurs résidus ubiquitine. Si la conséquence
de cette liaison, dans le cas de la polyubiquitmatest la dégradation de la protéine cible, ce
processus peut aussi moduler son activité de disermaniéres dans le cas de la
monoubiquitination ou de la SUMOylation. Pour cersaTIF1, I'activité E3-ligase est
démontree :

» TIFly possede une activité monoubiquitine-ligase diriggare la protéine SMAD4
(Dupont et al., 2005 ; Dupont 2009).

» TIFlo et Bonus font partie des nombreuses E3-ligaseabtep de dégrader p53
(Allton et al., 2009).

ii. Le PHDfinger-bromodomaine

Le PHDfinger et le bromodomaine sont deux motifs fréquemmemnbugés associes en
tandem dans des protéines impliquées dans la té&gulehromatinienne (Aasland et al.,
1995 ; Sanchez et Zhou, 2009).
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Le PHOfinger est présent dans les protéines du groupe Polycembrithorax,
impliquées respectivement dans le maintien des étgtimeés et actifs de la chromatine apres
les divisions cellulaires (Schwartz et PirrottaP20 C’est un domaine d’environ 60 acides
aminés replié en motif a doigt de zinc de type C3Hace a la coordination de deux atomes
de zinc (Capili et al., 2001), qui peut dans cedatas étre impliqué dans la liaison des
phosphoinositides (Gozani et al., 2003) ; le rd@ecdtte interaction est a ce jour inconnu. I
est aussi capable de lier la lysine 4 de l'histei®lorsqu’elle est triméthylée (Shi et al.,
2006 ; Pena et al., 2006 ; Li et al., 2006).

Le bromodomaine est un motif constitué d’enviro® Htides aminés replié en quatre
héliceso. amphipathiques. Il est retrouvé dans de nombreasétyl-transférases ainsi que
dans certains facteurs de remodelage ATP-dépenflld@amougin et al., 1997 ; Mujtaba et
al., 2007). Il est capable de lier les lysines tL%acétylées de I'histone H4 (Dhalluin et al.,
1999) et coopere ainsi avec le Piiiger dans la liaison des histones (Ragvin et al., 2004)
Néanmoins, le réle de ces motifs caractérisant datigp C-terminale des TIF1 n’est
vraisemblablement pas limité a la reconnaissansénidtones puisqu’il a été démontré que le
PHDfinger de TIFP peut jouer le role d’auto ubiquitine-ligase (lvaret al., 2007 ; Zeng et
al., 2008).

iii. La région centrale

En aval du RBCC se trouve une séquence de 25 aaid#®s uniguement retrouvée
dans les protéines TIF1, baptisée par conséqueft (TB1 Sgnature ®quencg pour
laquelle aucune fonction n’a été identifiée (Vemtuet al., 1999). Hormis ce motif, la région
centrale est peu conservée entre les TIF1. Ellderdncependant le motif d’interaction aux
HP1 (HPDox; pentapeptide PXVXL ou P est une proline, V uaéne, L une leucine et X
un acide aminé quelconque) pour TdEf etd, le motif d’interaction aux RN dans le cas de

TIF1la et de Bonus, ou encore un motif d’interaction deecSMAD pour TIF3.

b. Activité de répression intrinseque

Des expériences de transfection transitoire utitiskes fusions des différents TIF1 avec
le DBD du transactivateur de levure Gal4 ont migeidence leur capacité de répression de
la transcription sur un promoteur hétérologue (Lau@rin et al., 1996a ; Moosmann et al.,
1996 ; Venturini et al., 1999 ; Beckstead et alO0R; Khetchoumian et al.,, 2004).
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L’inhibition de cette fonction par un traitementaétrichostatine A, un inhibiteur des HDAC,
indique qu’elle s’exerce vraisemblablement par égatétylation d’histones (Nielsen et al.,
1999 ;figure 17).

100 =
90
80
70 =
60 4
50
40 -

30 -
20 - Promoteur de la globine

11111

[} -

ER-VP16 + + + + + +
Gald + - - - - +

Gald-TIFla - + - - - -

Gald-TIFlp - - + - - -

Gal4-TIF1y - - - + - -

Gald-TIF1s3 - - - - + -
TSA - - - - - %

Gal4 UAS ERE

Figure 17 : Fonction de répression intrinseque de$IF1. TSA : Trichostatine A,

inhibiteur des histone désacétylases. UASJpstream Activating Sequence

c. Ildentité/similarité des protéines TIF1

Les protéines TIF1 possedent une identité pepteddgl 30 & 50% entre les membres,
les séquences le plus fortement similaires étaRlalret TIFly (54% ;tableau 11). Malgré
leurs caractéristiques communes, les protéines BElsingularisent par des fonctions

spécifiques, illustrées par de nombreuses études.
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TIF1p TIF1y
TIF1a 32/54 54/69

TIF1B 33/56

TIF1y

Tableau 11 : Identité/similarité des protéines TIFlexprimés en pourcentage de la
séquence peptidique.

2. Fonctions spécifiques des différents TIF1

a. Les orthologues Bonus et Moonshine

Bonus est I'unique orthologue des protéines TIFdzda drosophile (Beckstead et al.,
2001). Il interagit par l'intermédiaire de sa bBidk avecBFTZ-F1 (BFushi TaraZu Factor 1),
I'orthologue du récepteur nucléaire LRHUier Receptor_Hbmolog_). Bonus est capable
d’inhiber I'activité transcriptionnelle dBFTZ-F1 et il exerce des fonctions importantes au
cours du développement et de la métamorphose desaphile (développement de la téte,
formation des ailes, des pattes et des yeux) (Beatst al., 2001).

Moonshine est I'ortholoque de TlrXhez le poisson zébre et a été identifié par un
crible génétique visant a identifier les protéimaportantes pour ’hématopoiése (Ransom et
al., 1996). Corroborant son role dans I'hématompi@kes mutations au niveau du gene
moonshineont été identifietes comme provoquant des défautdiftérenciation des cellules
érythroides ainsi qu’une aplasie sévere des glsboleges (Ransom et al., 1996).

b. TIF13

i. Identification

TIF1B, encore appelé KAP-1IKRAB-ZFP Asociated_Potein 1), KRIP-1 KRAB-A
Interacting_Potein 1) ou TRIM28, a été identifié par des cribles dotiiybride en utilisant
comme appat la protéine Hi?{Le Douarin et al., 1996), ou le domaine KRAB KR{ippel-
Associated Bx A des facteurs de transcription KIDHidney kchemia and Bvelopmentary
regulated gene)l(Kim et al., 1996) et KOX1 (Moosmann et al., 1296
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ii. Co-répresseur universel des KRAB-ZFP

La famille des facteurs de transcription a domdi®AB (Bellefroid et al., 1991 ;
Thiesen et al.,, 1991) possede 423 membres identiffifdce au séquencage du génome
humain, et constitue donc la plus grande famillerégulateurs transcriptionnels chez les
mammiféres (Huntley et al., 2006). Ces protéines saractérisées par la présence dans leur
partie carboxy-terminale d’'un domaine de liaisdlABN constitué de 4 a plus de 30 motifs
en doigt de zinc de type C2H2, ainsi que d’'un domadRAB dans leur partie N-terminale
(Bellefroid et al., 1991). Le domaine KRAB est ciito® d’'une région de 50 a 70 acides
aminés qui peut étre divisée en deux paifiiggire 18) : Le domaine « KRAB A » est tres
conservé parmi les membres de la famille et esegs&ire et suffisant a l'activité de
répression transcriptionnelle (Abrink et al., 20019 domaine « KRAB B » est plus variable
et parfois absent dans certaines sous-famillesn’dl pas d’activité intrinseque, mais
potentialise I'activité de répression du domain€RAB A » (Vissing et al., 1995). Il existe
une sous-famille possédant un domaine addition@ebiehmé « KRAB C », qui ne participe
pas a I'activité de répression du domaine « KRAB #ais favorise I'interaction avec TIF1
(Looman et al., 2003). A ce jour, la plupart dest@ines a domaine KRAB testées
interagissent avec TIBla I'exception des KRAB-ZFP a domaine SCAN-KRABKawa et
al., 2009). Aucun autre membre de la famille TIF&sh capable d'une telle interaction
(Friedman et al., 1996 ; Kim et al.,, 1996 ; Moosmaet al., 1996 ; Urrutia, 2003 ;
Khetchoumian et., 2004).

Activité de répression
Interaction avec TIF1p Liaison a 'ADN

Halize T hélce 2

i In in COOH

MNomaine KRAR Lioigts de zine C2F2 de type Krippel

Figure 18: Schématisation de la structure en domaées des facteurs de
transcription KRAB-ZFP.
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iii. Mécanismes de régulation transcriptionnelle

+ Interaction avec les protéines HP1L'interaction entre TIFf et les HP1 a été mise
en évidence par des cribles double-hybride (Le Dot al., 1996), puis confirmée vitro
etin vivo par co-immunoprécipitation dans des cellules de mifgnes (Nielsen et al., 1999 ;
Ryan et al., 1999). Elle est strictement dépenddatenotif HPbox présent dans la partie
centrale de TIH1 et est requise pour son activité de répressioelghin et al., 1999 ; Ryan et
al., 1999). La délétion du motif HB&x conduit en effet a une forte diminution de l'aitév
répressive intrinseque de TIklaussi bien au niveau d’'un gene rapporteur (Niekteal.,
1999) que dans le cadre d’'un complexe BIRRAB-ZFP (Ryan et al., 1999). D'autre part,
une mutation ponctuelle qui inactive 'HBdxde TIFP abroge sa capacité a se relocaliser au
niveau de I'hétérochromatine péricentromérique wmiuta différenciation des cellules F9
(Cammas et al., 2002).

+ Recrutement de complexes répresseur®lusieurs études récentes ont identifié les
différents complexes interagissant avec Pliet participant a la répression dépendante des
KRAB-ZFP. Il a été mis en évidence que TpHait partie de deux complexes de remodelage
de la chromatine a activité histone désacétylade complexe NuRD NUcleosomal
Remodeling and histone dacetylask en interagissant avec la sous-unité Mi{&chultz et
al., 2001), et le complexe N-CoR1 (Underhill et @000). TIFP est également capable
d’interagir avec I'histone méthyltransférase SETDHpECcifique de la lysine 9 de I'histone H3
(Schultz et al., 2002), par l'intermédiaire de stomaine PHEInger/Bromodomaine. Le
recrutement de SETDB1 et du complexe NURD nécelssiB&MOylation du bromodomaine
par le PHDinger adjacent de TIHL (lvanov et al., 2007 ; Zeng et al., 2008). L’enbnde
ces données conferent a TEFLN role potentiel de « plate-forme » moléculaimumle
recrutement a '’ADN de molécules impliquées danfofanation de structures condensées,
transcriptionnellement inactives de type hétérootatine. Le modéle suivant a ainsi été
propos€gfigure 19) : les KRAB-ZFP reconnaissent leurs séquencesscitleecrutent TIH,
entrainant le recrutement des protéines HP1 etaoeplexes répresseurs dont les activités
enzymatiques vont conduire a la désacétylatiorhtsnes et la méthylation de la lysine 9 de
I'histone H3. Un nouveau site de liaison est agréé pour les protéines HP1 permettant la

propagation de la répression de proche en proahplssieurs dizaines de kilobases (Groner
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et al., 2010). L'interaction entre TIB%t les HP1 permet ainsi la formation d’une strrectle
type hétérochromatine au niveau du promoteur desgébles et/ou le recrutement des genes
cibles au niveau des compartiments d’hétérochromatonstitutive (Schultz et al., 2001 ;
Schultz et al., 2002 ; Cammas et al., 2002 ; Rfled., 2009). Des études réalisées grace a un
systeme rapporteur intégré ont apporté des éléneantaveur de ce modele et ont permis de
démontrer que I'ensemble de ces événements pemeeatepression stable pendant plusieurs
générations (Ayyanathan et al., 2003 ; Sripathat.e2006).

NuRD/NCoR1 {

OFF

)

Figure 19 : Modéle de recrutement des complexes demodelage de la chromatine

associés a TIFg.

+ Role dans la co-activation.TIF1B pourrait jouer le rdle de co-activateur dans le
contexte de son interaction avec certains RN. Eat,af augmente la trans-activation de GR
de facon dépendante du ligand (Chang et al., 19983. interaction entre TIBlet le RN
orphelin NGFI-B/Nur77 a été recemment décrite (Ramabet al., 2009). Dans ce complexe
particulier, TIFP serait capable de co-activer la transcriptionadedie de signalisation de la
CRH (Corticotropin-Releasing_tbrmong d’une maniére indépendante de SRC2, le second
co-activateur impliqué dans cette voie. TBHdeut aussi co-activer des voies indépendantes
des RN, il fonctionne notamment dans un complexigateur de C/EBP qui est requis pour

la différenciation du lignage monocytique en mabiagges (Rooney et Calame, 2001).

iv. Rbéles physiologiques
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% L’embryogenése : La mutation nulle du gene codant pour TiF&hez la souris

conduit & la mortalité embryonnaire précoce. LebrgomsTIF18" manifestent un retard de

hY

développement a partir du stade E5,5 (5,5 joursdéeeloppement embryonnaire), ne

parviennent pas a effectuer la gastrulation et arduavant le stade E8,5 sans avoir induit le

mésoderme (Cammas et al., 2000).

TIF1B ++ TIF1B -

Yo

Analyse histologique

TIF1R + TIF1B -

Analyse morphologique

Figure 20 : TIF1p est indispensable a 'embryogenése précoce (d’agr€ammas et

al., 2000).

+ La spermatogenese TIF1p est exprimé dans les spermatides rondes, les apde®

en cours d’élongation, les cellules de Sertolestdpermatocytes en association préférentielle

avec les structures hétérochromatiniennes de dksese L'invalidation conditionnelle de

TIF1B dans la lignée germinale male entraine la dégéoénee des tubes séminiféres et la

disparition totale des cellules germinales (Webail.e2002).
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Traitement TAM
8 semaines

Figure 21 : TIF1p est indispensable a la spermatogenése. Apres 8 s@mes de
traitement au tamoxifene (Tam), I'excision de TIFB dans la lignée germinale méale

conduit & la dégénérescence de I'épithélium sémiarke (d’apres Weber et al., 2002).

+ La différenciation : Les cellules F9 de carcinome embryonnaire sontcgdlsles
pluripotentes capables de se différencier en esllude I'endoderme primitif aprés un
traitement a I'acide rétinoigque ou en cellules’dedoderme pariétal apres un co-traitement a
'acide rétinoique et a 'AMP cyclique. Lors de dkfférenciation en endoderme primitif,
TIF1P est soumis a une redistribution subnucléaire elechromatine vers I’hétérochromatine
péricentromérique qui n’a pas lieu lorsque Tbrte une mutation invalidante de I"'Hbtix
(Cammas et al., 2002). Cette mutation empéche rdégalela différenciation des cellules

d’endoderme primitif en endoderme pariétal (Camatas., 2004).
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Figure 22: L'’interaction des protéines HP1 et TIFP est nécessaire a la
différenciation terminale des cellules F9 en endode&e pariétal (PE) (d’apres Cammas
et al., 2004 ; PrE : endoderme primitif).

4 La réponse comportementale L’inactivation totale du géne codant pour Tprdans
les neurones de souris adultes provoque un phéndthyperanxiété et de perte de mémoire
spatiale et temporelle en réponse au stress (Jadoles al., 2008). TIFLet les KRAB-ZFP
pourraient ainsi étre impliquées dans le contrdigénétique de I'expression de genes au
niveau de I'hippocampe et conditionner la répormaportementale aux stress ainsi que les
capacités cognitives.

4+ L'apoptose: TIF1B, par lintermédiaire de son moti€oiled-coil est capable
d’interagir avec I'E3 ubiquitine ligase MDM2Mouse_®uble_Mnute chromosome )2(Wang
et al.,, 2005 ; Wang et al., 2007). Cette liaisomule la formation d’'un complexe p53-
Mdm2-TIF13-HDAC1 et favorise ainsi la désacétylation de pBfape nécessaire a son
ubiquitination et sa dégradation. Une autre étudeoatré que p53 peut étre réprimé par un
mécanisme similaire, grace a une interaction €nifFdp et la KRAB-ZFP APAK ATM and
P53-Associated_ENF protei (Tian et al., 2009). La protéine APAK réprime p8&8&
recrutant de facon similaire un complexe THHHDACL1 favorable a la désacétylation de p53.
Ce mécanisme permet de réprimer p53 et de prol&geellules de son effet pro-apoptotique.
Il peut étre contrebalancé grace a un mécanismbgnanmt la phosphorylation de APAK et
de TIFB par la kinaseATM (Ataxia-Telangiectasia Mtated qui induit leur dissociation de

p53 et I'induction de I'apoptose (Tian et al., 2R09
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+ La restriction provirale : TIF1p jour le rble de répresseur épigénétique des liéaov
aussi bien dans les cellules souches embryonnguiesdans les cellules de carcinome
embryonnaire (Wolf et Goff, 2007 ; Wolf et al.,, B)0 TIF13 reconnait la région PBS
(Primer Binding Ste) située dans le LTR des rétrovirus MoMLMOIloney Murine Leukemia
Virus) et réprime leur transcription en fonctionnantamoment avec la KRAB-ZFP809, les
protéines HP1 et vraisemblablement le complexe NRDIf et Goff, 2009). L'équipe du
Dr. Didier Trono a récemment étendu I'effet de TAF la restriction des rétrotransposons
dans les cellules ES et I'embryon (Rowe et al.,020bu TIFB semble réprimer en
particulier la classe des ERV. D’'un point de vuecamstique, cette répression repose
essentiellement sur le recrutement de SETDB1 winfethylation de la lysine 9 sur 'histone
H3 (Matsui et al., 2010). Il semble donc que TdFposséde un effet relativement
pléiotropique sur les structures de type LTR esgmiiaussi jouer un rble dans la défense aux

rétrovirus.

C. TIFY

TIF1ly (aussi connu sous le nom de TRIM33 ou Ectodermié)é cloné a partir d’'une
banque d’ADNc de cellules HepG2 par hybridationcava fragment d’ADNc de TIRi
(Venturini et al., 1999). Il possede, comme lesemumembres de la famille, une capacité de
répression intrinséque mais n’interagit ni avec fésepteurs nucléaires, ni avec les
KRABZFP et les protéines HP1 (Venturini et al., 2P9I joue par contre un role essentiel
dans la voie de signalisation du T@F-Il est ainsi requis pour différents processus
dépendants de cette voie comme la formation dd¢obdecrme chez I'embryon de xénope
(Dupont et al., 2005), 'embryogenése chez les méénes (Morsut et al., 2010) ou encore la
différenciation des cellules érythroides (He et 2006). La perte de TIklcoopere avec
l'activation de K-Ras dans la développement de eandu pancréas, phénotype similaire a
celui obtenu par délétion de SMAD4 (Vincent et aD09). Deux théories sont proposées
pour expliquer le rGle de TIFldans la voie TGEB-:

» TIFly interagirait avec SMAD4 et serait capable de lenoubiquitinyler
(Dupont et al., 2005-2009).

» TIF1ly serait un interactant du complexe SMAD2-3, touhoee SMAD4, et leur
présence serait mutuellement exclusive. 71t SMAD4 auraient des réles
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distincts au sein de la voie TGFmenant respectivement a la différenciation et

a l'arrét de la prolifération (He et al., 2006).

d. TIF1S

TIF16 (TRIM66) a été découvert au laboratoire par unelyse bioinformatique de
banques de données utilisant I'algorithme BLAS&agic Local Aignment and &arch Tool)
(Khetchoumian et al., 2004). Il présente toutesckrmctéristiques structurales des protéines
TIF1 et posséde une activité de répression inmumséalépendante de la désacétylation des
histones. Il possede un motif Hiix fonctionnel mais ne peut pas se lier aux RN ni aux
KRAB-ZFP. Le patron d’expression de TB-&st restreint, il semble n’étre qu’exprimé dans
les testicules au niveau des spermatides en céélmngdation (Khetchoumian et al., 2004).
TIF15 pourrait ainsi jouer un réle dans I'extinction dgénes au cours des phases post-
meiotiques de la spermatogénese. Néanmoins, itgabpartager la fonction de TIBldans
la restriction provirale puisqu’il a été identifiérs d’'un criblage visant a identifier les
protéines jouant un réle dans la restriction du HHOman_mmunodeficiency ixus) par
siRNA systématique (Konig et al., 2008).

e. TIFln

i. Identification

TIFla (TRIM24 selon la nomenclature officielle) a ét@re par complémentation
fonctionnelle dans la levure, sur la base de saditpa stimuler I'activité AF-2 du récepteur
nucléaire RXR (Le Douarin et al., 1995). Il a ensuite été démbintteragir avec la structure
holo de tous les récepteurs nucléaires testés (EARRRXR, PPAR, PR, VDR, LRH1). Ces
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interactions ont été détectémsvitro (GSTpulldowr), dans la levure (double-hydride) ou
dans les cellules de mammiféres (colocalisatioi@sEequiérent I'intégrité de la Ni®x de
TIF1a et de la fonction AF-2 des récepteurs nucléaitesOouarin et al., 1996a), dépendent
strictement de la présence de ligand et sont bexjpér les antagonistes des RN (Le Douarin
et al., 1995 ; vom Baur et al., 1996).

ii. Mécanismes de régulation transcriptionnelle

L'utilisation d’anticorps couplés aux grains d’am enicroscopie électronique a permis
de localiser TIF& essentiellement dans I'euchromatine (Remboutsikal.e 1999), ce qui
repose vraisemblablement sur la présence des nwtfsodomaine et PHihger dans sa
partie C-terminale, motifs capables de lier des Rillvstones associées a I'euchromatine.

TIF1la est aussi bien capable d’activer et d’'inhiberdascription, son activité semblant
dépendre du contexte cellulaire. A l'origine de d&couverte, l'effet de TIRL sur les
récepteurs nucléaires dans la levure est celui cbdactivateur (Le Douarin et al., 1995). Les
équipes de Pier Paolo Pandolfi et, en collaboratioec la nétre, de Mickael Stallcup ont
également décrit un effet activateur de transanptpour TIFL dans des expériences de
transfections transitoires de cellules de mammnsféfeyssier et al., 2006 ; Zhong et al.,
1999). Dans ces systemes vivq il a été proposé que TIklpuisse servir de plate-forme
permettant aux co-activateurs SRC1 et CARM1 d'éffieacement recrutés (Teyssier et al.,
2006).

Dans les cellules de singes Cos-1, de Hamster CEltnése_tamster _Qvary) et
d’hépatocarcinome humain HepG2, la surexpression Tdélela réduit fortement Ila
transactivation ligand-dépendante de RXFEER ou RAR (Le Douarin et al., 1996 ; Le
Douarin et al., 1995 ; Khetchoumian et al., 20@&f).accord avec ce rble de co-répresseur des
RN, il a été démontré que la fonction de répressitnnseque de TIFd est supprimée en
présence d’un inhibiteur des histones désacétylasggéerant une interaction entre TdFet
les HDAC (Nielsen et al., 1999). D’'autre part, uible double-hybride visant a identifier les
partenaires protéiques de THA mis en évidence une interaction avec les presétiP1
(Heterochromatin RPotein 1) (Le Douarin et al., 1996a). Ces protéines chror@tnes non-
histones reconnaissent spécifiguement la lysine $histone H3 lorsqu’elle est méthylée
grace a leur chromodomaine (Bannister et al., 2@0%pnt connues pour jouer un rdle dans
I'établissement de structures chromatiniennes cideises. Cependant, la délétion du domaine
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d’interaction de TIFd& avec les HP1 n’a aucun impact sur sa fonction @@ession

intrinsequen vitro (Nielsen et al., 1999).

iii. Fonctions physiologiques

TIFla est exprimé de fagcon quasiment ubiquitaire, avetamment un fort taux
d’expression dans le systeme nerveux central embgice et dans les testicules. Les lignées
cellulaires a caractére toti- ou pluripotent comegecellules F9 de carcinome embryonnaire
ou les cellules souches embryonnaires E8hryonic $m cell} sont particulierement riches
en transcrits TIFA (Le Douarin et al., 1995 ; Niederreither et aB99 ; Remboutsika et al.,
1999 ; Zhong et al., 1999). TIklpossede un effet de modulateur de I'expressiogeies
durant la premiere vague d’activation de la trapson du zygote (Torres-Padilla et
Zernicka-Goetz, 2006).

TIF1la est impliqué dans plusieurs cas de protéines sierfloncogéniques. Cette fusion
implique généralement la région RBCC de TdFdt le domaine catalytique de protéines
kinases. Le RBCC a ainsi été trouvé fusionné griasine kinase RETREarranged during
Transfection dans certains cas de cancer de la thyroide demnfants de
Tchernobyl » (Klugbauer et Rabes, 1999) ; a FGHRlr¢blast Gowth Factor Receptor_)
suite a deux translocations différentes dans ledreyne myéloprolifératif (Belloni et al.,
2005) ; et & B-RAF dans le cas d’'un hépatocarcinomagn (Miki et al., 1991)figure 23).
Cette fusion entre TIkl et B-RAF, baptisée « oncogene T18 », se compa@itenme un
dominant négatif délocalisant Tlildans le cytoplasme par multimérisation (Zhonglet a
1999). De plus, le locus 7932-34 correspondantaadra été trouvé endommagé dans des cas
de leucémie lymphoblastique aigué (Strefford et24107) et de carcinome métastatique de la
muqueuse buccale (Liu et al., 2006). L'ensembleatedonnées suggére un réle potentiel de

suppresseur de tumeur pour Td-1
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Figure 23: Protéines de fusion oncogéniques implignt TIFla. 1Gc2:
Immunoglobulin-like C2-Type domairmM : Domaine transmembranaire.

Au laboratoire, les souris invalidées pour TdRdnt été générées (Khetchoumian et al.,
2007). Ces souris sont viables et fertiles maiselipent des calcifications artérielles
semblables au syndrome de Ménckeberg chez I'hongmat(et al., 2008). Ce phénotype a
été démontré dépendre de l'activité répressivelBéolsur le récepteur nucléaire VDR.

D’autre part, ces souris développent des CHa&r¢idome_Hpato@llulaire) avec une
pénétrance compléte (Khetchoumian et al., 2007)plEnotype est dépendant de RAR
puisqu’il est totalement supprimé par l'invalidatid’'un seul alléle de ce RN. Ces résultats
mettent en évidence un antagonisme fonctionnekerifflo et RARy et établissent pour la
premiere fois une surexpression de la voie ded&cétinoigue comme oncogéenique pour le

foie (Khetchoumian et al., 07).
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VIl. Hépatocarcinogénese

1. Caractéristiques des cellules tumorales

Le cancer est un processus multi-étapes consistafiaccumulation d’altérations du
transcriptome, aussi bien au niveau de la séqueesgenes qu’au niveau épigeneétique. Ces
altérations conduisent progressivement a la tramsfton d’'une cellule saine en cellule
cancéreuse, selon des étapes communes a tougpéssdg cancer (Hanahan et Weinberg,
2000) :

(1) lauto-suffisance en signaux de croissancélne cellule saine est dépendante de la
présence de facteurs de croissance extracellufgasentrer en prolifération. Ces facteurs de
croissance peuvent étre des molécules circulantes, composants de la matrice
extracellulaire ou des molécules d’adhésion intkredéres. Les cellules tumorales ont une
dépendance réduite vis-a-vis de ces signhaux, atellep atteignent par différents processus :
la production de leurs propres signaux de croigsan&e une boucle de stimulation autocrine
de novo; la sur-expression ou des mutations activantesedes récepteurs membranaires
induisent une hypersensibilité aux signaux exttalz@tes ; une activation anormale des
effecteurs intracellulaires de la signalisationuimdeur prolifération indépendamment de la
présence de signaux extracellulaires.

(2) l'insensibilité aux signaux d’inhibition de lacroissance.Ces signaux favorisent I'entrée
en quiescence des cellules (phase GO du cycldaisdluou bien dans un état post-mitotique
correspondant a une étape particuliére de difféagan. On retrouve dans les cancers de
nombreuses altérations des voies de signalisatiogayvernent l'activité des régulateurs du
cycle cellulaire.

(3) l'inhibition de I'apoptose. La capacité d'une tumeur a croitre implique nanesaent un
taux de prolifération anormal des cellules, maissaune faible mortalité. Celle-ci dépend de
la réponse immunitaire de I'’h6te et du processapaptose. L'apoptose est déclenchée en cas
de dommage a I'ADN, d'activation anormale de ceetivoies de signalisation par des
oncogene, et de certains stress externes comnseffisance en facteur de croissance,
I'hypoxie, ou encore par le systéme de régulateitdbmeéostasie tissulaire dit « inhibition
de contact ».

(4) le potentiel prolifératif infini. Hormis les cellules embryonnaires ou germinalestet
les cellules d'un individu ont un potentiel réplitéimité provenant de la perte progressive

des télomeéres. Lorsqu’un télomere devient trop tcduractive les voies de réponse aux
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dommages a 'ADN et la mort cellulaire par apoptolsa réactivation de la télomérase,
enzyme responsable du maintien de la longueurdli@séres, est retrouvée dans une majorité
de cancers.

(5) la promotion de l'angiogenéseles cellules cancéreuses, de méme que les cellules
saines, sont dépendantes de la disponibilité d'emgget de nutriments. Les tumeurs
constituent un milieu intrinséquement hypoxiquesxiste donc une pression de sélection les
poussant a secréter des facteurs angiogéniquesulastim I'établissement d’une
vascularisation.

(6) I'invasion des tissus et la capacité métastatig. Les métastases sont a I'origine de 90%
des morts par cancer. Une cellule tumorale deviggtastatique lorsqu’elle perd ses attaches
intercellulaires et peut ainsi coloniser un sigaltvia la circulation sanguine. Cette capacité
fait intervenir notamment les molécules d'adhésiefiule-cellule, les intégrines et les
protéases extracellulaires.

Une septieme capacité favorise l'acquisition deau@es :(7) linstabilité génique et
génomique. Elle consiste en gains ou pertes de chromosomexsiou de fragments de
chromosomes a des taux plus importants que danscelhde normale. Les altérations
chromosomiques peuvent étre numériques (aneuploiulie structurales (translocations,
amplifications, insertions, délétions). Par conséqule caryotype d'une cellule tumorale est
souvent different du caryotype des cellules normaladjacentes. Les cassures
chromosomiques peuvent avoir différentes originesamment dues aux dommages a I'ADN
causés par les radiations ultraviolet, les radiatidonisantes, certains mutagenes, les

mésappariements au cours de la mitose, ou encbledage de la fourche de réplication.

2. Le carcinome hépatocellulaire

a. Etiologie

Le foie est sujet a différents néoplasmes, parsguels le carcinome hépatocellulaire
(CHC), I'hépatoblastome, 'haemangiosarcome ethl@angiocarcinome. Le CHC est le plus
fréequent avec 83% des cancers du foie, c’est lgueme type de tumeur le plus commun au
monde (Feo et al., 2006). Les facteurs étiologiides altérations cellulaires conduisant au
CHC sont relativement bien connus. En revanche, necanismes moléculaires de
I’hépatocarcinogenése restent relativement obsa@&squi entraine de grandes difficultés

guant a son traitement. De ce fait, le CHC causs de 600 000 morts par an, ce qui le
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positionne au troisieme rang des cancers les plusets. Bien que 80% des nouveaux cas
soient diagnostiqués en Asie orientale et en A&rigub-Saharienne, l'incidence et le taux de
mortalité ont doublé en Europe et aux Etats-Unisdpat les quatre derniéres décennies et
sont supposés doubler encore lors des 10 ou 26grms années (El-Serag, 2004).
Les facteurs étiologiques causant le CHC chez ldarsont(tableau 12):
> Les infections aux virus des hépatites B et C.s=lent la cause du plus grand nombre
de cas et ont un pronostique trés négatif (Cantetrial., 2006). La simple insertion du
génome viral dans la séquence de I’ADN cellulagtes soi mutagéene et les protéines
produites par le virus alterent le fonctionnemeatsdppresseurs de tumeurs comme
p53 ou pRB RetinoBastomg (Thorgeirsson et Grisham, 2002).
> Les différentes causes entrainant des cirrhosestiggps, comme une sur-
consommation d’alcool.
» La présence de toxines telles que les aflatoxiaas talimentation.
» Le contact avec des produits chimiques comme I¢hylidtrosamine (DEN), le

tetrachlorocarbone (CCl4) ou la griséofulvine.

Facteurs a risque Implications

Virus de I'hépatite B (HBV) Induit I'hépatite et la cirrhose

Virus de I'hépatite C (HCV) Induit I'hépatite et la cirrhose
Aflatoxines Agent génotoxigue et cytotoxique
Consommation d'alcool Induit la cirrhose alcoolique

Tabac Induit des dommages a 'ADN

Eau polluée Stimulent la prolifération hépatocytaire
Contraceptifs oraux Stimulent la prolifération hépatocytaire
Stéroides androgénes anabolisants | Stimulent la prolifération hépatocytaire

Tableau 12 : Principaux facteurs étiologiques iniiteurs de I'hépatocarcinogenése.

b. Pathogenése moléculaire

Les événements moléculaires initiaux menant aalastormation cellulaire dans le foie
ne sont encore que tres partiellement connus. Chamain, il est en effet difficile de
disposer de banques de tissus correspondant éades précoces de la maladie puisque celle-
ci est peu détectable. Si la quantification degression du genéfp (Alpha-foetoproteih
dans le plasma sanguin a depuis longtemps étéséjtille forts taux ne sont pas
caractéristiques des stades précoces de la malzgimeilleurs résultats ont été récemment

obtenus dans la détection des étapes précoces du é€dHutilisant des anticorps contre
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HSP70, GSGlutamine syntheta(et GPC3 Glypican-3 (International consensus group for
hepatocellular neoplasias, 2009).

Les lésions précoces consistent en différents tygeefoci d’altération cellulaire qui
donnent naissance a des nodules (cellules compredas multinucléations et du
pléomorphisme nucléaire). Pour une taille inféegeum 1mm, on distingue les foci
dysplastiques a cellules larges et a petite callutes derniers étant considérés comme les
précurseurs directs du CHC (Desmet, 2009). Leslesdlysplastiques d’une taille comprise
entre Imm et 1cm sont considérés comme pré-cangéesuplus agressifs étant les nodules a
haut grade de dysplasie, composés de plus pettietes que les nodules a faible grade de
dysplasie. lls sont composés de petites cellulagtayn ratio noyau/cytoplasme élevé et ont

tendance a contenir des inclusions basophiles (Bg2009).
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Figure 24 : Les différentes étapes du développemedtt CHC humain (adapté de
Thorgeirsson et Grisham, 2002 ; Wong et Ng, 2008)

Les voies de signalisation impliquées dans le CHIEC é&é mises en évidence par
diverses stratégies incluant des études global&ésdecriptomes, de mutations géniques et de
méthylation des promoteurs (pour revue, Mingueal t2009). Ces études n’ont cependant
pas montré une signature transcriptionnelle clatrent établi que le CHC est un type de
cancer trés hétérogene (Laurent-Puig et ZucmanikR2686 ; Thorgeirsson et Grisham,
2002 ; Wong et Ng, 2008 ; Zucman-Rossi et Laurend;R2007)(tableau 13)
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Geéne

Fonction

Type d'altération

Angiopoietin-2
APC
AXIN1
B-catenin
BRCA2
C-myc
Cyclin D1
DLC1
E2F4
E-caderin
EGFR
EXT1
FGF3
FGF4
Frizzled-7
HGF
IGF2R
IGFBP-3
IGF-I
IGF-II
K-RAS
miRNA122
MLH1
MMP-14
MMP-9
Osteopontin
pl4ARF
P16INK4a
p53
p73
PDGF
PIK3CA
PTEN
RASSF1
Rb1l
SFRP1
SMAD1
SOCS3
Sonic Hedgehog
Survivin
TCF1
TERT / TERC
TGF-a
VEGFA
VEGFR

Angiogenéese
Régulation de la voie Wnt
Régulation de la voie Wnt
Régulation de la voie Wnt
Réparation de 'ADN
Prolifération cellulaire et survie
Prolifération
Prolifération cellulaire et survie
Prolifération cellulaire
Adhésion cellulaire
Prolifération cellulaire et survie
Différenciation
Prolifération
Prolifération
Différenciation, prolifération et survie
Prolifération cellulaire et métastase
Prolifération cellulaire et survie
Régulateur de la voie IGF
Prolifération cellulaire et survie
Prolifération cellulaire et survie
Transduction de signal
Dégradation cycline G1
Réparation de I'ADN
Métastase
Métastase
Métastase
Stabilisation de p53
Régulateur du cycle cellulaire
Cycle cellulaire, apoptose, réparation de 'ADN
Inhibiteur du cycle cellulaire
Angiogenéese
Transduction de signal
Régulation de la voie PI3K
Apoptose
Inhibiteur du cycle cellulaire
Régulation de la voie Wnt
Différenciation, prolifération et survie
Régulateur négatif de la voie des cytokines
Différenciation, prolifération et survie
Anti-apoptose
Différenciation cellulaire
Maintenance de la longueur des télomeéres
Prolifération cellulaire et survie
Angiogenéese
Angiogenése

Sur-expression

Mutation
Mutation / Perte de copies

Mutation

Perte de copies

Sur-expression / Gain de copies
Gain de copies
Perte d'hétérozygosité

Mutation

Perte de copies / Répression épigénétique / Perte d'hétérozygosité

Sur-expression
Perte d'hétérozygotie
Gain de copies
Gain de copies
Sur-expression
Sur-expression
Perte d'hétérozygotie / Mutation / Perte de copies
Répression épigénétique
Sur-expression
Sur-expression
Mutation
Sur-expression
Perte d'hétérozygotie
Sur-expression
Sur-expression
Sur-expression
Répression épigénétique
Mutation / Perte d'hétérozygotie / Répression épigénétique
Mutation / Perte d'hétérozygotie / Perte de copies
Perte d'hétérozygotie / Perte de copies
Sur-expression
Mutation
Mutation / Perte de copies
Répression épigénétique
Mutation / Perte d'hétérozygotie / Perte de copies
Répression épigénétique
Perte copies
Répression épigénétique
Sur-expression
Sur-expression
Mutation
Réactivation
Sur-expression
Gain de copies
Sur-expression

Tableau 13 : Principales altérations génétiques retuvées dans les CHC humains.

Parmi ces facteurs, on remarque une surreprésantdeé genes liés aux voies de
signalisation des facteurs de croissance HBé&péatocyte Gwth Factor), IGF2 (nsuline-
like Growth Factor 2, TGFa (Transforming Gowth Factor ), et Wnt (Vingless Integration
site) (Breuhahn et al., 2006 ; Thorgeirsson et Grish2002). Leur activation peut se produire

a différents niveaux, mais des tendances se dégelgmement en fonction des voies : la voie

IGF est dérégulée en particulier par une quanktessive de ligand, la voie HGF dépend

principalement de la sur-expression et sur-activatie son récepteur MET tandis que la voie
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Wnt est généralement dérégulée au niveau de comysoda la signalisation intracellulaire.
La voie WntB-caténine est trés frequemment activée dans les KiefCdifférenciés, c’'est a
dire précoces (Bengochea et al., 2008), le pluyesdwia des mutations dans les génes
CTNNBl1louAXINL

De nombreuses études ont demontré que les difé&regtapes de la carcinogenése
hépatique correlent avec l'inactivation de certaoppresseurs de tumeur comme p53, pRb,
et les inhibiteurs de CDKQyclin-dependent kinaye?2l, p27 et pl6 (Martin et Dufour,
2008). Leur inhibition peut se produire par pertegtérozygotie, mutation ou extinction par
méthylation du promoteur. lIs peuvent aussi étreégiiés en amont par la voie TGF-
(Transforming_Gowth Factor £), qui est frequemment inhibée dans les phase®gesadu
CHC, et activée dans les phases tardives ou etimqut le potentiel métastatique de la
tumeur (Dooley et al., 2009). p53 est le suppressedumeur le plus frequemment muté dans
I'ensemble des cancers. Dans le cas du CHC, géstralement associé a la progression de la
maladie et non pas a son initiation.

Un autre point de contrdle crucial pour I'hépatcocargenese est la voie oncogénique
PISK/AKt/mTOR qui promeut notamment la survie cldite. Le suppresseur de tumeur
PTEN Phosphatase and teim homoloy est le régulateur négatif de cette voie que I'on
trouve fréquemment sous-exprimé ou muté dans lesecs, y compris dans de nombreux cas

d’HCC précoces.

c. Modéles murins

La souris fournit un excellent modéle pour 'hégai@inogenese humaine puisque la
cancérisation du foie s’y produit de facon siméaéen terme d’évolution morphologique et
posséde des points communs dans sa pathogenesrilaiodé(Lee et al., 2005). Il existe trois
types de protocoles pour induire I’hépatocarcin@gerchez la souris (Newell et al., 2008).

4+ L'administration de composés chimiques Les composés les plus utilisés
comprennent le DEN_(iBthyl Nitrosamine), le DMN (OM éthyl Nitrosamine) ou le CClA4.
DEN et DMN possédent un pouvoir génotoxique caasdgformation d’adduits sur 'ADN,
tandis que CCIl4 est un puissant cytotoxique. D’amfpde vue histologique, ils reproduisent
la situation de cirrhose chez 'hnomme en induisaipparition d’'un environnement fibrotique
dans le foie. Un traitement au DEN, par exemplduiinl'apparition defoci d’hépatocytes
altérés et finalement d’hépatocarcinomes aprésOBOsémaines en fonction de la durée du

traitement et du nombre d’injections.
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+ La xénogreffe: Limplantation de cellules transformées chez Bouris
immunodéprimée provoque la cancérisation dans ie. fGe protocole permet d'induire
rapidement un CHC ainsi que de mesurer le dévetoppede la tumeur dés son origine.
Néanmoins la xénogreffe ne reproduit pas le micnrennement tumoral, ce dont
témoignent un certain nombre de différences higiqlees. D’autre part, il est crucial de
tester un grand nombre de lignées différentes, otied variations ont été observées en
fonction de la dérive subie par les cellules pehtiaphase de cultuia vitro.

+ L’ingénierie génétique permet de valider I'importance des potentiels sepgeurs de
tumeur et oncogénes détectés chez 'homme, et slgogbr de modeles reproductibles
d’induction de I'hépatocarcinogenese (pour revue &kal., 2005 ; Zender et al., 2010). Les
lignées de souris ainsi obtenues différent les wessautres et ne récapitulent pas toutes les
événements moléculaires sous-tendant I'hépatocayeirese humaine, néanmoins certaines

semblent constituer de bons modéles (Lee et @4 2Thorgeirsson et al., 2006).

Transgenese Gene Référence
Hépatocytes Cycline D1 Deane et al., 2001
Hépatocytes PML-RAR a David et al., 1997
Hépatocytes C-myc Santonio-Rugiu et al., 1996
Hépatocytes Met Wang et al., 2001
Hépatocytes EGF Tonjes et al., 1995
Hépatocytes HGF Sakata et al., 1996
Hépatocytes E2F1 Conner et al., 2000
Muscle squelettique FGF19 Nicholes et al., 2002
Foie / Tissus connectif / Glandes sébacées IGF2 Rogler et al., 1994
Multiples tissus TGF-a Jhappan et al., 1990

Tableau 14 : Cas de sur-expressions chez la sousstrainant le développement
spontané de CHC.
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Invalidation Génotype Processus affecté Référence

Totale AOX-/- Métabolisme Fan et al., 1998

Totale Cx32-/-  Jonctions étanches Temme et al., 1997

Totale Tob-/-*  Cycle cellulaire Yoshida et al., 2003

Totale Lkb1+/-  Croissance cellulaire Nakau et al., 2002

Totale ANx7+/-*  Instabilité génomique Srivastava et al., 2003

Totale Mdr2-/-  Transport Mauad et al., 1994

Totale GNMT-/-  Stress oxydatif Martinez-Chantar et al., 2008

Totale Matla-/-  Stress oxydatif Martinez-Chantar et al., 2002

Totale Txnip-/- Inconnu Sheth et al., 2006

Totale Elf+/- Prolifération Kitisin et al., 2007
Hepatocytes NEMO -Réponse immunitaire Luedde et al., 2007
Hepatocytes Nrfl-/- Stress oxydatif Xu et al., 2005
Hépatocytes PTEN-/-  Stress oxydatif Horie et al., 2004
Hépatocytes APC-/- Prolifération Colnot et al., 2004
Hépatocytes DICER-~ Maturation des miRNA Sekine et al., 2009
Hépatocytes TAK1-/- Réponse immunitaire Bettermann et al., 2010

Tableau 15 : Souris génétiguement invalidées dévelpant spontanément des CHC.
* indique les cas ou des tumeurs ont été observétens d’autres organes.

La plupart des invalidations conduisant au CHC nmevgquent pas de tumeurs dans
d’autres organes, soulignant le caractére singdlidioie quant a la carcinogenése. Ces génes
jouent principalement des roles dans le controleyatle cellulaire et le stress oxydatif.

Parmi les voies que I'on retrouve dérégulées daiBHC humain, seules certaines ont été
validées comme suffisantes pour provoquer I'hématmcogenese chez la souris. Ainsi les
voies des facteurs de croissance peuvent, lordgsi’'alont sur-activées par un exces de
production de ligand, provoquer I'oncogenése hfpati D’autre part, les suppresseurs de
tumeur dont l'invalidation conduit au CHC murin corannent notamment des régulateurs
négatifs des voies PI3K/AKPTEN") et Wntp-caténine APC") ce qui appuie la possibilité
gu’elles puissent constituer d’excellentes ciblesurple développement de composés

pharmacologiques en vue de soigner I'hépatocaremé&ge humaine.
3. Voie de I'acide rétinoique dans la cancérogenese

L’acide rétinoique est le métabolite actif de leamine A (rétinol). Il est ingéré sous
forme de provitamines A telles fcaroténe, provenant de notre alimentation (Goodetan
Huang, 1965). Ces provitamines sont alors métagmsdislans les entérocytes de l'intestin en
rétinyl-esters qui vont ensuite gagner la circolatsanguine associés au chylomicron et étre
stockés dans les cellules stellaires hépatiquemiegoue un réle central dans le métabolisme

de la vitamine A (Blomhoff et Blomhoff, 2006). llept stocker, mobiliser, activer et
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cataboliser les rétinoides. Les rétinyl-estersk&isaans les cellules stellaires et/ou présents
dans les hépatocytes peuvent étre transforméstianlrét circuler dans le plasma. Etant de
nature hydrophobe, le rétinol nécessite I'assamiatiu transporteur RBAR€tinol Bnding
Protein) pour gagner ses cellules cibles (Kawaguchi eR807), dans lesquelles il va pouvoir
étre métabolisé en acide rétinoique, principalensenis les formes tout-trans et 9-cis qui
constituent les ligands des RAR et RXR.

Les agonistes des récepteurs de l'acide rétinoiaoede rétinoique et dérivés
pharmacologiques) sont connus pour inhiber la fémaliion et induire la différenciation de
nombreux types cellulaires (Rochette-Egly et Chami2®01). lls sont par conséquent tres
utilisés dans le traitement et la prévention detiples cancers (Altucci et al., 2007 ; Soprano
et al., 2004), en particulier dans le cas de lackeue Promyélocytaire Aigtie (APL). Dans
98% des cas, cette maladie fait intervenir uneémetde fusion entre PMIP(oMyelocytic
Leukaemia et RARu, suite a une translocation chromosomique. L'exqioesde la protéine
de fusion PML-RAR rend le récepteur insensible au ligand car icesstitutivement lié aux
complexes co-répresseurs. La transcription de gébéss importants pour la différenciation
des promyélocytes est donc réprimée, ce qui emtrbar prolifération incontrélée. Le
traitement des patients a I'acide rétinoigue inthidissociation forcée des co-répresseurs et
aboutit a la différenciation terminale des promggtes leucogémiques en granulocytes, dont
la durée de vie n’excede pas quelques jours (desTak, 1990 ; Huang et al., 1988).

Contrairement a ce que laisse supposer son effistdlautres tissus, I'acide rétinoique a
un effet mitogénique sur les hépatocytes de raie sburis (Columbano et Shinozuka, 1996 ;
Ohmura et al., 1996). Il a d’autre part été momdrs d’'une étude visant a identifier des
molécules a effet préventif du cancer du foie damsnodéle d’hépatocarcinogenese induite
chimiguement, que les acides rétinoiques « toutstsaet 13-cis augmentaient de facgon
significative I'incidence des tumeurs (Di Biscegdieal., 2005 ; McCormick et al., 1990).

De maniere analogue, alors que RARue le role de suppresseur de tumeur et est
frequemment muté dans les stades précoces dedarogenese (Alvarez et al., 2007), il est
impliqué en tant gu'oncogene dans I'hépatocarcinege. En effet il a été originellement
découvert dans le cadre d’'une protéine de fusiea &vprotéine pre-S1 du virus de I'hépatite
B dans un cas d’hépatocarcinome (Dejean et al§)19& alors été proposeé que I'expression
aberrante de RARdue a la proximité du promoteur viral pourrait gown réle dans le
processus de tumorigenése hépatique (de The el%7 ; Dejean and de The, 1990).
Appuyant cette théorie, il a été démontré que teegpression de RARentraine des lésions

hépatiques, stimulant I'hépatocarcinogenese (Gagtial., 1993). Un rapport récent est a
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corréler avec cet effet potentiellement oncogénajtrédoué a RAR : il est en effet décrit que
RARy pourrait avoir un réle promoteur de I'hépatocangenese (Yan et al., 2010). Nos
données obtenues grace aux solitiEla’ décrivent une situation analogue. L'invalidation
d'un allele de Rar chez ces souris suffit & restaurer un phénotygeatigtie normal,
démontrant le réle de proto-oncogéne que RAIRsume dans le foie (Khetchoumian et al.,
2007).
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Projet de these :

Mon projet de these a visé a progresser dans #&téaisation du role de Tlkldans la
suppression de tumeur dans le foie, ainsi que tlm®mpréhension des meécanismes par
lesquels il module I'expression de ses genes cibles

Nous avons abordé le premier aspect par l'utibsatie systemem vitro et in vivo.
Dans un premier temps, nous avons développé un malge sur-exprimer TIFd
transitoirement dans des lignées cellulaires désvihépatocarcinomes murins et humains.
Nous avons dautre part généré deux lignées deissquermettant une inactivation
conditionnelle de TIFL La premiére lignée a permis d’exciser TdFdpécifiguement dans
les hépatocytes grace au transgéie-Cre la seconde a rendu possible son inactivation
controlée dans le temps par la présence d’un teme#gb-CreER? codant pour une protéine
de fusion activable par traitement au tamoxifenes @iodeles nous ont permis d’étudier les
effets cellulaire-autonomes de TlEhussi bien dans la période post-natale que dans le
hépatocytes matures.

Des expériences de purification des complexesali@#-1o. dans les cellules HelLa ont
mis en évidence les interactions physiques des Ti6il @, B ety). Nous avons pu étudier la
validité fonctionnelle de ces complexes dans laeald® I'hépatocarcinogenése grace a des
lignées de souris comportant un transgéleeCre et des alléles « floxées » pour les différents
TIF1.

L’identification des genes cibles de Thrdlans les hépatocytes nous a permis d’étudier
par quels mécanismes Thkrinodule leur transcription. Nous avons ainsi idente role de
TIF1lo dans le contréle de I'expression des rétrotraram¥L30, et avons mis en évidence
I'effet indirect que cette répression engendrelasiigenes placés a proximité de ces éléments

transposables.
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Loss of Trim24 (Tifla) gene function confers oncogenic
activity to retinoic acid receptor alpha

Konstantin Khetchoumian!3, Marius Teletin!, Johan Tisserand!, Manuel Mark!, Benjamin Herquell,
Mihaela Ignat1’3, Jessica Zucman-RossiZ, Florence Cammas, Thierry Lerougel, Christelle Thibault!,

Daniel Metzger!, Pierre Chambon' & Régine Losson!

Hepatocellular carcinoma (HCC) is a major cause of death
worldwide. Here, we provide evidence that the ligand-
dependent nuclear receptor co-regulator Trim24 (also known
as Tif1er) functions in mice as a liver-specific tumor suppressor.
In Trim24-null mice, hepatocytes fail to execute proper cell
cycle withdrawal during the neonatal-to-adult transition and
continue to cycle in adult livers, becoming prone to a
continuum of cellular alterations that progress toward
metastatic HCC. Using pharmacological approaches, we show
that inhibition of retinoic acid signaling markedly reduces
hepatocyte proliferation in Trim24~/~ mice. We further show
that deletion of a single retinoic acid receptor alpha (Rara)
allele in a Trim24-null background suppresses HCC
development and restores wild-type expression of retinoic
acid-responsive genes in the liver, thus demonstrating that in
this genetic background Rara expresses an oncogenic activity
correlating with a dysregulation of the retinoic acid signaling
pathway. Our results not only provide genetic evidence that
Trim24 and Rara co-regulate hepatocarcinogenesis in an
antagonistic manner but also suggest that aberrant activation
of Rara is deleterious to liver homeostasis.

Alterations in the expression or activity of specific retinoic acid
receptors (RARA, RARB and RARG) have been linked to diverse
types of cancer!. RARs are retinoic acid—dependent transcription
factors that belong to the nuclear receptor superfamily®. Like other
nuclear receptors, they control transcription by recruiting different
co-regulator complexes®. The tripartite-motif protein TRIM24 (for-
merly known as TIF1a)* was among the first co-regulators identified
as interacting with nuclear receptors4, and it has been shown to
modulate their transcriptional activity either positively or negatively in
a ligand-dependent fashion>=8, To ascertain the role of TRIM24 in vivo,
we generated Trim24-deficient mice by targeted gene deletion (Sup-
plementary Fig. 1 online). Intercrosses of Trim24*/~ heterozygous

mice resulted in viable offspring at mendelian ratios (Supplementary
Table 1 and Supplementary Table 3 online). Up to 2 months
postpartum (month 2), homozygous mutants showed no obvious
abnormalities in major organs and were fertile. Protein blot analysis
confirmed the absence of Trim24 protein in these mutants (Supple-
mentary Fig. 1f). Therefore, Trim24 is not essential for development,
growth or reproduction in mice.

To determine whether ablation of Trim24 affects the adult life
of mice, we monitored a large cohort of Trim24-deficient mice
(n > 100) for a long-term time period. No macroscopic change in
lung, pancreas, spleen, intestine, kidney, heart, testis and uterus was
seen in Trim24~/~ mutants. In contrast, hepatic tumors (>2 mm in
diameter; Fig. 1a) were detected at necropsy in 80% (33 of 41) of
male and 69% (33 of 48) of female Trim24~/~ mice between months 9
and 29, as compared to only 4% (2 of 54) of age-matched control
Trim24**mice (Supplementary Fig. 2a online), indicating that the
Trim24 homozygous mutation predisposes to spontaneous liver tumor
formation. Tumor predisposition was observed in both isogenic
129/Sv and hybrid (C57BL/6 x 129/Sv) genetic backgrounds
(Supplementary Fig. 2b).

We examined the effect of Trim24 deficiency on liver histology. As
early as month 3, Trim24~/~ livers contained abnormal hypertrophic
hepatocytes with enlarged nuclei (Fig. 2a). DNA content quantifica-
tion by flow cytometry revealed a ploidy higher than 4N in less than
5% of wild-type (WT) littermate liver cells, whereas ~ 15% and 4% of
Trim24~/~ mutant hepatocytes were 8N and 16N, respectively
(Fig. 2b,c). At month 7 and month 8, we detected clear-cell foci of
altered hepatocytes (FCA) in 13% (2 of 15) of Trim24~/~ mutants
(Fig. 1b). Thereafter, hepatocellular adenomas (HCA) compressing
the nontumoral parenchyma (Fig. 1c) were seen in 53% (8 of 15) of
month 9 Trim24~/~ mice. Around month 12, 20% (2 of 10)
Trim24~/~ mutants showed locally invasive hepatocellular carcinoma
(Fig. 1d). HCC were observed in 41% (16 of 39) of the month 13-19
Trim24~'~ mice and in 80% (20 of 25) of the month 1929 group.
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Two patterns of HCC were observed: trabecular, with well-differentiated
cells (Fig. le), and solid, with poorly differentiated cells (Fig. 1f).
Notably, HCC lung metastases were found in two TIF1o~/~ mice
(Fig. 1g-j), thus proving the malignancy of these tumors.
Uncontrolled hepatocellular proliferation is considered a prerequi-
site for neoplastic transformation®. We therefore examined livers
of Trim24-deficient mice for proliferation before tumor onset
(<30 weeks postpartum). We first established by protein blot assay
the presence of Trim24 in wild-type livers from embryonic day 17.5
(E17.5) to adulthood (week 14) (Supplementary Fig. 3a online), and
demonstrated by immunohistochemistry that Trim24 was expressed

Figure 2 Trim24 deficiency results in increased
hepatocyte ploidy. (a) Histological analysis of
liver sections from 14-week-old wild-type (WT)
and Trim24~~ (KO) mice. Sections were stained
with hematoxylin and eosin. Scale bar, 20 pm.
(b) Representative histograms of the DNA content
distribution of liver cell nuclei from 14-week-old
WT and Trim24~/~ (KO) mice. Isolated nuclei
were stained with propidium iodide and analyzed
by flow cytometry. The numbers of stained

nuclei are plotted against the DNA ploidy.

(c) Quantitative analysis of the DNA content of
isolated liver nuclei. The percentage of nuclei
with the indicated DNA content (2-16/N) was
calculated by scoring the number of events at
each ploidy level from the nuclei number versus
DNA content histogram of each animal. Shown
are means (n = 3) £ s.d. *P < 0.05.
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Figure 1 Spontaneous liver tumor formation and lung metastasis in
Trim24~'~ mice. (a) Representative macroscopic view of a 19-month-old
Trim24~/- liver showing multiple tumor nodules, which were histologically
classified as HCA and/or HCC. (b—j) Hematoxylin and eosin stain.
Representative microscopic view of preneoplastic (b) and neoplastic (c—j)
lesions observed in Trim24~/~ mice at 7 months (b) and 15 months (c—j) of
age. (b) Clear-cell focus of cellular alteration (FCA). The boundary of the
focus is marked by arrowheads. Note that there is no compression of the
surrounding hepatic parenchyma. (c) HCA consisting of vacuolated cells.
The tumor (T) is well circumscribed and causes distinct compression of

the surrounding nontumoral (NT) parenchyma (arrowheads). (d) HCC with
vacuolated cells. Note extensive invasion of the adjacent parenchyma
(arrowheads). (e) Trabecular HCC composed of basophilic cells with
occasional eosinophilic cytoplasmic inclusions (arrows). Note that in
contrast to normal trabecula, which consist of only one row of hepatocytes,
tumoral trabecula have an uneven thickness varying between one and four
cell rows. (f) Solid HCC consisting of large eosinophilic cells with occasional
mitotic figures (arrow) developed in the same liver as in e. (g—j) Trabecular
HCC (g,h) and its lung metastasis (i,j) showing similar histological patterns
(g,i) and cytological features (eosinophilic cytoplasm, round nuclei (N) and
prominent nucleoli (NU); h and j). Scale bar: 160 um (b-d,g,i), 30 um (e,f),
12 um (h,j).

in virtually all hepatocytes and nonparenchymal cells at weeks 1 and 14
(Supplementary Fig. 3b,c). To assess the effect of Trim24 deficiency on
hepatocellular proliferation, we measured the percentage of hepatocytes
in S phase using 5-bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation. Signifi-
cantly more BrdU-positive cells were observed throughout the liver in
Trim24~/~ mutant than in control mice at week 14 (Fig. 3a,b), indicat-
ing that hepatocellular proliferation precedes tumor development.
These results prompted us to examine the effect of Trim24 inactivation
during the transition from proliferating neonatal to quiescent adult
hepatocytes, which normally takes place by the end of week 1 (ref. 10).
Therefore, livers from week 1 mice were analyzed for expression of Ki67,
a protein that is present in cycling but not GO cells'!. No significant
difference (P > 0.05) was observed in the percentages of Ki67-positive
cells between livers from week 1 Trim24~/~ and Trim24"" mice
(Fig. 3d). We also determined the number of mitotic cells using an
antibody against phosphorylated histone H3 and found no difference
between WT and mutant livers at week 1 (data not shown), indicating
that neonatal liver proliferation is unaltered in Trim24~/~ mutants.
From week 3 to week 5, a progressive decrease in hepatocyte prolifera-
tion characterizing the entry into quiescence was observed in both
WT and mutant livers (Fig. 3d). However, relative to the controls,
Trim24~/~ mutants showed a two- to threefold increase in the number
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indicating that Trim24 has an antiprolifera-
tive activity against HCC cells in vitro. Nota-
bly, this property of Trim24 was preserved in
anchorage-independent growth, a hallmark
of cell transformation (Fig. 4e,f).

Trim24 has previously been shown to
inhibit retinoic acid—dependent transcription
from a retinoic acid-responsive element
(RARE) in transient reporter assays®’. In
support of this finding, we observed a con-
siderably enhanced retinoic acid induction of
well-established target genes such as Cyp26al,
Tgm2, Rbpl and Stra6 in Trim24-null com-

Figure 3 Trim24 deficiency leads to increased proliferation in postnatal hepatocytes. (a) Immuno-
histochemistry of BrdU-positive hepatocytes from week 14 (W14) wild-type (WT) and Trim24~/~ (KO)
mice. BrdU (50 mg/kg body weight) was administered through two intraperitoneal injections 4 h and

2 h before being killed. The pictures correspond to computer-generated bright-field superimpositions
of the immunohistochemical signals (red false color) and of the DAPI nuclear counterstain (blue false
color). (b) Quantification of BrdU incorporation. The percentage of BrdU-positive cells in each section
was calculated from the number of BrdU-positive cells compared with the total number of liver cells in
five random fields. (c) Ki67 immunohistochemistry staining of liver sections prepared from week 5 (W5)
WT and Trim24~/- (KO) mice. (d) Quantification of Ki67-positive cells in postnatal developing

(week 1-5) and adult livers (week 14 and week 28). Means (n = 3) + s.d. *P < 0.05,

***P < 0.0005. Scale bar, 80 um (a,c).
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of Ki67-positive hepatocytes at each time point (Fig. 3c,d). This
increase was statistically highly significant (P < 0.005) and persisted
throughout adulthood (Fig. 3d). Thus, in the absence of Trim?24,
hepatocytes fail to execute proper cell cycle exit during neonatal-to-
adult transition, thereby leading to a continuous proliferative process.
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Figure 4 Ectopic expression of Trim24 suppresses HCC cell growth and
proliferation. (a) Overexpression of Trim24 in Hepal-6 HCC cells with the
use of a bicistronic pEGFP/Trim24 expression vector. 50 pg of extracts from
pEGFP- or pEGFP/Trim24-transfected cells sorted by flow cytometry were
resolved by SDS-PAGE and analyzed by immunoblotting with the antibody to
Trim24 5T1E8. B-tubulin served as loading control. (b). Growth curves of
pEGFP- or pEGFP/Trim24-transfected Hepal-6 cells sorted by flow cytometry.

For each point of the curve (n = 3 in triplicate), P < 0.05. (c) Analysis of the

pared to WT mouse embryonic fibroblast (MEF) cell lines (Supple-
mentary Fig. 5a online). Moreover, as determined by chromatin
immunoprecipitation (ChIP) assays, we found that, upon retinoic
acid induction, Trim24 was recruited to the RAREs of Cyp26al
in FLAG-tagged Trim24 (F-Trim24)-expressing HepG2 cells
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effects of Trim24 overexpression on cell proliferation. pEGFP- and pEGFP/Trim24-transfected cells sorted by flow cytometry were analyzed by BrdU
incorporation 48 h later. The percentages of BrdU-positive cells were counted. Each bar represents the mean + s.d. of four points. P < 0.05. (d) Flow
cytometry analysis of the cell cycle stage at which Trim24-expressing cells are arrested. The DNA content of 30,000 EGFP-positive cells transfected with
pEGFP or pEGFP/Trim24 was measured after propidium iodide staining. Values represent the mean (+ s.d.) of five independent experiments. P < 0.005.
(e,f) Trim24 inhibits soft agar colony formation. An equal number of pEGFP- or pEGFP/Trim24-transfected Hepal-6 cells sorted by flow cytometry were
plated onto soft agar for determination of anchorage-independent growth. (e) Representative areas from triplicate experiments are presented. Visible colonies
(>0.1 mm in diameter) were counted after crystal violet staining. (f) The mean value + s.d. of three independent experiments is shown. P < 0.0005

(t-test for b—d and f).
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Figure 5 Rara shows oncogenic activity in Trim24-deficient livers. (a) Hypothetical scheme of the opposing effects of Trim24 and Rara on liver cancer.

(b) Rescue of hepatocellular dysplasia and neoplasia by Rara haplodeficiency in Trim24~/~ mice. Graph shows percentages of mice developing dysplastic
(FCA) or neoplastic (HCA and HCC) lesions between months 12 and 15. (c) Rara expression levels in Trim24~/~ versus Trim24~/~Rara*’~ livers. Left, anti-
Rara immunoblotting. Nonspecific band (NS) and B-tubulin immunoblotting used as loading controls. Right, relative densitometric values from three protein
blots. (d) Rara haplodeficiency reduces hepatocyte proliferation increase resulting from Trim24 deficiency. Graph shows Ki67-positive cells relative to total

liver cell numbers in five random fields from week 14 mice of the indicated genotypes (n =

4). (e-g) Hepatocyte-selective ablation of Trim24 and Rara.

(e,f) Efficiency and selectivity of Trim24 and Rara liver gene disruptions as indicated by PCR genomic DNA (e) and protein blot (f) analysis of week 14 mice.
(g) Hepatocyte-specific loss of Trim24 causes increased cell proliferation, which is suppressed upon simultaneous loss of Rara. Graph shows quantification of
Ki67-positive cells in week 14 mice, as in d. (h,i) The pan-RAR antagonist BMS493 (h) reduces the proliferation index in Trim24-deficient livers, whereas
all-trans retinoic acid (i) increases this index in WT livers. WT and Trim24~'~ littermates at week 14 were given single intragastric doses of BM493, retinoic

acid or vehicles. Graph shows percentages of Ki67-positive hepatocytes after 48 h treatment (n = 3

). **P < 0.005; ***P < 0.0005.

(Supplementary Fig. 5b). In this liver-derived cell line, Trim24 was
also found to exert a repressing activity on its own, when tethered to a
heterologous DNA binding domain (Supplementary Fig. 5¢), and to
function as a direct repressor of Rara-mediated transactivation on a
RARE-responsive reporter (Supplementary Fig. 5d).

Taking the above results together with recent evidence linking RAR
signaling upregulation to liver cancer!>!4, we investigated whether
decreasing Rara gene dosage in Trim24-deficient mice could decrease
hepatocarcinogenesis (Fig. 5a). To this purpose, we analyzed
Trim24~'~ and Trim24~/~Rara*/~ littermates (at least ten mice per
genotype) derived from Trim24"/~Rara*/~ intercrosses between
months 12 and 15. Liver tumors were grossly evident in 70% (7 of
10) of Trim24~/~ mutants. In contrast, none of the Trim24~'~Rara™
(0 of 12) mutants showed liver dysplasia or tumor by gross or
histological examination (Fig. 5b). As expected, Rara protein concen-
trations showed a twofold decrease in Trim24~/~Rara™~ as compared
to Trim24~'~ livers (Fig. 5¢). These results show that Rara haplode-
ficiency suppresses tumor development in Trim24~/~ mutants.

As hepatocellular proliferation precedes tumor development in
Trim24~/~ mutants, we next determined whether reduction in Rara
dosage would affect proliferation in livers from week 14 Trim24~/~
mutants. Upon Ki67 staining, we consistently observed a reduction
(~40%) in the number of proliferating cells in Trim24~/~Rara*/~
mutants as compared to Trim24~/~ littermates (Fig. 5d), whereas
there was no difference in the proliferative indexes of WT versus
Rara™~ livers. This indicates that Rara contributes to the inappropri-
ate proliferation resulting from Trim24 deficiency. To extend these
findings, we investigated the effect of deleting Trim24 alone or in
combination with Rara solely in hepatocytes. To this end, we gener-
ated mice harboring alleles of Trim24 (Trim24“¥™2) and Rara
(Rara"'2) flanked by loxP sites (floxed) and crossed them with
Alb-Cre transgenic mice expressing Cre exclusively in postpartum

liver hepatocytes'®. Using tissue samples from week 14 Trim24->/2
Rara"?2Alb-Cre mice, we confirmed at the DNA and protein levels
that mice carried hepatocyte-specific knockouts of Trim24 and Rara
(Fig. 5ef). Knockout (single and double) and WT livers were
subsequently analyzed by Ki67 staining. Similarly to what was
observed in livers from mice carrying the germline deletion of
Trim24, Trim24-knockout hepatocytes showed a marked increase in
proliferation (Fig. 5g). This elevated proliferation was significantly
reduced in Trim24"*"?Rara"**Alb-Cre livers and was further dimin-
ished in Trim24 Rara double-knockout livers (Fig. 5g). Collectively,
these data provide compelling evidence for cell-autonomous roles of
Trim24 and Rara in hepatocyte proliferation and demonstrate that the
gene dosage of Rara in Trim24-deficient hepatocytes is instrumental to
the ability of these cells to proliferate.

Given these findings, we examined the proliferative phenotype of
Trim24-deficient livers under conditions in which retinoic acid signal-
ing was severely impaired. We conducted pharmacological studies on
week 14 WT and Trim24~/~ mice treated with a single dose of the
pan-RAR antagonist BMS493'® (10 mg/kg) for 48 h. A marked
reduction in the number of proliferating cells was observed in livers
of BMS-treated mutants as compared to vehicle-treated controls,
whereas there was no notable difference in the proliferative index
between untreated and treated WT livers (Fig. 5h). Conversely,
treatment with a single dose of all-trans retinoic acid (200 mg/kg)
induced strong proliferation in livers of WT but not knockout
mice (Fig. 5i). These results confirm that retinoic acid has
mitogenic activity on WT liver cells'> and indicate that the
proliferative phenotype of Trim24-deficient mice is dependent on
RAR activation, and therefore could be due to a specific deregulation
of the retinoic acid signaling pathway.

We next carried out a microarray experiment comparing the
expression profiles of HCCs from Trim24 mutants (n = 5) to those
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Figure 6 Trim24 acting through Rara is required for the proper expression of specific retinoic acid-responsive genes in the liver during postnatal
development. (a) Cyp26al, Rbpl and TgmZ2 are deregulated in postnatal livers of Trim24-deficient mice. Total RNA was extracted from livers of wild-type
(WT) and Trim24~/- littermates (n = 4) at various postnatal ages (weeks 1-5) and subjected to real-time RT-PCR. Expression of the indicated genes was
analyzed in triplicate together with that of Hprt, and results are presented as expression relative to Hprt for the wild-type and mutant, with expression of
each gene for the wild-type samples arbitrarily set equal to 1 (indicated by the horizontal dot line). (b) Rara haplodeficiency rescues the inappropriate
expression of Cyp26al, Rbpl and Tgm?2 resulting from Trim24 deficiency in week 5 livers. Real-time RT-PCR assays were carried out as in a with RNA
from livers of W5 WT, Trim24™ and Trim24Rara** mice (n = 4). *P < 0.05, **P < 0.005.

from normal livers of WT littermates (Supplementary Methods).
Among genes deregulated more than twofold in the HCC samples
(P < 0.05), we identified aberrant expression of a considerable
number of retinoic acid signaling pathway components and down-
stream responders (Supplementary Table 2 and Supplementary
Fig. 6 online), the majority of which were upregulated. We next
focused on those previously identified as direct retinoic acid target
genes (‘category 3’ in Supplementary Table 2)!7 and examined their
expression before tumor onset. Notably, Cyp26al, Rbpl and Tgm2
were significantly deregulated in postnatal developing livers of
Trim24~/~ mutants (Fig. 6a), thereby suggesting that deregulation
of these genes is among the early events resulting from Trim24
deficiency. Cyp26al (encoding a retinoic acid—metabolizing enzyme)
was upregulated more than fourfold in Trim24-deficient livers at week
3, before subsequently being downregulated, as compared to age-
matched WT littermates (Fig. 6a). This relative downregulation
reflects a true decrease in Cyp26al mRNA levels in mutant livers
but also an increased expression of Cyp26al in WT livers from week 3
to week 5 (Supplementary Fig. 7 online), indicating that (i) Cyp26al
may be part of a feedback mechanism that normally limits retinoic
acid signaling in WT liver during neonatal-to-adult transition and
(ii) this mechanism would be altered in Trim24-deficient livers. In
agreement with the idea that enhanced retinoic acid signaling occurs,
livers lacking Trim24 also showed a smaller, but significant (about
twofold), increase in cellular retinol binding protein 1 (Rbpl) and
tissue transglutaminase 2 (Tgm2) mRNA levels at week 5 (Fig. 6a).
Notably, no significant change in Cyp26al, Rbpl and Tgm2 mRNA
levels was observed in livers of week 5 Trim24~/~Rara™~ mutants
as compared to age-matched WT controls (Fig. 6b), indicating
that their deregulation in the absence of Trim24 is correlated
with Rara activity. Together, these data demonstrate that Trim24
acting through Rara controls the expression of specific retinoic
acid-responsive genes in the postnatal developing liver. In accordance
with our genetic and pharmacological studies, they also point
to a retinoic acid signaling pathway dysregulation as a mechanism
that may contribute to the cancer-prone phenotype of Trim24-
deficient hepatocytes.

In the present report, we identify Trim24 as a potent liver-
specific tumor suppressor in mice and provide direct genetic proof
that Trim24 and Rara act in opposition to each other in liver
cancer. The discovery that, in Trim24~'~ mice, Rara expression is

instrumental to the development of HCC represents the first evidence
that Rara can function as an oncogene in vivo. This result provides a
possible explanation for the selective pressure to overexpress RARA in
human HCC'* and emphasizes the need to carefully evaluate the use
of RARA agonists in cancer therapy!®.

METHODS

Animals and gene targeting. The mouse Trim24 gene was targeted by
homologous recombination in embryonic stem cells using the targeting vector
pTrim24“NL in which a loxP site was introduced into intron 3 and a floxed
PGK/TK-Neo selection cassette inserted into intron 4 (Supplementary Fig. 1
and Supplementary Methods). This targeting vector was designed with the
expectation that upon homologous recombination and subsequent Cre recom-
binase—mediated excision, exon 4 of Trim24 along with the selection cassette
would be deleted, thereby causing a frameshift mutation with a premature
termination codon (Supplementary Fig. 1b). Correctly targeted embryonic
stem cell clones (Supplementary Fig. 1c,d) were used to generate chimeric
mice, which were crossed with CMV-cre deleter mice to produce heterozygous
Trim24*/~ mice. Matings between these heterozygous mice yielded homozy-
gous Trim24~/~ mice (Supplementary Fig. 1e). To generate compound mutant
mice with a single allele of Rara deleted in the Trim24~/~ mutant background,
we crossed Trim24~/~ mice with Rara™~ mice (see Acknowledgments). The
resulting Trim24™~Rara*/~ mice were generated in the hybrid (C57BL/6 (60%)
X 129/Sv (40%)) genetic background. These double heterozygous Trim24+/~
Rara*/~ mice were intercrossed to generate Trim24~'~, Trim24~/~Rara™’~,
Rara*’~ and wild-type mice. Rara genotyping was conducted as previously
described!®. To generate hepatocyte-specific mutant mice, we first intercrossed
mice harboring floxed alleles of Trim24 (Trim24“¥'?) and Rara (Rara“¥'?;
ref. 20) to generate double-heterozygous Trim24'**Rara“** mice. These mice
were then crossed with Alb-Cre transgenic mice expressing the Cre recombinase
under the control of a rat albumin (Alb) promoter-enhancer'®. Trim24\%/*
Rarad“* and Trim24"**Rara¥*Alb-Cre litters were selected and intercrossed
to generate Trim24“??Rara'?'2, Trim24“*"?Rara'*Alb-Cre and Trim24-¥'2
Rara"2Alb-Cre animals. All animal procedures were approved by the
French Ministry of Agriculture (agreement B67-218-5) according to
guidelines in compliance with the European legislation on care and use of
laboratory animals.

Macroscopic and histopathological analysis. At least ten mice from each
group were killed at the indicated times, and autopsies were carried out
according to Eumorphia European comprehensive first-line phenotyping pro-
tocols. We recorded body and liver weights and scored visible tumor nodules
(those larger than 2 mm in diameter). After being fixed in buffered formalde-
hyde, liver samples (including visible tumors and apparently nontumoral
parenchyma) were paraffin embedded, serially sectioned at 5 pm and stained
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with hematoxylin and eosin (H&E). Lesions were classified into foci of cellular
alterations (FCA), hepatocellular adenomas (HCA) and carcinomas (HCC),
according to established criteria?!.

Ligand treatment. At 14 weeks of age, WT and Trim24~/~ offspring were
treated by oral gavage with a single dose of all-trans retinoic acid (Sigma)
dissolved in ethanol and diluted in sunflower oil (200 mg/kg body weight),
with BMS493 (Bristol-Myers Squibb) dissolved in dimethylsulfoxide and
diluted in sunflower oil (1:4 v/v) (10 mg/kg body weight), or with vehicles.
Three animals per experimental and control group were killed 48 h after the
gavage and analyzed for hepatocyte proliferation by Ki67 labeling.

Liver BrdU and Ki67 labeling. Cell proliferation assays using BrdU incorpora-
tion and detection of the Ki67 antigen were carried out according to standard
operating procedures (see URLs section below). We determined the mean
proportion (+ s.d.) of BrdU- and Ki67-positive cells from five randomly chosen
fields per section and three sections per liver from 3—4 distinct animals of each
genotype, and we analyzed statistical significance using Student’s ¢-tests.

Measurement of DNA ploidy by flow cytometry. We homogenized livers
in a solution containing 0.25 M sucrose, 3 mM CaCl, and 1 mM phenyl-
methylsulfonyl fluoride (PMSF) using a Kontes pestle, and then centrifuged
the homogenate at 100g for 10 min. The resulting pellet was resuspended
in a solution containing 2.2 M sucrose and 3 mM CaCl,. We loaded
the suspension onto a 6-ml sucrose gradient and centrifuged at 20,000 rpm for
1 h at 4 °C using a VTi65.2 rotor (Beckman). The nuclei in the resulting
pellet were resuspended in PBS, washed with PBS twice, and finally
resuspended in PI staining buffer (0.1% sodium citrate, 0.1% Triton X100,
50 pg/ml propidium iodide) and kept at 4 °C in the dark for 12 h. Nuclei were
examined on a flow cytometer (FACSCalibur; Becton Dickinson). We evaluated
DNA content with CellQuest software (Becton Dickinson). Results are
expressed as mean (n = 3) + s.d. Statistical analysis was carried out using
the Wilcoxon test.

Liver protein extraction and immunoblotting. Whole cell extracts were
prepared as described??. Protein concentration was determined with protein
Assay Reagent (Bio-Rad). Equal amounts of proteins were loaded and separated
by SDS-PAGE, using 8% or 12% reducing gels. Protein blotting was carried out
as previously described??. Monoclonal antibody to Trim24/Tiflo. 5T1ES (ref. 4;
1:1,000), polyclonal antibody to Rara RP115 (ref. 19; 1:500), monoclonal
antibody to B-tubulin 1TUB1A2 (1:1,000; see Acknowledgments) or mono-
clonal antibody to P-actin AC-15 (1:5,000; Sigma) were used as primary
antibodies, and peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG or goat anti-rabbit
IgG (1:5,000; Jackson ImmunoResearch Laboratories) were used as secondary
antibodies. Detection was carried out using the ECL chemiluminescence
technique (Amersham), and protein bands were revealed by autoradiography.
The bands were imaged by the Chemi-Genius? Bio Imaging System (Syngene)
using GeneSnap and were subjected to densitometric analysis via GeneTools
software (Syngene).

Cell culture, transfection and analysis. All cell lines were maintained in
DMEM supplemented with 10% FCS and 2 mM glutamine at 37 °C in 5%
CO,. Mouse (Hepal-6) and human (HepG2) hepatocarcinoma cells (European
Collection of Cell Cultures) were transfected using Effectene (Qiagen) accord-
ing to manufacturer’s recommendations. EGFP-expressing cells were sorted
24 h after transfection with a FACS DiVA cytometer (FACS Vantage s.e.m.
DiVA, Becton Dickinson) using excitation at 488 nm and detection at 525 nm.
Growth curves, colony formation in soft agar, BrdU incorporation and cell
profiles were monitored with cells originating from the most fluorescent third
of the EGFP-positive populations.

To establish growth curves, 5 x 10* sorted cells were seeded per well in six-
well plates. Cells were counted daily in a Mallassez cell counter. Data were
determined by mean of triplicate experiments. For detection of Trim24, cells
were washed twice with PBS, collected and suspended in ice-cold lysis buffer
(EBC: 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 170 mM NaCl, 0.5% NP-40, 50 mM NaFE, 10%
glycerol containing 1 mM PMSF and a protease inhibitor mixture of aprotinin,
leupeptin, chymostatin and pepstatin at 2.5 pg/ml each) for 20 min at 4 °C.
Intact cells and debris were removed by centrifugation at 10,000g for
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15 min at 4 °C, and supernatants were collected. 50 pg of whole-cell lysates
were subjected to 8% SDS-PAGE and analyzed by protein blotting as
described??. For BrdU incorporation, cells grown on coverslips were incubated
with 40 pM BrdU (Sigma) for 1 h at 37 °C, washed once with PBS, and fixed
with 2% paraformaldehyde in PBS (pH 7.5) for 10 min at room temperature.
Cells were then permeabilized twice with 0.1% Triton X-100 (PBS-Tx) for
10 min, washed in PBS, and incubated with monoclonal antibody to BrdU
(1:500; Roche) for 1 h at 37 °C in PBS containing 5 mg/ml BSA, 0.5% NP-40,
20 mM MgCl,, and 0.02 U/ul DNase (Roche). After two PBS-Tx washes for
5 min each, cells were incubated with Cy3-coupled goat anti-mouse IgG
(Jackson Immunoresearch Laboratories) diluted 1:500 in PBS at 37 °C for 1 h,
and finally washed twice for 5 min each time with PBS. Cells were counter-
stained with Hoechst 33258 (5 pg/ml) for 20 s, and coverslips were mounted in
PBS 5% propyl gallate 80% glycerol. The percentages of BrdU-positive cells
were determined by counting 100-200 nuclei. The data represent the means
(% s.d.) of four separate experiments. For FACS analysis, cells were recovered
with 0.375% trypsin and fixed for 24 h in ice-cold 70% ethanol. After a PBS
wash, cells were incubated at room temperature for 30 min in PBS containing
50 pg/ml RNase A (Sigma) and 50 pg/ml propidium iodide and were analyzed
on the FACSCalibur flow cytometer using the ModFit software (Becton
Dickinson). The data represent the means (+ s.d.) of five independent
experiments. For soft agar assays, cells (1 x 10°) were resuspended in 75 pl
of complete medium containing 0.35% low-melt agar. The cell mixture was then
seeded on a solidified (0.7% low-melt agar) basal layer (50 pl) in 96-well plates.
Three weeks after seeding, colonies were stained with 0.005% crystal violet,
representative views from triplicate experiments were photographed, and the
average number of colonies per well (>100 um in diameter) was determined.

URLs. Cell proliferation assay protocols, http://empress.har.mrc.ac.uk/browser/.

Accession codes. National Center for Biotechnology Information Gene Expres-
sion Omnibus: Expression data from this study have been deposited with
accession number GSE9012.

Note: Supplementary information is available on the Nature Genetics website.
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Abstract

TRIM24 (TIFla), TRIM28 (TIF1B) and TRIM33 (TIF%) are three related cofactors
that interact with diverse transcription factorfIW24 interacts with the liganded retinoic
acid receptor (RAR) to repress its transcriptiawlvity. Inactivation of TRIM24 in mice de-
regulates RA signalling in hepatocytes leading be tdevelopment of hepatocellular
carcinoma (HCC). Here we show that TRIM24 can bdfipd as a macromolecular complex
together with TRIM28 and TRIM33. By using somatieplatocyte-specific inactivation in
mice we show that loss of TRIM24 and TRIM28 bothdeto a high frequency of cell-
autonomous HCC development, while loss of TRIM38 hamilder effect. However, HCC
formation upon TRIM24 inactivation is strongly potated by loss of TRIM33, but not of
TRIM28. These results demonstrate that TIF1 cofactinteract both physically and
functionally to repress HCC formation in mice.



Introduction

Hepatocellular carcinoma (HCC) is th8 Biost common type of cancer, with 0.25-1
million newly diagnosed cases each year worldwidl€C has a poor prognosis with a life
expectancy of about 6 months from the time of disig) causing about 600.000 deaths each
year (Feo et al.,, 2006). To fight against this grgvpublic health problem, considerable
efforts have been made during the last years teigansights into genetic alterations and
molecular profiles of primary liver tumours. Ovérdhese studies revealed a large variety of
gene expression profiles between individual HC@sasupporting the notion that HCC ranks
amongst the most complex and heterogeneous typkansn solid tumours (Laurent-Puig
and Zucman-Rossi, 2006 ; Lee and Thorgeirsson, 20®@ewed in Buendia, 2007). Despite
this heterogeneity, several morphological, biocleaand biological similarities have been
found in human and rodent preneoplastic and netpldssions, indicating that basic
mechanisms of HCC development in different spexoesdd be similar (Lee et al., 2004).

Much effort has been made to create geneticallyineeged mouse models of
hepatocarcinogenesis, but HCC spontaneously ansedy a few cases (reviewed in Newell,
2008). We have previously shown that inactivatidnT®IM24 in mouse results in HCC
formation (Khetchoumian et al., 2007). TRIM24, idéed as Transcriptional Intermediary
Factor 1 alpha (TIFlalpha), is a cofactor thatrants with liganded nuclear receptors to
modulate either positively or negatively their aityi (Le Douarin et al., 1995; Teyssier et al.,
2006; Khetchoumian et al., 2007). TRIM24 was alentified in murine HCC as a fusion
partner of B-RAF in the chimeric oncoprotein T18ikMet al., 1991). Despite the fact that
TRIM24 is widely expressed,rim24"' mice develop tumours only in liver, suggestingt tha
TRIM24 is a key suppressor of the initiation angelepment of hepatocarcinogenesis. Based
on these considerations, TRIM24 has been proposed bé¢ a gatekeeper of
hepatocarcinogenesis (Khetchoumian et al., 2008).

In Trim24” mice, HCC develops as a result of a reproducihlitistage process that
closely parallel human HCC (Desmet, 2009). Incrédsepatocyte proliferation is observed
as soon as post-natal week 3, when normal hepaweyiter into quiescence (Khetchoumian
et al., 2007). At later times, a series of histadajabnormalities (hypertrophic hepatocytes
with enlarged nuclei), preneoplastic lesions (cleal foci of altered hepatocytes: FCA) and
neoplastic lesions (hepatocellular adenomas argincemas) become visible in mutant livers.
Remarkably, the carcinogenic process was showrotelate with increased retinoic acid

(RA) signalling and inactivation of a single alled¢ RA receptora (Rara) is sufficient to



restore the correct expression level of RA targeheg, the normal rate of hepatocyte
proliferation and to completely suppress hepatacagenesis. These observations revealed
for the first time an oncogenic function of RAk the liver.

TRIM24 is the founding member of a conserved subHiaof TRIM proteins with
orthologues fromDrosophila to human (Le Douarin et al., 1995; Le Douarin let 2996;
Venturini et al., 1999; Khetchoumian et al., 20Bérkstead et al., 2001; Ransom et al., 2004)
that play crucial roles in many physiological premes including cell differentiation,
development and homeostasis (Cammas et al., 208bekét al., 2002; Cammas et al., 2004;
He et al., 2006; Dupont et al., 2005; Rowe et2410; Ignat et al., 2008; Kim and Kaartinen,
2008). Members of this family share common stradtégatures consisting of an N-terminal
RBCC (Ring-Bbox-coiled-coil) motif and a C-termin&HDfinger-bromodomain unit.
Several members of the family such as TRIM28 (BIFKIAP1) possess an intrinsic silencing
activity through recruitment of chromatin modifigidielsen et al., 1999; Schultz et al., 2001-
2002; Sripathy et al., 2006; Matsui et al., 201Different members of the TRIM family
interact with different transcription factors [ilgand activated nuclear receptors (TRIM24:
vomBaur et al., 1996); Krlppel associated box (KRAB®mMain-containing zinc fingers
(TRIM28: Abrinck et al., 2001) and TG[Ffeceptor-activated SMAD and co-SMAD proteins
(TRIM33 also known as TIR1 He et al., 2006; Dupont et al., 2005)]. Neverts| different
TRIM family members may interact via their RBCC dmmas has been shown for TRIM24
and TRIM33 (Peng et al., 2000-2002).

In the present report, we show using Hela cellsresging an epitope tagged
TRIM24, that TRIM28 and TRIM33 copurify with TRIM2dlong with HDAC1 and 2, as
well as HP1 proteins. TRIM28 and TRIM33 are majoteracting partners, being almost
stoechiometric with TRIM24 in the complex. Theses@tvations raise the question as to
whether TRIM28 and TRIM33 also cooperate functibnalith TRIM24 to suppress HCC.
To test whether these TRIM proteins have a comnumation in hepatocarcinogenesis, we
engineered hepatocyte-specific knock-out mice fbthmee TRIM proteins. We show that
TRIM24 suppression of HCC is cell-autonomous arat fiRIM24 is required to maintain
hepatocyte quiescence throughout the life span.fistber demonstrate that hepatocyte-
specific inactivation of TRIM28 and TRIM33 leads tbe formation of HCC and that
TRIM33 inactivation is synergistic with that of TRRR4. These results demonstrate that
TRIM24, TRIM28 and TRIM33 interact both physicalind functionally to suppress HCC in

mouse.



Material and methods

Cell lines and immunopurification. Generation of Hela cell lines expressing the N-
terminal Flag-HA-epitope tagged (E-) TRIM24 proteimas performed by retroviral
transduction (Ouararhni et al., 2006). Extract prapon and tandem affinity purification
using the Flag and HA tags was performed essentasl previously described. Briefly,
extracts from Hela cells expressing the E-TRIM2%{t@n were prepared using a
modification of the Dignam protocol (Dignam, 199Qells were lysed in hypotonic buffer
(10 mM Tris-HCI at pH 7.65, 1.5 mM MgCI2, 10 mM KCand disrupted by Dounce
homogenisation. The cytosolic fraction was sepdratan the pellet by centrifugation at 4°C.
The nuclear-soluble fraction was also separatemhdiybation of the pellet in high-salt buffer
(0.3 M NacCl). The nuclear fraction was digested hwinicrococcal nuclease to give
predominantly mononucleosomes. E-TRIM24 was immuoedpitated with anti-Flag M2-
agarose (Sigma), eluted with Flag peptide (0.5 my/further affinity-purified with anti-HA
antibody-conjugated agarose (Sigma), and eluted WA peptide (1 mg/mL). Complexes
were analysed on 4-12% Tris-Bis NuPage gels (logén) and stained using the Silver Quest
kit (Invitrogen).ldentification of proteins was carried out usingi@am-trap mass spectrometer
(nanoLC-MS/MS). For glycerol density gradients, péas were loaded onto a 4.5 mL
glycerol gradient (17%—42%) and centrifuged at 800.g in a Beckman SW50.1 rotor for 8
h. Fractions were collected from the bottom ofttitee and analysed by 8% SDS-PAGE.

Somatic hepatocyte-specific TRIM24, TRIM28 and TRIMB3 knockout. The

generation of mice harbouring conditionBfim24 alleles {rim24-?-2

“floxed” mice) and
conditional Trim28 alleles have been previously described (Khetchaonet al., 2007;
Cammas et al., 2000). Mice with floxd@dim33 alleles were engineered as described (Vincent
et al., 2009). Briefly, LoxP sites were insertedritrons 1 and 4 th&rim33 gene such that
Cre treatment deletes exons 2-4 creating a noadimg frame with a stop codon in exon 5.
Constitutive hepatocyte inactivation was performesing transgenic Albumin-Cre
(Alb-Cre) mice (Postic and Magnuson, 2000) and tamoxifelugible inactivation withAlb-
CreER™ mice that have been previously described (Schéteml., 2004). To generate
hepatocyte-specific knockout3rim-?? and Alb-Cre or Alb-CreER™ mice were bred to
obtain mice homozygous for the floxddim locus and heterozygous fétb-Cre or Alb-
CreER™. These mice produce control and hepatocyte-spdaifickout littermates.
Tamoxifen induced inactivation was performed bydrteritoneal injection of 2-

month-old mice with 10 mg Tam dissolved in 100 fibib each day for 5 consecutive days.



For long-term studies tamoxifen injections wereegdpd every 3 months. The mice were
maintained on a 12-h/12-h light/dark cycle and pted with access to water and standard
rodent chow diead libitum. All animal procedures were approved by the Fradatistry of
Agriculture (agreement B67-218-5) according to glirtes in compliance with the European
legislation on care and use of laboratory animals.

PCR genotyping. Genomic DNA was isolated from mouse tails usinghdsad
procedures. Detection of recombination and presehtiee Cre transgene was confirmed by
PCR analysis. The primers used are listed in Supgi¢ary Table 1.

Histopathological analysis.For analysis of tumourogenesis, at least 10 mioenfr
each group were sacrificed >1 year after inactivatnd at least 5 mice of each genotype
were used for histopathological analysis at 3 nm®rdfter inactivation. After fixation in
buffered formaldehyde, liver samples (left mediabées) including visible tumours were
embedded in paraffin, serially sectioned (5 pmisesj and stained with haematoxylin and
eosin. Lesions were classified into foci of celtuddterations (FCA), hepatocellular adenomas
(HCA) and carcinomas (HCC) according to establistrédria (Frith et al., 1994).

Ki67 labelling. Cell proliferation detected using the Ki67 antiboggs carried out

according to standard operating procedurbfpi{//empress.har.mrc.ac.uk/brow¥erThe

percentage of Ki67-positive cells (£s.d.) from fikmdomly chosen fields per section and 3
sections per liver from 4-5 animals of each genetypas determined and statistical
significance of the results was analyzed using &itid t-test.

Tissue protein extraction and Western blot analysisWhole cell protein extracts
were prepared as described (Khetchoumian et alQ4)20Protein concentration was
determined with Bio-Rad protein assay reagent o). Equal amounts of protein (100-200
Hg) were subjected to 8% SDS-PAGE. Immunoblots wareed out as previously described
(Khetchoumian et al., 2004) using the primary andibs to each TRIM protein and tBe
tubulin monoclonal antibody, and peroxidase-conjegayoat anti-mouse IgG and goat anti-
rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories¢ weed as secondary antibodies.

RNA extraction and quantitative real-time RT-PCR. Total RNA was extracted
from liver tissue samples using an Rneasy (QIAGEN)according to the manufacturer’s
instructions. 1.5ug of RNA were reverse transcribed using SuperSdripiNase H-reverse
transcriptase (Invitrogen) and 500 ng of oligo-dT@#mer according to the manufacter’'s
instructions. The final product was diluted 80 tevand 4ul were mixed with forward and

reverse primers (250 nM final concentration) listedSupplementary Table 1 andpb of



SYBR Green master mix. Real-time PCR was perforogdg the LightCycler 1.5 system
(Roche). Each cDNA sample was tested at leastiphicate. For quantification of gene
expression changes, th€t method was used to calculate relative fold ckangprmalized

against the Hypoxanthine-guanine phosphoribosydteaase geneHprt), as described in the

manufacturer’s protocol. All primers are listedSopplementary Table 1.



Results

Identification of TRIM24 associated proteins To purify a native TRIM24 complex
and identify its interacting partners, we generatedelLa cell line stably expressing a N-
terminal FLAG-HA epitope-tagged TRIM24 (E-TRIM24Fi¢. 1A and B). E-TRIM24
localised in the nucleus with a diffuse euchromébrelling, as previously described for wild-
type TRIM24 (Remboutsika et al., 1999). Nuclearaots from the E-TRIM24 expressing
and control un-tagged cells (data not shown) wendied by tandem immunoprecipitation
with FLAG and HA antibodies. The resulting preciped fraction was resolved by SDS-
PAGE (Fig. 1C) and the different subunits excised aentified by mass-spectrometry
(Supplemental Table 2). HDAC1 and HDAC2, and klHllandy were identified confirming
a previous report from our laboratory (Nielsenlgtk099). The presence of the core histones
indicated that the TRIM24 complex, at least in partassociated with chromatin which is a
known feature of TRIM24 subcellular localization efRboutsika et al., 1999). More
importantly, mass-spectrometry analysis identifiedh TRIM28 and TRIM33 as TRIM24
partners. Silver nitrate staining of the SDS geidated that TRIM28 and TRIM23 are major
TRIM24 partners (Fig. 1C). TRIM33 appears to bespre in a close to stoechiometric ratio
with TRIM24, while TRIM28 seems to be less abundant

We performed a glycerol gradient purification ore ttmmunopurified E-TRIM24
fraction to determine if it comprises distinct stdomplexes. This analysis confirmed that
TRIM28 and TRIM33 co-sediment with TRIM24, howeaess TRIM28 and TRIM33 do not
precisely co-sediment, it is possible that the imoprecipitated fraction may comprise two
(or more) distinct TRIM24-containing complexes (Fid). Together, these results indicate

physical interactions between these three diffemegnbers of the TIF1 family.

Somatic hepatocyte-specific TRIM24 inactivation inbeases proliferation in pre
and post-quiescent hepatocytesAs the TRIM28 and TRIM33 germline knock-outs are
embryonic lethal at day 8.5 and 9.5, respectivElgnimas et al., 2000; Kim and Kaartinen,
2008), evaluation of their role in HCC requires tise of tissue-specific somatic inactivation.
We first verified however whether the HCC phenotgeen upon germline inactivation of
TRIM24 is cell autonomous by generating a hepawsypiecific knockout. Mice with floxed
Trim24 alleles were bred with mice expressing the Cremdxnase under the control of the
albumin @Ib) promoter Trim24-?“?Alb-Cre") allowing recombination of the floxed allele

from post-natal day 1 (Khetchoumian et al., 2008. investigate the tumour suppressive



properties following hepatocyte quiescence, we glterated a mouse line in whi€hm24
could be inactivated in adult hepatocytes usingexER 2 fusion under the control of thb
promoter (Schiler et al., 2004).

In the liver extracts of 5-week-oldirim24-?“?AlbCre’ mice, western blot analysis
revealed a ~80% reduction of TRIM24, while its lleweere unchanged in testis extracts (Fig.
2A). The residual TRIM24 in the hepatocyte extiadtkely due to its expression in the non-
hepatocyte cells of the liver. Histological exantioa of the livers of 3-month-old
Trim24-?-2AlbCre" mice by DAPI-staining revealed that similar torgéne mutant TRIM24
mice, hepatocyte-specific TRIM24-deficient mice t@oned hepatocytes with enlarged
polyploid nuclei (Fig. 2C). Labelling with Ki67 realed a 4-fold increase in proliferative
cells (Fig. 2C and E). These results show that toegte-specific inactivation of TRIM24 is
sufficient to cause abnormalities analogous todhmisserved in germline mutant mice, and
indicate that TRIM24 inhibits hepatocyte prolifeoatin a cell-autonomous manner.

Similar results were observed in thHErim24"?“*AlbCreER™* where TRIM24
inactivation was induced in 2-month-old animals Tgmoxifen injection. Selective loss of
TRIM24 expression in liver extracts was observed viigeks after injection (Fig. 2B).
Histological analysis indicated the existence ofaeged polyploid nuclei and a 3-fold
increase in Ki67 labelled proliferative cells (Fid> and F). TRIM24 is thus not only required
during the post-natal period when the hepatocytmsnally enter into quiescence, but is
continuously required for the maintenance of thiesgent state.

We previously identified several genes that arerrabdy expressed in germline
TRIM24 knock-out livers (Khetchoumian et al., 200The expression of 8 of these genes
was compared in the livers of the germline and dbestitutive and inducible hepatocyte-
specific TRIM24 knock-outs. In germline TRIM24 mats, the expression @ikfp, Bmyc,
Ccdcll, GluR3, 2610305D13Rik, Lcn13, Mbdl and Cdknla was reproducibly up-regulated
(Fig. 3). Similarly, these genes were also overesged in both the constitutive and inducible
hepatocyte-specific TRIM24-deficient livers (seepmpriate panels in Fig. 3). Thus,
hepatocyte-specific TRIM24 inactivation deregulates expression of these genes in a

manner similar to the germline mutant.

TRIM24 inactivation induces hepatocarcinogenesis impre and post-quiescent
hepatocytes. Germline TRIM24 inactivation leads to HCC as a emuence of a
reproducible series of neoplastic transformatiom&hef(choumian et al., 2007-2008),

characterized by the development of clear-cell &da@ltered hepatocytes (FCA) by 7 months,



then hepatocellular adenomas (HCA) by 9 monthsngnaith HCC starting from 12 months.
We verified the presence of neoplastic foci in ¢bhastitutive and Tam-induced hepatocyte-
specific mutant livers ~1 year after TRIM24 demati(i. e. 12 and 15 months for
Trim24-?"2/Alb-Cre" and tamoxifen-treatedrim24-?“%Alb-CreER™" mice, respectively).
Remarkably, all types of lesions previously obsdrire germline TRIM24 knock-out livers
(FCA, HCA, HCC) were also observed in the hepa®sgecific mutants (Fig. 4A-F). The
penetrance of tumour formation in the constituivactivation line is similar to that seen in
the germline mutant, while it is slightly lower the inducible strain (Fig. 4G). Together,
these data indicate that TRIM24 acts as a cellrautmus tumour suppressor in quiescent
hepatocytes and validate the usé\ldf-Cre mice to investigate the potential roles of MR8
and TRIM33 in hepatocarcinogenesis.

Hepatocyte-specific  inactivation of TRIM28 and TRIM33 induces
hepatocarcinogenesisTo investigate the role of TRIM28 and TRIM33 in HO@ouse lines
with floxed alleles of TRIM28 and TRIM33 were cresswith theTrim24-??/Alb-Cre line to
obtain hemizygous progeny foFrim24“?*/Trim28-2* or Trim24"?*/Trim33-?" and the
presence of theAlb-Cre transgene. These mice were intercrossed toinolpiogeny
homozygous for the the floxed alleles of edalim gene and the compounidim24 and
Trim33 or Trim24 andTrim28. The presence of thb-Cre transgene promotes a hepatocyte-
specific inactivation of TRIM28 and TRIM33, and dxe inactivation of TRIM24 with either
TRIM28 or TRIM33. Western-blot analysis performedl lover extracts of 5-week-old mice
showed a decrease in the TRIM28 and TRIM33 protetosresponding to hepatocyte-
specific inactivation (Fig. 5A-B). Recombination tfe floxed alleles in liver was also
observed by PCR genotyping (data not shown).

As the floxedTrim33 and Trim28 mutant lines have different genetic backgrounds, w
analyzed each line separately. We establishedststatifor macroscopic tumours in each
single and double-mutant strain and distinguishetiveen weakly affected livers (1-3
tumours) and highly affected livers (>3 tumoursig(FC-D). In both genetic backgrounds,
hepatocyte-specific inactivation of TRIM24 led teetoccurrence of hepatocarcinogenesis in
analogous proportions, showing that the differennegenetic background do not affect the
tumour suppressor properties of this factor. Hepd®inactivation of TRIM28 and TRIM33
also promotes tumourogenesis, but with a lower fpanee compared to TRIM24 (Fig. 5C
and D). In particular, only 2 of 8 TRIM33-knock oahimals displayed macroscopic liver

lesions neither of which was strongly affected.ikBtgly however, inactivation of both



TRIM33 and TRIM24 led to a synergistic increasegumour formation where all the mice
now showed highly affected livers contrast, the TRIM24/TRIM28 double mutants beftav
similarly to the corresponding single mutants aactooperative effect was seen.



Discussion

Physical interactions amongst the TIF1-related sulaimily of TRIM proteins. To
better understand the molecular function of TRIM24, used HelLa cells expressing a TAP-
tagged derivative to isolate a native complex atehiify its partner proteins. Purification of
E-TRIM24 revealed the existence of several partrearsongst which are core histones
confirming our previous results (Remboutsika et 4b99) that TRIM24 is a chromatin
associated protein. Furthermore, the TRIM24 comptanprises the three HP1 proteins that
were known to interact physically with TRIM24 vig HP1box domain (Nielsen et al., 1999).
The presence of HDACs is also in accordance with dbservation that the TRIM24
transcriptional repressor function could be abreddiy the HDAC inhibitor trichostatin A
(Nielsen et al., 1999). More importantly, our résuthow that TRIM28 and TRIM33 are
major components of the TRIM24 complex. With thaitations of silver nitrate staining,
TRIM33 appeared almost stoechiometric with TRIM2dd TRIM28 less abundant. It is thus
possible that the core histones, HP1 proteins dD8Et associate with the TRIM24 complex
either via TRIM24, via the other TRIM proteins,aif three TRIM proteins.

To determine whether all three proteins form a lsir@pmplex or whether there are
distinct TRIM24-TRIM28 and TRIM24-TRIM33-containinggomplexes, we performed
glycerol gradient sedimentation. This approachethilo clearly separate potentially distinct
subcomplexes. Preliminary results using cells esging tagged TRIM33 indicate that both
TRIM24 and TRIM28 can be copurified (our unpublidigata). However, we cannot exclude
the possibility that there may be a mix of trimeaartd dimeric TRIM24-containing complexes
of similar mass. Note also that the above reseflseat the complexes in cultured HelLa cells
and that a different situation could exist in hepgtesin vivo. Indeed, mouse genetic studies
show that TRIM28 and TRIM33 differ in their ability cooperate functionally with TRIM24.
While the genetics provide evidence for distinctiMIR4-TRIM28/TRIM33 subcomplexes,
only further biochemical experiments using livertragts will determine whether this is

indeed the case.

TRIM24 as a model for human hepatocarcinogenesidVe have previously shown
that germline inactivation of TRIM24 results in ttievelopment of HCC, however, this could
reflect a cell autonomous or non-cell autonomougcef To address this question, we
inactivated TRIM24 specifically in hepatocytes. Eaf TRIM24 in post-natal hepatocytes or

later in adult hepatocytes promoted a series oplastc transformations resulting in HCC.



TRIM24 appears therefore to be required througliloaitlife-span of the animal to maintain
hepatocyte quiescence and repress HCC formationa ircell autonomous fashion.
Nevertheless, it should be noted that the penatrafcHCC was lower compared to the
germline knock-out. While this difference may simpéflect a less efficient inactivation in
the conditional knock-out, it could also reflectn@ore fundamental age-dependency of
hepatocarcinogenesis. This may be explained by thige lower cycling rate of adult
hepatocytes that may render them intrinsically mamesistant to induction of
hepatocarcinogenesis (Vesselinovitch and Mihailovi®©83).

One of the central questions concerning the mousaetiing of cancer is to which
extent it parallels human pathologies. In this eespour TRIM24 germline knock-out
recapitulates the histological properties and sefjgleevents of human hepatocarcinogenesis.
Nevertheless, as human cancers arise during addithioe effects of germline or early post-
natal inactivation are not necessarily an approprimodel for human cancers. The
observation that inactivation of TRIM24 in adultpla¢ocytes also leads to HCC therefore

reinforces the idea that these animals may besgart model for the study of human HCC.

Functional interactions amongst the TIF1-related sbfamily of TRIM proteins.
The observation that TRIM28 and TRIM33 physicaliteract with TRIM24 raised the
question of whether TRIM24 HCC suppression requoedperative functional interactions
with its partners. Previous studies indicated fatM28 and TRIM33 germline knock-outs
elicit embryonic lethality at 8.5 and 9.5, respesly (Cammas et al.,, 2000; Kim and
Kaartinen, 2008). Consequently, their functionsthe adult liver could not be addressed.
Moreover, the observations that the TRIM24 gerra knockout does not result in embryonic
lethality and that the TRIM28 and TRIM33 knockolimve distinct embryonic phenotypes
demonstrates that irrespective of their physictdractions, each TRIM protein has distinct
and non-redundant functions.

To address the function of TRIM28 and TRIM33 in tiver, the corresponding genes
were inactivated in post-natal hepatocytes alona aombination with TRIM24. Loss of
either TRIM28 or TRIM33 leads to the formation o€8, however, tumour formation is rare
in TRIM33-null hepatocytes. Strikingly however, $osf TRIM33 significantly potentiates the
tumour formation seen upon TRIM24 inactivation. Theers of these animals are
characterised by numerous large tumours, whilbatsame age, tumours are less numerous
in the TRIM24-null animals. These observationscatk a cooperative action of TRIM24 and
TRIM33 in  tumour suppression. As TRIM24 attenuatAd signalling and TRIM33



modulates the TGB-signalling pathway (Morsut et al., 2010), it isspible that the enhanced
tumourogenesis is a consequence of simultaneoasatdins in both of these signalling
pathways. Analysis of gene expression in TRIM24dkoait livers in our laboratory showed
an upregulation of several SMAD target genes (T et al., manuscript in preparation).
Further comparative studies of the gene exprespimfiles of the tumours from each
genotype may reveal additional evidence for codperamodulation of RA and TQF
signalling. Similarly, it will be interesting to termine whether inactivation of a sindRara
allele can suppress the cooperative tumour supprestect of the TRIM24 and TRIM33
double knock-out as has been demonstrated upon ZRliMactivation. Such experiments
will address the idea that the TRIM24-TRIM33 compéets as an integrator of the RA and
TGRp signalling pathways.

It has previously been shown that TRIM33 cooperatgs the KRAS oncogene to
induce pancreatic tumours reminiscent of humarathtctal Papillary Mucinous Neoplasms
(Vincent et al 2009). It will be interesting thesed to test whether loss of TRIM24 would
potentiate pancreatic tumour formation in the sarag as loss of TRIM33 potentiates HCC.
These observations also raise the possibility tifaite loss of TRIM24 leads to tumour
formation only in the liver, the simultaneous ineation of TRIM33 may lead to
tumourogenesis in other tissues.

In contrast, the double hepatocyte knock-out ofiMER and TRIM28 does not
augment tumour formation compared to the correspgndingle knock-outs. These data
suggest that TRIM24 and TRIM28 act in the samewayhrather than in different pathways
that cooperate to repress HCC. If this were indbeccaseRara inactivation would suppress
the HCC seen upon TRIM28 and TRIM24/TRIM28 inadiiva. The lack of cooperativity
between TRIM24 and TRIM28 is surprising in viewtbé fact that TRIM28 is a component
of several complexes and binds to a large arratarglet genes (O'Geen et al., 2007). One
may have expected that loss of TRIM28 would affatier pathways that could cooperate
with increased RA signalling to enhance HCC. Howetlee double knockouts indicate that
this is not the case. Futher comparative studiehanhges in hepatocyte gene expression upon
TRIM28 and/or TRIM24 inactivation will determine wther a single or multiple pathways

are indeed affected.
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Legends to figures

Figure 1. Tandem affinity purification of TRIM24 containingomplexes.A. Anti-Flag
immunoblot to detect expression of E-TRIM24 in mael extracts from retroviral transduced
or control HelLa cells.B. Detection of E-TRIM24 expression and localisatiday
immunofluorescence with anti-Flag antibody. SDS-PAGE and silver nitrate staining of
tandem affinity purified TRIM24 and its partner tgims. The identity of proteins identified
by mass-spectrometry is indicat&l. Glycerol gradient purification of E-TRIM24 assdaeid
subcomplexes. The different fractions (indicatedvat) were resolved by SDS-PAGE and
blotted with anti-TRIM antibodies.

Figure 2. Characterisation of hepatocyte-specific TRIM24 dno@ut mice.A-B. Western-
blot analysis with anti-TRIM24 an@itubulin antibodies performed on liver and tesksacts
from Trim24“?2 mice whose genotypes with respect to tNe-Cre and Alb-CreER™
transgenes are shown above each lane. In panehical were injected with Tan€-D. Ki67

staining performed on liver sections from 5-weett-Blim24-22

mice (panel C) or 5-month-
old Tam injectedrrim24-?*? animals (panel D) with the indicated transgend® iRserts in
the upper DAPI-stained panels show higher magnifinaimages of enlarged polyploid
nuclei.E-F. Quantification of Ki67-positive hepatocytes in ihdicated strains. Means (N=4)
+s.d. *P <0.05* P < 0.005.

Figure 3. Comparison of gene expression in TRIM24 germlamel hepatocyte-specific
knock-out mice. The expression of the 8 selectategevas determined by RT-gPCR on
whole total liver RNA fromiTrim24-?*2 littermates with the indicated transgenes. Expoess
in the control mice was arbitrarily considered ds Means (N=4) £ s.d. * P < 0.05, * P <
0.005.

Figure 4. Spontaneous liver tumour formation in hepatosgeeific TRIM24 knock-out
mice. A. Representative macroscopic view of a 14-month®idn24“?L2/Alb-Cre" liver
showing multiple tumour nodules, which were histitally classified as HCA and/or HCC.
B-F. Hematoxilin/Eosin staining of representative rmgaopic views of benign (HCA, panel
B) and malignant (HCC, panel C) lesions observedrim24-??Alb-Cre" 12-month-old
animals. Clear-cell foci of cellular alteration (K observed in a 15-month-old
Trim24ZL.2/Alb-CreER™" tamoxifen-treated mice (panel D). The boundarythef focus is
marked by arrowheads. Benign (HCA, panel E) andgnaht (HCC, panel F) in tamoxifen-
injected Trim24"?L2/Alb-CreERT2" 15-month-miceG. Statistics of neoplasias observed in

hepatocyte-specific constitutive and Tam-inducibl®IM24 mutants. Neoplasias are



classified as foci of altered hepatocytes (FCApdteadenoma (HCA) or hepatocarcinoma
(HCC).
Figure 5. Spontaneous HCC tumour formation in hepatocyteipelRIM28 and TRIM33

knock-out mice A-B. Western-blot analysis of TRIM28 and TRIM33 expiea following
hepatocyte-specific inactivatio@-D. Statistics of macroscopic liver neoplasias in nvictn
the indicated genotypes. Livers were classified tmio groups with; 1 to 3 tumours with a
size >1mm indicated by the open bars; livers caoirigi multiple tumours (>3) indicated by
the filled bars.E. Macroscopic views of livers from mice with the icated genotypes.

Lesions are indicated by arrows.
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G Type of neoplasia Total

FCA HCA HCC neoplasias %

Alb-Cre- 0/10 0/10 0/10 0/10 0
Alb-CreERT2- 0/14 0/14 0/14 0/14 0

Inducible

Herquel et al., figure 4
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Gene

Primer sequence

Cre

Trim24

Trim28

Trim33

Afp
Bmyc
Ccdc11
Cdkn1a
GIuR3
HPRT
Kito
Len13

Mbd1

ATTTGCCTGCATTACCGGTC
ATCAACGTTTTGTTTTCGGA
TGTGGGAGTTGGTTCTCCTG
AGACAGGCAGCAGCAGTTAC
GGCCAGTGAGATACTTCAGC
GGAATGGTTGTTCATTGGTG
GCGAGCACGAATCAAGGTCAG
ACCTTGGCCCATTTATTGATAAAG
GGTAGTACTTGTATGGAGGT
AGCTCTGGAGGAACGTCGTC
GGTAAGTCAGCAAGAGCTCA
TAGCATAGCTACCATCACCTTT
GCCTGAGAGTCCATACTTGTTA
CGAGACCTTCGTGAAGAACA
TGTTGCAGGTGCAGTCTGGA
GCAGCGAAAACTCAGAGAAC
CTTTTCTGCTTCTCGAGCCT
TTCAGAGCCACAGGCACCATG
GGGACCCAGGGCTCAGGTAGA
CTGGATGTGCATTGTCTTCG
CTGCATAAAAGCACCCAAGG
TGACACTGGCAAAACAATG
GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
TTCATAGAGGAGAGAAACCT
TTACACTGAGGTTGTGGTAAT
CTCTGGTGAAAATCCAGAGG
GAAGCAGTGGGAAGTTTGGT
TCCGAAGCAAAGTTGAGCTG
GGCTGGTTTAGAAGGCTTCT

Herquel et al., Supplemental table 1



Protein

Peptides identified

Peptides

Transcription intermediary factor 1-alpha -
Homo sapiens (Human)

> 30

ALLHQLESLAK

CLPAPQR
CPVCSQECAER
DTTEVPSSTVEK
ESQPQMPK
FPTQISLAQLR
FSDDSDDDFVQPR
FTGNQIQNR
HIIDNFFVK
IIEVNQNQK
IKQENSGPPENYDFPVVI
VK
KDTNIDHGQPRPPSNR
LIFQNCAEFNEPDSEVA
NAGIK

LITYR
LMQQQQEVAGLSK
LNLLDTCAVCHQNIQSR
LTPIDK

LTPIDKR

LYCETCDK

NLYPEK

NPMDLSTIK
QENSGPPENYDFPVVIV
K

QVEQDIK

RLITYR
SILTSLLLNSSQSSTSEE
TVLR

TVQSPNSSVPSPGLAGP
VTMTSVHPPIR
VAIFTLMVEINK
VAIFTLMVEINKK
VIIDTLITK
VPVVMLEPIR

E3 ubiquitin-protein ligase TRIM33 - Homo
sapiens (Human)

> 30

AVALYFEDK

DTSEAPSSSDEK
GAIENLLAK
HSQHYQIPDDFVADVR
HVMNFTNWAIASGSST
ALLYSK
KNYVHFAATQVQNR
KPMDLSTVK

LITFQLR
LLQQQNDITGLSR
LTEIYSDR
NYVHFAATQVQNR
QEPGTEDEICSFSGGVK
QIDLVDNYFVK
QLSVPIPGGSNGDIQQV
GVIR

QSGLSSLVNGK
TAOGI SPVVDOR




VAIFTLINEINKK
VKQEPGTEDEICSFSGG
VK

AVALYFEDK
DTSEAPSSSDEK
GAIENLLAK
GNMNCGAFQAHQMR
HVMNFTNWAIASGSST
ALLYSK

LITFQLR
LLQQQNDITGLSR
LQHMQQQVYAQK
LTEIYSDR
NYVHFAATQVQNR

Transcription intermediary factor 1-beta -

Homo sapiens (Human)

>30

ADVQSIIGLQR

FQWDLNAWTK
IVAERPGTNSTGPAPMA
PPR

KLLASLVK
SGEGEVSGLMR
AASAAAASAAAASAASG
SPGPGEGSAGGEK
ADVQSIIGLQR
APGPLSK
DHQYQFLEDAVR
DIVENYFMR
EEDGSLSLDGADSTGVV
AK
FASWALESDNNTALLLS
K

FFETR

FQWDLNAWTK
FSAVLVEPPPMSLPGAG
LSSQELSGGPGDGP
GAAAAATGQPGTAPAGT]
PGAPPLAGMAIVK
IVAERPGTNSTGPAPMA
PPR

KLIYFQLHR

KLLASLVK
LASPSGSTSSGLEVVAP
EGTSAPGGGPGTLDDS
LDLDLTADSQPPVFK
LIYFQLHR

LLASLVK

LSPPYSSPQEFAQDVGR

LTEDKADVQSIIGLQR
MAILQIMK
MIVDPVEPHGEMK
MNEAFGDTK
QGSGSSQPMEVQEGYG
FGSGDDPYSSAEPHVS
GVK

SGEGEVSGILMR




Histone deacetylase 2 - Homo sapiens
(Human)

4 LGCFNLTVK

YGEYFPGTGDLR
YHSDEYIK
YYAVNFPMR

Chromobox protein homolog 5 - Homo
sapiens (Human)

4 GQVEYLLK

LTWHAYPEDAENK
SNFSNSADDIK
WKDTDEADLVLAK

Chromobox protein homolog 3 - Homo
sapiens (Human)

8 CPQIVIAFYEER

GLDPER
IIGATDSSGELMFLMK
KVEEAEPEEFVVEK
SLSDSESDDSK
VEYFLK
WKDSDEADLVLAK
LTWHSCPEDEAQ

Histone H2B type 1-K - Homo sapiens
(Human)

5 AMGIMNSFVNDIFER

EIQTAVR
KESYSVYVYK
LLLPGELAK
QVHPDTGISSK

Histone H3.1 - Homo sapiens (Human)

6 EIAQDFK

FQSSAVMALQEACEAYL
VGLFEDTNLCAIHAK

KLPFQR
LPFQR
STELLIR
YRPGTVALR

Histone H4 - Homo sapiens (Human)

5 DAVTYTEHAK
ISGLIYEETR
DNIQGITKPAIR
KTVTAMDVVYALK
VFLENVIR

Histone deacetylase 1 - Homo sapiens
(Human)

6 LFENLR

LHISPSNMTNQNTNEYL
EK

MTHNLLLNYGLYR
SIRPDNMSEYSK
YGEYFPGTGDLR
YYAVNYPLR

Chromobox protein homolog 8 - Homo
sapiens (Human)

3 KLDDTPSGAGK

SPQDLASTSR
VFAAEALLK

Herquel et al., Supplemental table 2
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Abstract

TRIM24 (TIFlo), TRIM28 (TIF1B) and TRIM33 (TIF%) are three related cofactors
that interact with each other and with diverse dcauption factors. TRIM24 interacts with the
liganded retinoic acid receptor (RAR) to represstiinscriptional activity. Inactivation of
TRIM24 in mice de-regulates RA signalling in hemates leading to the development of
hepatocellular carcinoma. Here we show that TRINf&&tivation de-represses transcription
from the VL30 class of retrotransposons in hepdtxiyn vivo and in cultured MEFs. In
normal hepatocytes, TRIM24 silences these retrsp@sons by repressing the activity of the
RAR bound to a direct repeat type RA response alemehe VL30 LTR. De-repression by
TRIM24 inactivation is further potentiated by lasfseither TRIM28 or TRIM33 showing that
these protein cooperate to repress VL30 activitysignificant fraction of TRIM24 target
genes are located downstream of VL30 elements. B&erihe two distinct mechanisms
whereby de-repression of VL30 elements regulatéghbeuring genes either by acting as a
surrogate proximal promoter as observed atMbdl gene, or by generating long non-coding
RNAs that modify chromatin structure and facilitéte activation of the downstream genes.

These results reveal a novel function of TRIM24 aspressor of retrotransposon activity.



Introduction

The nuclear receptor co-repressor TRIM24 is tret fitentified member of a family of
transcriptional co-repressors composed of TRIM24F1d), TRIM28 (KAP1, KRIP1,
TIF1B), TRIM33 (TIFly) and TRIM66 (TIF®) (Le Douarin et al., 1995; Le Douarin et al.,
1996; Venturini et al., 1999; Khetchoumian et 2D04). The TIF1 family members have
specific non-redundant roles in various physiolagiprocesses such as development
(Cammas et al., 2000), differentiation (Cammasl.e2804), spermatogenesis (Weber et al.,
2002; Khetchoumian et al., 2004), and cancer (Kimtmian et al., 2007; Vincent et al.,
2009). Differences in function are due to the imeohent of the TIF1 proteins in the
repression of pathways involving different trangtian factors. TRIM24 is the only member
of the family able to bind nuclear receptors ingahd-dependent manner (Le Douarin et al.,
1995; Le Douarin et al., 1996), TRIM28 is also kmoas the KRAB-ZFP co-repressor KAP1
(Abrinck et al., 2001) and a role for TRIM33 in T@Fsignalling pathway was discovered
through its interaction with the SMAD transcriptidactors (Dupont et al., 2005; He et al.,
2006).

TRIM24 functions as a gatekeeper of hepatocarcimegie by antagonising the
oncogenic function of the retinoic acid receptghal (RARy) in hepatocytes (Khetchoumian
et al. 2007; Khetchoumian et al. 2008)im24” mice develop spontaneous hepatoadenomas
and hepatocarcinomas from the age of 9 months. @ente effort to decipher the
transcriptional pathways deregulated Tnim24” livers (Tisserand et al., manuscript in
preparation) identified a set of genes that werr-@xpressed amongst which are several RA
target genes. The de-regulated genes could be egldogwo classes, those whose expression
was restored to normal levels by the loss of otedeabf the gene encoding RARand those
that remained up-regulated irrespective of the RAJ@notype. Inactivation of one allele of
the Rara gene completely suppresses tumourogenesis, bstramecompletely rescue all of
the changes in gene expression.

VL30 (virus-like 30S) retrotransposons form a clagstransposons specific to the
muridae lineage initially discovered by their ability tajdck the MLV (Murine Leukemia
Virus) during the infectious cycle. VL30s are ureabd encode any protein as their genome
contains multiple Stop codons (Adams et al., 19880 thus are thought to be strictly
dependent on the reverse transcriptase of othetnatsposons (Scolnick et al., 1979). Their
U3 region contains multiple response elementsudinl at least one RA-response element
(RARE) (Choudhuri et al., 1983; for review, Frerashd Norton, 1997). If VL30s show only



overall weak similarities to known retrovirusesgytpossess small regions of high similarity
with Moloney MLV (Giri et al., 1983).

Recent data revealed a global role for TRIM28 ittoteansposon restriction in the
embryo and in ES cells (Rowe et al., 2010; Mats$ule 2010). TRIM28 was shown to bind
to MoMLV through interaction with KRAB-ZFP809 (W& and Goff, 2007-2009). Our
finding that TIF1 family members interact and existcomplexes that share a common
function in suppressing hepatocarcinogenesis (Hgrefual., manuscript in preparation) raises
the possibility that TRIM24 and/or TRIM33 may beatved in restriction of retrotransposon
transcription.

Here we show that TRIM24 controls VL30 expressiasstiikely through interaction
with an RAR bound to the LTR U3 region RARE. Deraged VL30 transcription is not
however corrected upon loss oRara allele. We show that in the liver, TRIM33 synegsgz
with TRIM24 in this process, but independently dRIM28 whose inactivation has little
effect on VL30 activity. Interestingly, a significasubset of genes deregulated by TRIM24
inactivation in the liver are located in the viginiof a VL30 element. Examination of the
Mbdl gene shows that its transcription initiates nathatannotated start site, but at a VL30
element immediately upstream. Two up-regulated giebhenl3 and Bmyc, are located
downstream of a VL30 element and RT-gPCR and Chtiani@amunoprecipitation (ChlP)
suggest that a long non-coding polyadenylated RiNt#ating at the 3'LTR induces increased
acetylation and transcription of these two gené®s€ data show that deregulation of VL30
retrotransposon transcription upon TRIM24 inactwatmay be responsible for altered

expression of neighbouring genes.



Material and methods

Mice. The mice lines used in this study are already desdr(see Herquel et al.,
manuscript in preparation).

Mouse embryonic fibroblasts. Wild-type andTrim24” mice were dissected at day
E10.5. Embryos were eviscerated and decapitatedietinaining tissues were dissociated by
multiple flushing through a 1.2 mm syringe. Celleres then kept in culture in a DMEM
medium with 10% FCS and gentamycine for no mora thae week before analysis.

5'RACE. 5' RACE was performed with d2generation 5'/3' RACE kit (Roche) using
a primer located in the second exon of iied1l gene (see FiglA). Total RNAs from wild-
type andTrim24” 3-month-old livers were retrotranscribed and fertamplified by a PCR
using one oligodT primer and a primer located & slecond exon. The PCR products were
then subjected to digestion with Sall and Bgllitrieion enzymes. Resulting fragments were
cloned into a pSG5 plasmid and sequenced. The segsieof all primers are listed in
Supplemental Table 1.

VL30 genomic mapping. Identification of VL30 positions in the genome was
performed by a BLAST analysis using the sequenpesific for each sub-class listed in
supplemental Table 2.

RNA extraction and quantitative real-time RT-PCR. Total RNA was extracted
from liver tissue samples by Trizol reagent (Imifen) using manufacturer’s instructions.
Further purification of the RNA was achieved by Bedrnase free (Roche) treatment (10U
for 20 ug RNA). 1,5ug of RNA was reverse transcribed using a mix 1/SoperScript I
RNase H-reverse transcriptase (Invitrogen) and Afdivotranscriptase (Roche) with 500 ng
of oligodT,, primer, hexanucleotides or specific primers acegydio the manufacter’s
instructions. The final product was then diluted liines and 4ul were mixed with forward
and reverse primers listed in Supplementary Tabl€30 nM of each primer at final
concentration) and Jul of SYBR Green master mix. The real-time PCR rieactwas
performed using the LightCycler 1.5 system (RocE&ch cDNA sample was tested at least
in triplicate. For quantification of gene expressichanges, théCt method was used to
calculate relative fold changes normalized againie Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase gene (Hprt), as described in the manufactureidsogol.

Chromatin Immunoprecipitation (ChlP) Assay. ChIP assay was performed
according to the Millipore protocol with some minonodifications. Total liver was

homogenized by dounce in a “swelling” buffer (25miNépes pH=7,8, 1,5mM MgCL2,



10mM KCI, 0,1% NP40). Nuclei were purified by cefutgation (4000 rpm, 5 min) and
resuspended in fixation buffer (PBS1X, PIC PMSF BAd, 1% PFA) and further incubated
15 min. Cold glycine was added to stop the reacéind nuclei were subsequently washed
twice in PBS1X followed by centrifugation (4000 rpbmin). Nuclei were incubated 10min
at 4°C in lysis buffer (EDTA 10mM, Tris HCI pH=880mM, SDS 1% +PIC +PMSF) and
sonicated to average fragment size of 200-1000h#.solubilized chromatin was diluted 10
times in Dilution buffer (0,01% SDS, 1,1% Triton2taM EDTA, 16,7mM Tris-HCI pH=8,0,
167mM NaCl) and precleared with protein A beadsmimoprecipitation was performed
overnight with 3l of the following antibodies: anti H3K9ac, antirpdédac, anti H3K9me3,
anti H3K27me3 from Millipore, anti-Polll from San@ruz. Protein A were used to
precipitate the antibody-protein complexes and waashed with low salt buffer twice (0,1%
SDS, 1% Triton, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCI pH=8,0, '8 NaCl), high salt buffer once
(0,1% SDS, 1% Triton, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCI pH®3,500mM NaCl), LiCl buffer
once(0,25M LiCl, 1% NP40, 1% deoxycholate, 1mM EDTAmMM Tris-HCI| pH=8,0) and
TE buffer twice (10mM Tris pH=8,0, 1 mM EDTA). Immacomplexes were eluted with 250
pl elution buffer twice (1% SDS and NaHCO3 0,1M) fids min at RT. Eluates and inputs
were heated at 65°C overnight in the presence2aM WaCl, and subsequently treated with
proteinase K 2h at 55°C and purified by Phenol/@ftorm V/V. Q-PCR results were
normalized against the inputs. Oligonucleotide prisnused for PCR amplifications on the

immunoprecipitated DNA are listed in Supplementabl€ 1.



Results

Transcription of the Mbdl gene in hepatocytes initiates at an upstream VL30
LTR. Transcriptome analysis @fim24™ livers showed tha¥ibdl expression is strongly up-
regulated. Deregulation of its expression can bgeoked as early post-natal week 3 and
remains so throughout the life spanTofm24” mice. To understand how TRIM24 regulates
Mbdl expression, we studied the region upstream oMbel transcription start site (TSS).
This analysis revealed the presence of an endogersitoviral insertion 415 nucleotides
upstream of the annotated TSS (Fig. 1A). As it &l wstablished that the LTR sequences of
such retrotransposons contain multiple promoteuseces, notably a RARE (Choudhuri et
al., 1993) and a TATA element, we performed 5-RAGE Mbdl mRNA to locate an
eventual alternative TSS. The sequence of the thregulragment showed that thdbdl
transcript initiates in the LTR sequence, 22 nualies downstream of a putative TATA
element (Fig. 1A). This data was confirmed by RTG&Pon wild-type andrrim24” liver
RNA with primer pairs located between the LTR amel previously annotatddbdl TSS and
primer pairs located in each of the 3 first exond #he first intron oMbdl. The sequence
located immediately 3’ of the LTR was as abundanthe Mbdl exons, and significantly
higher than theMibdl intron, confirming that this sequence is expressed retained after
splicing (Fig. 1B). These data suggest that TRINR4rts its repressive effect dtbdl via
elements of the VL30 LTR.

VL30 transcription is dependent on TRIM24 and RARux. VL30 retrotransposons
can be divided in 4 subgroups on the basis of hogwe$ of their U3 promoter region
(Nilsson and Bohm, 1994). To assess TRIM24 represgotential on the VL30
retrotransposons, we performed RT-gPCR with prirpesific for each U3 subgroup (Suppl.
Fig. 1). InTrim24” 5-week-old liver RNA, expression of the U3l subgp was strongly up-
regulated either at the LTR sequence or at vikes-fpseudogeneGag, Pol and Env (Fig.
2A). Interestingly, inactivation of a singlRara allele did not restore a normal level of
expression of these retro-elements, although duesthe expression of many other TRIM24
target genes (Tisserand et al., manuscript in jpatipa).

The same analysis was performed on 5 week-old beypatspecific TRIM24 mutants
generated using floxe@irim24 alleles and an Albumin-Cre transgerieii24-?-> Alb-Cre
versusTrim24-?2 mice, Herquel et al., manuscript in preparatidsi3ll VL30 expression

was also up-regulated in the liver RNA from thesarals, showing that de-regulation is the



consequence of a cell-autonomous loss of TRIM24g.(R2B). Hepatocyte-specific
inactivation of bottRara alleles in the compourittrim24-?-%/Rara“?"?/Alb-Cre mice led to a
significant reduction of VL30 activity. The lack dtll repression may be explained by
incomplete defloxing of th&ara alleles in these mice. Thus, loss of a siriRgea allele did
not restore VL30 repression, while loss of botklaB significantly restored repression.

The apparent requirement for RARs in VL30 U3l aityi prompted us to evaluate the
effect of RA treatment on VL30 retrotransposon saiption. As RA is endogenously present
in the mouse liver, we derived Mouse Embryonic élilests (MEFs) from wild-type and
Trim24™ littermates, which enable us to cultivate the scéfl a RA-free environment and
hence evaluate the effect of RA addition. The wjide andTrim24” MEFs show similar
growth in culture and the mutant cells show no entgphenotype.

We assessed by RT-gPCR the effect of RA treatmahiT&IM24 inactivation on the
4 different VL30 subgroups (Fig. 3). We could comfithat expression of VL30 subtypes lli
and IV is mildly increased upon RA treatment in wikd-type MEFs, while no change is seen
for the U3l and Il subtypes. The effect of RA oegh subtypes is not affected by the loss of
TRIM24. In the absence of RA treatment, U3l and \W3Vere already up-regulated in
Trim24”~ MEFs, demonstrating that TRIM24 is potentially epressor of the entire VL30
family, with the exception of U3IIl, depending ohet cellular context. Interestingly, the
expression of the U3Il subgroup was not increagaeesh(RA treatment in wild-type MEFs,
whereas it was strongly increased in the absenc&RiM24, suggesting that TRIM24
represses the activity of the RARs on this spedal&ss of retrotransposons. In accordance
with our expectations, the level of expressionte geneMbdl followed that of the U3II

subgroup.

VL30 retrotransposon expression regulates neighbourg genes.The observation
of VL30-dependent regulation d¥lbdl prompted us to ask whether more distal VL30
elements may mediate the deregulation of othergen&RIM24 mutant mice. We based our
study on Affymetrix data obtained on liver RNA frdsaweek-old and 3-month-old wild-type
and TRIM24 mutant mice (Tisserand et al., manusdrippreparation). It was previously
shown that at 5 weeks of age, 179 genes were diated inTrim24” livers, and that 122 of
these genes recover normal expression after loassofgleRara allele. These TRIM24 and
RARo-dependent genes are designated group 1 as oppmosked TRIM24 only dependent
genes designated group 2. At the age of 3 monthgefies (thereafter designated “group 3”)



are up-regulated ifrim24” livers which significantly overlap with group 2 ms. As a
control, we randomly picked a list of 132 genesrfrine Affymetrix microarray.

The coordinates of the VL30 retrotransposons inntieeise genome were determined
by an extensive BLAST analysis using U3 sequenpesific for each VL30 subgroup. We
established a list of 449 VL30 elements, whichugesior to what was previously speculated
(French and Norton, 1997). We next calculated tistadce between each TRIM24 target
gene of groups 1, 2 and 3 and the closest VL3®tratisposon. This analysis shows that
3,64% of the randomly chosen genes were posititegsithan 220kb from a VL30 element
(Fig. 4A). A similar proportion is conserved foretlgroup 1 genes (3,37%). Strikingly, we
found that 25% of the group 2 and 24% of the grBugenes are positioned less than 220kb
from a VL30 retrotransposon. This data suggestsetkiaression of a significant proportion of
TRIM24 target genes could be influenced by a VL&@atransposon.

A further analysis of loci comprising TRIM24-depemil genes and a neighbouring
VL30 (See Supplementary Table 3) showed that tloeyain either a full-length VL30 or an
isolated LTR (Fig. 4B). For the group 3 genes tliledlement and isolated LTR are present in
the same proportions as they are generally founthengenome (Fig. 4B) suggesting that
isolated LTRs may be targets of TRIM24 repressiothe same way as full VL30 elements.
TRIM24 target genes could be found in sense osansie directions compared to the VL30
element (Fig. 4C). However, there is a strong pesfee for TRIM24-dependent genes to be
positioned downstream of the VL30 in 93% and 86f6%ithe group 2 and group 3 genes
respectively (Fig. 4D). Furthermore, most of the di®groups involved in these clusters are
of the VL30 U3II subgroup (Fig. 4E).

Together this analysis revealed a general modegainization of TRIM24 dependent
genes which are preferentially positioned at arraye distance of 64 kB downstream of a

full VL30 element or an isolated VL30 LTR eithersense or antisense direction (Fig. 4F).

A distal VL30 element regulates transcription and bromatin organisation of
TRIM24 target genes. To determine if a distal VL30 can modulate the $aiption of
neighbouring TRIM24 target genes, we chose to stndyocus composed of a VL30 and the
Len13 and Bmyc genes that are up-regulatedTiim24™ livers. This locus conforms to the
general features deduced from the statistical asalyhere the two genes are located 11 and
17 kb downstream of the VL30 element (Fig. 4F ang. BA). The transcription and
chromatin organisation of this region were invesigl at several positions designated A-1 in

wild-type andTrim24™ livers.



We reverse transcribed RNA from wild-type afidm24” 3-month-old livers with
hexanucleotides and performed gPCR with primerspatireach position to quantify potential
transcription independently of its polyadenylatistatus. The results show increased
transcription in 3-month-oldrim24” mice compared to wild-type at each position (C-H)
between thd.cn13 gene and the VL30, but not in the region upstrearie element (1) or
upstream ofLcnl3c (A-B) (Fig. 5B). We next performed the reversanscription reaction
with an oligo-dT primer followed by gqPCR revealirthe presence of one or more
polyadenylated transcripts betweBmyc and VL30 only in TRIM24-null RNA (Fig. 5C).
Reverse transcription performed with strand-spedafigonucleotides to distinguish sense or
antisense transcripts showed that transcriptiothis region runs from the VL30 element
towards theBmyc and Lcnl3 genes (Fig. 5D). This suggests that, likeMitdl locus,
transcription initiates in the LTR, but in this easuns in an anti-sense direction to the
regulated genes.

Further support for transcription in this regiomas from ChIP analysis performed
on chromatin from wild-type antrim24” 3-month old livers. ChIP against RNA polymerase
Il (Pol 1) showed a potent increase it its occupaat the regulated genes but also in the
region between the genes and the VL30 element enatbsence of TRIM24 (Fig. 5F).
Moreover, an increase in acetylated lysine 9 abhis H3 (H3K9ac) was seen throughout the
locus in the TRIM24 mutant livers.

Together, the results of the RT-gPCR and ChIP assagport the idea that an anti-
sense transcript(s) initiates at the VL30 elemantTRIM24 hepatocytes that may be
responsible for opening the locus and promotingstzaption of the neighbourinBmyc and
Lcnl3 genes.

TRIM24, TRIM28 and TRIM33 cooperate to repress VL30 transcription. We
previously reported that TRIM24, TRIM28 and TRIMBR®eract physically and functionally
to suppress HCC (Herquel et al., manuscript in gnapn). To assess the potential
involvement of TRIM28 and TRIM33 in VL30 restrictipwe prepared liver RNA from mice
in which expression of these TRIM proteins is silety inactivated in hepatocytes using a
an Albumin-Cre transgene.

We first compared VL30 expression Tnim24™, Trim28-?*4/AIbCRE and compound
Trim24”/Trim28-4/ AIbCRE at 5 weeks of age. TRIM28 inactivation by itsell dot affect
expression of VL30 U3Il elements in general (Fig\).6In addition, no increase ibhcnl3

expression and no anti-sense transcription at ldgas was observed (corresponding to



position H, see Fig. 5A). Surprisingly, double kkamt mice showed a greater increase of
VL30 U3Il expression, indicating cooperativity be®n TRIM28 and TRIM24 for their
repression, but no effect could be seen at the d&tBesubgroups (data not shown).

We performed a similar analysis onrim33-?*)AIbCRE and Trim24™
ITrim33-?>AlbCRE double knock-out livers (Fig. 6B). The U3Il subgpowas weakly up-
regulated following TRIM33 inactivation at the LTBr the Gag, Pol and Env genes.
Expression of the Lcnl3 gene and the antisensedrigh was also increased. Interestingly,
transcription of the U3Il element was significantligher in the double TRIM33/TRIM24
mutant than in each of the single mutants. A simihcrease was seen when the anti-sense
transcript was analysed, however the increasenid3 expression was less marked.

Together, these data show that these three TRit&ips cooperate to repress VL30

U3II expression in hepatocytes.



Discussion

Mechanisms of TRIM24 repression of VL30 activity. We show here that
inactivation of TRIM24 in hepatocytes de-repressasascription from the VL30 family of
retrotransposons and that both TRIM28 and TRIM3®peoate with TRIM24 in their
repression. Our results also suggest that de-r@presf VL30 activity may contribute to
regulation of neighbouring genes, but our resulbs ndt point to a direct role of this
phenomenon in the development of HCC.

Germline and hepatocyte-specific TRIM24 inactivatiooth lead to de-repression of
VL30 retrotransposon transcription in hepatocyldss effect is limited to the U3Il subgroup
in hepatocytes, while in MEFs, our results showt tha U3l and U3IV subgroups are also
affected. TRIM24 inactivation therefore has cefpdyspecific effects. The repressive effect of
TRIM24 appears to be at least in part due to itBtyto repress the activity of the RARs
bound to the RAREs in the U3Il subgroup. The UBlbgroup comprises a DR5 type RARE
and in MEFs, the expression of this subgroup isifiucible only in the absence of TRIM24.
These results strongly suggest that TRIM24 repsese activity of the RARs bound to the
VL30 RARE.

In hepatocytes, the effect of RA is more diffictdt evaluate due to its endogenous
presence. However, de-repression of the U3Il elésndy TRIM24 inactivation is not
reversed by the loss of a sindtara allele, but is significantly reduced by loss otlballeles.
Thus, while the effects of RA cannot be evaluatéeéctly in vivo, these observations,
together with the observation that VL30 U3II adivin Trim24” MEFs requires RA, argue
that TRIM24 represses the activity of VL30 U3Il ImouRARSIn vivo in hepatocytes.

TRIM24 functions in a complex with TRIM28 and TRIE3(Herquel et al.,
manuscript in preparation). TRIM24 may thereforgdxzuited to other elements of the VL30
UTR by TRIM28 or TRIM33 to repress its activity by RA-independent mechanism.
Nevertheless, loss of TRIM28 or TRIM33 on their oave only minor effects on VL30
expression in hepatocytes, much less than obsewitedTRIM24. This suggests that it is
TRIM24 that recruits the complex to the VL30 elesevia the RAR. However, this model
would not explain why the loss of TRIM28 and TRIMP8tentiates TRIM24 inactivation.
Our results rather suggest a model whereby TRIM&# e directly recruited via the RAR,
but TRIM28 and TRIM33 are also recruited via transon factors like KRAB-ZFPs bound

to other elements of the LTR. Loss of these imtitzas by themselves are not sufficient to



de-repress the LTR while TRIM24 remains associatgti the RAR, but can potentiate
transcription, when the RAR is active in absencé®M?24.

A recent report highlighted the strong dependerfcyl®80 repression on chromatin
acetylation as treatment with the HDAC inhibitor A &eatment dramatically up-regulated
their expression, more so than other retrotrangmogBrunmeir et al., 2010). TRIM24 is
known to repress transcription through HDAC acyiillielsen et al., 1999), and HDACs 1
and 2 are associated with tandem affinity purifietRIM24 complexes (Herquel et al.,
manuscript in preparation). TRIM24 may thereforpress VL30 expression through histone
de-acetylation by HDACs 1 and 2.

In MEFs, TRIM24 inactivation also de-represses W8 and U3IV subgroups. The
U3l subgroup is characterized by the presence DR4&, that can act as a RAR/RXR and
PPAR/RXR binding site. The U3IV subgroup also cosgs in most cases a DR1, but it
should be noted that for both of these subgroupsescopies comprise an insertion in the
DR1 that converts it to a DR2-type RARE. As TRIM24nown to bind to liganded PPAR
(Le Douarin et al., 1995), this may explain why WRH inactivation can de-repress the U3l
and U3IV subgroups irrespective of the presende/Aaf

TRIM28 has been shown to have an important fundiiartrotransposon silencing in
embryos and ES cells (Rowe et al., 2010). In palgic TRIM28 was demonstrated to bind
and repress the class of endogenous retrovirusesteSults show that loss of TRIM28 does
not however de-repress VL30 elements. Although TERBMacts as a rather general
retrotransposon repressor, this is not likely tothe case for TRIM24, since its effect on
VL30 is likely mediated by an RARE. It is tempting hypothesize however that TRIM24
may function at other repeated elements posse$&KREs. In humans, for example, the
widespread Alu sequences contain DR2 type RAREpd(iiteere et al., 2007), and thus may
be targets for a RAR-TRIM24 complex. Hence, althong.30 elements are specific to

rodents, TRIM24 is potentially involved in the sitgng of retrotransposons in humans.

Does VL30 de-repression contribute to TRIM24 targetgene regulation and
HCC? Several observations suggest that de-repressioVL30 activity by TRIM24
inactivation may be responsible for changes irettigession of neighbouring genes. Analysis
of the Mbd1 promoter in the murine genome indicated that tapgson did not initiate from
the annotated start site, but from the LTR of a ¥ILBII element immediately upstream. The
transcript identified by 5’RACE originates in th8R and, is spliced at the intron 1. Only a



single transcript appears to exist at this locus|ugling the alternative possibility that a
second short RNA initiates at the LTR and termisdtefore firsMbdl exon.

Although, the effect of RA orMbdl transcription cannot be directly evaluated in
hepatocytes, in MEFs we clearly show that maximhbtll activation requires both RA and
TRIM24 inactivation. These results show that TRIM2gresses RAR function on the VL30
LTR to repressMbdl transcription. Thus in this case, the VL30 LTR isdrately upstream of
a cellular gene becomes the dominant promoter eiememdering expression of the gene
dependent on the mechanisms that regulate LTRitgctiv

Our observations suggest a second distinct mecdharby which the VL30
retrotransposons regulate expression of cellulaegie An examination of the location of
cellular genes de-regulated by TRIM24 inactivatishpwed that a significant fraction were
located downstream of VL30 elements. Howeverhm majority of these cases, the VL30
element does not act as a surrogate proximal pematément as observed fdbdl. Instead,
we propose that VL30 elements may act as distahtrerer elements to regulate gene
expression, or more interestingly non-coding trapse initiated at the VL30 elements may
influence the expression of neighbouring genes. support of this latter idea, the
polyadenylation signals at these LTR are knownedanefficient (French and Norton, 1997),
highlighting the possibility that a transcript iated from the LTR may alter downstream
chromatin structure. Examination of tBenyc/Lcnl3 locus provides direct evidence for this
second mechanism.

Expression oBmyc/Lcnl3 is induced upon TRIM24 inactivation (Tisserandaét
manuscript in preparation). RT-gPCR experimentsyshot only the enhanced transcription
of these genes, but also throughout the region libatbetween the genes and the VL30
element. Use of strand specific primers shows that transcript(s) runs anti-sense with
respect to thad8myc gene and cannot be ascribed to a long transaopt this gene. We
further show by ChIP the presence of Pol Il ancgagrof H3K9 acetylation throughout the
locus as far as th&cnl3 gene. Together, these observations suggest updiMZER
inactivation, a long non-coding RNA, whose expresss driven by the RAR, initiates at the
LTR and decondenses the chromatin to facilitatastaption from the two other initially
repressed promoters present 20 kb downstream.

Our statistical analysis reveals that this mechmargsuld account for de-regulation of
a subset of TRIM24 target genes downstream of &l8tnhents. The spreading of chromatin
remodelling over long distances is not improbaldenan-coding RNA longer than 100 kb

have been described (for review: Taft et al., 206®iyther experiments will be required to



demonstrate that there is indeed a single LTRait&itl transcript in this locus and that it is
required forLcnl3 and Bmyc activation. This issue could in principle be addexl by RNA
interference, using siRNAs directed against thergenic transcript. Similarly, homologous
recombination could also be used to delete the V&lgdnent and the effect drenl3 and
Bmyc expression evaluated.

The influence of repeated elements transcriptioncoding genes expression is
nowadays a widely accepted concept. It is well eppted that endogenous retroviruses are
“domesticated” in our genome by mean of their repian, but can in some cases assume
particular functions as, for example, providingeatiative promoters for tissue-specific
expression of genes (Van de Lagemaat et al., 200Bgse considerations raise the question
as to whether the de-repression of the VL30 elesnamd that of neighbouring genes
contributes to HCC. Two sets of observations atgaethis is not the case.

We have previously shown that hepatocyte-speci®tVI28 and TRIM33 inactivation
lead to HCC. Loss of TRIM28 led to the appeararfdd@C at a frequency similar to that of
TRIM24, while it was less frequent upon loss of WRB. Loss of TRIM33, did however
strongly potentiate HCC formation seen upon TRINI2tivation whereas, loss of TRIM28
had no significant effect. These observations slitat TRIM24 strongly cooperates with
TRIM33, but not TRIM28 in HCC formation.

The results obtained concerning VL30 de-repressidhe double mutants reveals that
TRIM28 loss alone has no effect, whereas TRIM3Ztimation had at best a weak effect.
However, loss of each of these proteins potentithedde-repression seen upon TRIM24
inactivation. TRIM28 and TRIM33 therefore cooperatgh TRIM24 to repress VL30
activity. The differing profiles of cooperativitgeen in HCC formation and VL30 de-
repression fail therefore to reveal an obviousalation; in particular TRIM28 inactivation
has no significant effect on VL30 activity, whiledlicits HCC. VL30 de-repession therefore
does not appear to contribute to HCC.

This conclusion is also supported by the obseruatat loss of a singlBara allele
has no effect of VL30 de-repression, while it alodis HCC. These two observations argue
that VL30 de-repression is not the primary caused©C, but is an independent phenomenon.
Further experiments will be required to determinkeethier VL30 de-repression has other

effects on hepatocyte function.
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Figure legends

Figure 1. Mbd1 transcription initiates in a VL30 LTR in theer. A. Genomic sequence of
Mbd1 promoter including VL30 3’'LTR, Mbd1 exonl,iahl and exon2. Position of the LTR
is highlighted in grey, putative RARE (DR5 and DR)d TATAbox are highlighted in red,
Mbd1l exons are highlighted in yellow and +1 of siation is highlighted in blue (exon2).
The transcript identified by 5’RACE is figured bynderscored letters (+1: TSSIB.
Quantification by RT-qPCR performed on wild-typersues Trim24” livers. Oligos used are
located 236 nucleotides downstream of the 3' LTRhe 3 first exons and the first intron of
Mbd1l. Means (N=4) £ s.d. * P < 0.05

Figure 2. VL30 expression is dependent on Trim24 anduRAr Expression by RT-qPCR on
wild-type, Trim24” and Trim24” Rara™" littermates of the 4 subgroups of VL30 (measured at
the LTR) and of the coding phase of the U3Il subgrd. Expression by RT-qPCR on
Trim24-?2AlbCre-, Trim24"?“*AlbCre+ and Trim24-?"? Rara-?-?AlbCret+ littermates of the

4 subgroups of VL30 (LTR) and the coding phaséefW3Il subgroup. Means (N=4) £s.d. *
P <0.05

Figure 3. Expression by RT-qPCR of wild-type aficim24” MEF, untreated or treated with
1uM retinoic acid (+RA), on the 4 VL30 subgroups L&Rd the gen#&bdl. Means (N=4) +
s.d. *P <0.05

Figure 4. Correlation between TRIM24 target gene and VL3foteansposon locationé.
Percentage of genes positioned at less than 22@kba VL30 retrotransposon. The control
list contains 137 randomly chosen genes. Groupriesponds to TRIM24/RA&dependent
genes identified at 5 weeks of age. Group 2 coomsp to TRIM24 only dependent genes.
Group 3 corresponds to TRIM24 target genes idextiéit 3 months of agB. Percentage of
full-length VL30 and isolated LTR identified in waty of a TRIM24 dependent gene. The
first column represents the global percentage tfidngth VL30 and isolated LTR in the
genomeC. Position of the VL30 (upstream or downstream) caragd with the corresponding
TRIM24 dependent geneD. Position of the TRIM24 dependent gene (upstream or
downstream) compared with the proximal VL30 reantposonE. Identification of the U3
subgroups involved in VL30-TRIM24 target genes despin category 2 (TRIM24 only
dependent genes at 5 weeks of age) and categdifgI®124 dependent genes at 3 months of
age).F. Schematic model of the organization of VL30-asatet TRIM24 target genes. VL30
and TRIM24 target gene orientation are represehtetilack arrows, LTR sequences in 5’

and 3’ of the VL30 are represented by grey arroMr indicated distance corresponds to the



mean distance calculated from all the VL30-TRIMarget genes identified (see suppl. Table
3).

Figure 5. Enhanced expression of thenl13-VL30 locus is in TRIM24 mutant liverdA.
Schematic representation of the Lcn13/B-myc/VL38uk Positions of primers are indicated
by letters. B-C. RT-gPCR of both polyadenylated and non-polyadsed transcripts
throughout the_cn13/Bmyc/VL30 locus performed on liver RNA from wild-typ@@Trim24
"3 months-old littermate®. RT-qPCR of using strand-specific primers, at fimss E and
H. E. Quantification of histone H3 lysine 9 acetylation ChIP on liver chromatin from wild-
type andTrim24”" 3 months-old littermates. Data are normalized regjdnput and expressed
as percentagé=. Quantification of Pol Il recruitment by ChlIP amdr chromatin from wild-
type andTrim24” 3 months-old littermates. Data are normalized rjdnput and expressed
as percentage. Means (N=4) + s.d. * P < 0.05

Figure 6. Quantification of VL30 and.cnl3 expression in Trim24, Trim28 and Trim33
mutantsA. RT-gPCR on the 4 different VL30 subgroups, théirg phase of U3Il subgroup
and the Lcnl3 gene in wild-type, Trim24”, Trim28-?2 AIbCRE" and Trim24”
Trim28-?-2AIbCRE" livers at 5 weeks of ag®&. Expression by RT-gPCR of the 4 different
VL30 subgroups, the coding phase of U3Il subgrond lacn13 in wild-type, Trim247,
Trim33-?2 AIbCRE+ and Trim24” Trim33-?"AIbCRE + livers at 5 weeks of age. Means
(N=4) £s.d. * P <0.05

Supplemental figure 1. Subgroups of VL30 elements. Consensus sequencedbeo#d
subgroups of VL30. Direct repeats are figured bywas and TATAbox are underscored.
Primers used for the RT-gPCR are enclosed in frames

Supplemental table 1 List of the primers used in this study.

Supplemental table 2.Sequences specific for each VL30 subgroup usedhierBLAST

analysis.

Supplemental table 3List of VL30-dependent genes identified by statatanalysis.



Expression (arbitrary unit)

AAGATTAGAGCTGTTTTCTAAAAGGAGTGGGGGATGAAGAATAAAGATAAAAAATTACTG
AACTCTTCCTCACCCCAGAGCCCGACCCCTCCCATCTAGAGATTGTTCCCAGAACACTCC

TGAACTCTTCACCCCAGAATGCATTCCTGAACTCCTCATCCTAGAGTTCGAACCCTCCCA

ACTAAAGACTGTTCCAAGAACATTTTTGAGATAAGGGCCTCCTGGAACAACCTCAGAATG
AACCGGGTACATTGCCAAATAATAGGACATGACCCCTTAGTTACGTAGAATTCCCTTGGC
AGAACCCCTTGTCCCTTGGCAGAACCCCTTAGTTATGCAAACTTGTACTTTCCCTGCCCC

GCTCTCCCCCCTTGAGTTTTTCT INBMBMMBCCTCTCAAAAATTTCGCTCOACKGT CGATT
CT CCTCT ACACCATACT AGGT GT ATGAGCT T T GACCCCAGAGCT CT GGT CTATGTGCTTT
CTTGCTGTTGCTTTATTAAATCTTGCCCTCTACATTT TGAGT TCGGT CTCAGTGTCTTCT
TGGGT CCGCGGCT GAGT GAGGGT CTCCCTT CGGGGGTCTTTCATTT GCACACCACACCTC
CTCCTTGGTTCCCAAGCAAGGAACCTGGCCAGGGTGCAGCGATCCTATTCCACAAAGAAG
CGGGT ACCAAT CCTGAAGAAGGCAGT CACAGGAACAAAGGCGGAAT GTCTCCTGGAAAAG
GAAGT GGACAGGCATAACCTCGTCGTTCAGTGCTCCTGCTATTTGT GGAGACCGAAATTC
GGAGT GGGCCGAGCCGGCCAGGCCATTCACGCCCCCTTGT GT CCGGAGCGACTTT GGAGC
GGAGCAGCAGGGAAGGT GGAGGT GCCT GT GCACCGAGGCGCGCAGACGCACAGGCAACCG
AGACCCGGCGGGCTGCGGGT GT TGT CAGT GCGCAGGCGCT GAAGAT CCCCGGGAAT CCGC
GCGCCGCT GT GAAGCCGCAGT GCGCAGGCGCGGAGCCT CCCCAAT GAGGGCACGCGT GAC
CAGGCT GT ACACACAGCGGCTGGT CCT AGT CGGAGCCCCAAAGGCAAGCAT TTGGT TTCC
GGT TCCGGGAGT AAGCAACCGCCGCAGAGGCGACT GT TTT GGAAGAGGCACT GGT GGAGG
AGGAAGAGAAGAAGAGT GGAACGGGCCGGT CGCGCT AGT GGGATCCTTCTCATGGGT CCA
CGGGCCT AGAGCGGAGGAAGCT GCGGGCCT GGTGT CAAGCT GGTGAGACAGCCGTGGGAG
TGGCGACAGCTCGGGAGGAGGCTOTGGAGGCTCOGAACGCTAGCCGGGGCCCTCOCCTCE
GGAGAAGGAATGACTTCCTCTGAATGTTTAAAGAGGGGACTGGGGTAACTGGACAGAAAG
ACCGAAGAGGAAGGGATGTGCCTCAGGGCATTGACAGCGGTGTCTAGATTCTGGGACTAG
GATGGCGAGGAGTAGAAGAGAGAGAACGTTCAGAGAGTCATTGAGTCTTCGTGTTAAACA
GGATAGAAATGGCGTCCCAAAGCTGATCATGCAAAGATAAGGCCTCGAGACGGGAGAAAT
AGTTAGAATAATGAGGGACTGGACACTCTTGGTCGACAAAAAGAAGTAGAATGTCCGATG
GTTGGGAGGGAAGGCCTTGTCTTGGAACACAAAACTAGGA AATTGCGAGGCCAGGTCACT
GTGGAGGGAAAAGGAAGTTTCACAAGATGATAAGAGGAATGGAGAATGGTAATACAGTTA
GAGAAAGAGTAGCTAACACCGGCTGTAGGGGTGAGCAATAGAGACGCTTGGGACCGAGAC
TGGAGAAGAGTTGTCGCTCTGAATAATGAGGGGAAAATAAGCTCTGGGGCCAACTCTTGA
ACTTAAGAGGGAGGCTTCCAACCTGAGGAATGGGAAGAATGTGTGGTAATGTTTGATCCA
GTGTATGGAGGAGTTGGGCCCTCTGATCCATAAATGCAGCTAGAACACCGGGAGACGTTG
GAAACTCAGGTCAAGGAAAGTTTAAATGGGTGCTTAGAACACTGAAGCAGGGTCCCAAGG
ACCAGAGAATTAGGGACCTC TTACCCAGAATAGGAGGACCGAGTCTTCTCAGACTGAGGA
AGGGTGATATGCATGTTTGGAGGAGAACAAAGAGGGAGAAACAGGTTGCTTTTGTGGCCT
GGAAATACTTTGCCACTCTCCCCTATACTCTACTTTCTTTCAATCTTGCAGGETTCTGTT
CT GTCCCT GAAGCAT CTIREEGCT GAGT CCT GGCAGGACT GCCCAGCCCTGGGCCCT GGCT
GGAAACGCCGAGAGT CCTTTCGAAAGT CAGGGGCCT CGTTT GGACGCTCAGACAT CTATT
ACCAGAGGTAACGGGTGTGCTCTGGGCAATGTTCAGTGGCGTTGGACCTTGTTAGTAATT
AGAGCAAAGGGGTGTGTTTAAATCTATGGATGGAGTTAAAATTGTGCACATAGTCCTTAT

Xk
]
X
B
E 3
| T ’:‘- T T
TSS+356 Exon1 Intron1 Exon2 Exon3

——DRS
—— DR2

TSS
— TATA

—— Exon1

—— Exon 2
— Primer

B WT
A Trim24-/-

Herquel et al., figure 1



>

—

arbitrary units

cooo
odvhRomah

- N
Am“m?’

arbitrary units
o
3

o

—

ONBMA~hOOOOOWONDN

arbitrary units

W

—

arbitrary units
cooo
ONPROOO=2ND

arbitrary units
o = N W b

arbitrary units
N
e

o

U3I (LTR)
Trlm24 Tnm24
Rara*-
UBII(LTR)

MH

WT Trlm24 Trlm24

Raro*"
U3li (gag)

*

Lall

WT Trlm24

Raro*"

Tnm24

UBI(LTR)

- -
A O N O®

111

L2/L2 L2/L2
Trim24

Ra raLZ/LZ
AlbCre"

Trim24
AlbCre*

U3II(L TR)

i

WT  Trim24-2“2 Trim24-%-?

AlbCre* Raro L2
AlbCre"
U3li(gag)
*
*
*
WT  Trim24"%*? Trim24-**
AlbCre* Rara %12

AlhCrot

1,6-
1,2
0,8
0,4

-

ococoo
oNhhRoO0aNA

25,
20
15
10

U3lil (LTR)
WT  Trim24" Trim24™
Raro*
U3li (Pol)
—— |
1 e - -
WT Trim24  Trim24
Raro*
U3IILTR)
WT  Trim24-%“*Trim24-%
AlbCre*  Rarql?‘?
AlbCre"
U3li(Pol)
*
sl SN
WT  Trim24"%*? Trim24-**
AlbCre* Rara %2
AlbCre'

—

oocoo

U3IV(LTR)
6 -
4
2 i
1 4
8 i
6 i
4
2 i
0 i
Tnm24 Trlm24-
Raro*"
U3ll (Env)
7 -
6 i
5 i
4
3 i
2 i
1 i
ol M1
WT Trlm24 Trlm24
Raro*
U3IV(LTR)
1,4-
1,21
1 4
0,81
0,6
0,4
0,2 I
0- :
WT  Trim24"2“2Trim24%"
AlbCre*  Rarol?-?
AlbCre"
N
o
S
=)
Y
-
o
=
O
—
S
U3II(Env) E.
8- = ] Qo
7 * * I
6 i
5 i
4
3 i
% i
o HE1 ,
WT  Trim24“%*? Trim24-#**
AlbCre* Rara %2
AlbCrot



U3I(LTR) U3II(LTR)

—
3,5- 6
* | * |
0 37 0 51
= =
c 2!5_ c 4-
= 2 =]
> > 5]
E 1’5_ E
= = 2
o 1- e}
. . i | O_I E
WT WT + RA Trim24-/- Trim24-/- WT +RA  Trim24-- Trim24-/-
+RA +RA
U3III(LTR) U3IV(LTR)
2,5_ 7_
2 5 i ’ L 61 * |
c c
=) 5 51
> 1.5 > 4
s | S,
= 1 =
o] Ne) 2-
[ [
< 0,51 < 1.
WT WT + RA Trim24-- Trim24-/- WT WT + RA  Trim24-- Trim24-/-
+RA +RA
MBD1
3 *
] * ]
0 2,5
=
c i
S 2
21,51
©
| .
B 1]
o]
S
0_

WT  WT+RA Trim24-- Trim24-/-
+RA

Herquel et al., figure 3



A Genes positioned < 220kb of VL30 B Structural features of the VL30

35, 120,
30, 100/
25|
23 80 Isolated LTR
%< % 6o, [
15
10 40 |
1 Full length VL30
5 20
o I N | 0 | | |
Random Group 1 Group 2 Group 3 Total Group 2 Group 3
C Positon of gene relative to VL30 D Positon of VL30 relative to gene
120, 120
100 100 |
80| Downstream 80 - Downstream
% 60 % 60 -
I
40| Upstream 40 | Upstream
20| 20
0 ; ‘ 0
Group 2 Group 3 Group 2 Group 3
E Group 2 Group 3
LTR subgroup Nbr of genes % of genes LTR subgroup Nbr of genes % of genes
U3l 0 0,00 u3l 3 17,65
u3li 10 76,92 u3ll 12 70,59
u3lii 1 7,69 u3lil 1 5,88
uslv 2 15,38 u3lv 1 5,88

F LTR VL30 LTR 64 kb Trim24 target gene
— el - )
<
LTR
»

Herquel et al., figure 4



A kb

Len13 Bmyc LTR LTR
T e— O~ — !
A BC D E F GH |
Transcription
B < 0,09. . N
S 0,08/ ]

E 0,07/ -

il
£ 0,06/
g 0,05] WT
~ O
c 0,04 ) = Trim24--
2 0,03
a .
£ 0,02
80,01/ F
X
L 0.

A B C D E F G H I

Polyadenylated transcription Direction of transcription
= 0,4, R
c
C 50,35 [ D 0,35
g 0.3 0,30
= . 0,25
S 0,25 =
8 0,2] . 0,20
c
00,151 . oWT 015 o sense
ﬁ 0,1/ = Trim24-/- 0,10 = antisense
§o,05 0,05
Ll 0. 0,00 |
A B C D E F G H I E H
= 4, H3K9 Acetylation
3]
whd
=
o
.E 2 * *
Y
o | * . oWT
R r r . r = Trim24-
§ i
0
F . Polll
6 e B
55 E
o ™
£ 4
S
3 oWT
X = Trim24--
2
) IlL.ﬂj
0

A" B C D E G H I Herquel et al., figure 5



U3l (LTR)

* |

o L ©o N D
PR T TR S T R S

Expression (arbitrary unit)

Trim28 Trim24 Trim28
Trim24

U3l (Env)

*

|
= [

| — |

Expression (arbitrary unit)

W

— - -

ONBAOOOONMAO®

Trim28 Trim24 Trim28
Trim24

WT

U3l (LTR)

*

I |

Expression (arbitrary unit)

- AN
o o

WT Trim33 Tnm24 Trlm33
Trim24

U3l (Env)

——

*

T

| |

=

Expression (arbitrary unit)

o O o o

WT  Trim33 Trim24 Trim33

Trim24

u

itrary

rb

Expression (a

300,
250+
200+
150+
100+

50

0

nit)

350,
300
250 ;
200;
150
100
50 -

—_
O PA~AOOOCOCO N B
1 1 1 1 1 f I

U3l (Gag)

30,
251
20
151
10

25-

20+

151

104

1l

I_I_I lI—| 0

U3l (Pol)

*

* |

A

WT Trim33 Trim24 Trim33

Trim24

= . | . .
Tnm28 Tnm24 Trim28 WT Trim28 Trim24 Trim28
Trim24 Trim24
Lcn13 Position H
100 *
80
60 *
40
’i 20-
WT Trlm28 Tnm24 Trim28 WT Trim28 Trim24 Trim28
Trim24 Trim24
U3l (Gag) Us3li (Pol)
1 2s0; ]
200
150 -
* *
100 -
*
] 50 *
4|=|_,_li|_,_|j , .0 , , |_:i ,
WT Trim33 Trim24 Trim33 WT Trim33 Trim24 Trim33
Trim24 Trim24
Len13 Position H
g 50, . |
* | 40| *
30
10 |
El | ol [l A

WT  Trim33 Trim24 Trim33
Trim24

Herquel et al., figure 6



U3I (U3)
DR1

5' TGAAAATTACTGGCCTCTTGTAGAGACATGAACTTTCACCTCGGAGCCCACCCCCACCCATCTGGAAAACATACTTGAGAAAAAACATTTTC

TGAACAACCACAGAATGTTTCAACAGGCCAGATGTATTGCCAAACACAGGATATGACTCTTTGGTTGAGTAAACTGTGGTTGTTGGGCTTC

CCCTGITTCCCTCCCCATTCCCCCTICCCAGTTTGAGGTTTTAGCCTTTAAAAGCTTGTGAAAAATTTGAGTCTTC 3'
TATA

U3II (U3)
DR5

5' TGAAGAATAAAGATAAAAAATTACTIGAACTCTTCCTCACCCCAGAIGCCCGACCCCCTCCCATCTAGAGGTTGTTCCCAGAACACTCCTGAACT
DR2 —_— E—— —_—
CTTCACCCCAGAAT[GCATTCCTGAACTCCTCACCCTAGAGTTCGAACCCTCCCAACTAAAGACTGTTCCAAGAACATTTTTGAGATAAGGGCC

TCATGGAACAACCTCAGAATGAACCGGGTACATTGCCAAATAATAGGACATGACCCTTAGTTACGTAGAATTCCCTTGGCAGAACCCCTTGTCC

CTTGGCAGAACCCCTTAGTTATGCAAACTTGTACTTTCCCTGCCCCGCTCTCCCCCTTGAGTTTTTTCCTATATACGCCTGTGAAAAATTTTGGC

\ TATA
TCGAG 3
U3III (U3)
. DR1
5 TGAAGAATAGAAAAAATTACTGGCCTCTTGTGAAAACATGAACTTTTACCTCGGAGCCCACCCCCTCCCATCTAGAGGTTGTTCTCGGAACA
DR2 _— —

CTCCTAAACTTTTCACCCCAAAACTCCTCACCCTAAAGTTCGACCAAGAAACATTTTTGAGATAAAGGCCTCCTGAAACAACCTCAAAATGAA
— b —p
CCGGGTACATTGCCAAATGATAGGACATGACTCCTTAGTTACGTAGGTTCCTTGATAGGACATGACTCCTTAGTTATAGATTCCTTIGGCAGAA

[CTCCCTAGTGATGIFAAACTTGTACTTTCCCTGCCCAGTTCTCCCCCTTTGAGTTTTACTATATAAGCCTGTGAAAATTTTGGCTGGTCG 3'
TATA

U3IV (U3)

DR1
5' TGAAGAATGAAAAATTACTGGCCTCTTGTGAGAACATGAACTTTCACCTCGGCGCCCACCCCCTCCCATCTTAGAAAACATTTTTGAGATAA

AGGCCTCCTGGAACAACCTCAAAATGACATTGCCAAATGATAAGACATGACACCTTAGTTACGTAGGTTCCTTGATAGGACATGACTCCTTA

GTTACGTAGGTTCCTTGATAGGACATGACTCCTTAGTTACGTAGAATCCTTTGGCAGAACCCCTTGTCCCTTGGCAGAACTCCCTAGTGATG

TAAACTTGTACTTTCCCTGCCCTGCCCAGTTCTCCCCCTTTIGAGTTTTACTATATAAGCCTGTGAARAATTTTGGCTGGTCG 3'
TATA

Herquel et al., Supplemental figure 1



Gene Primer
U3I (LTR) AGATGTATTGCCAAACACAGG
AGGGGGAATGGGGAGGGAA
U3Il (LTR) |GAACTCTTCCTCACCCCAGA
GAGGAGGAGTTCAGGAATGC
U3iil (LTR) |CTTTTCACCCCAAAACTCCTC
CATCACTAGGGAGTTCTGCCA
U3IV (LTR) |CCTCAAAATGACATTGCCAAA
TTTCACAGGCTTATATAGTAAAACTC
U3ll (Gag) |GATTGTCAGCAGCTCTTGCA
AAAGCCTCGTCCACAAGGTT
U3l (Pol) CACTAAAACTGAGACTGCCC
AATCGATGCCCAACTGAGTG
U3ll (Env) CAAATTTGAGCATCGGGTCC
ACATCCATAGCTGCACGTAG
A GAAGGGCCAAGACATCTGAA
CAGGCAACAGGAATCATCTTT
B CCTCTACCCGAGTTACTCAT
GGAGCTGAAGGTTGTTGTTG
C CCAAGTGCTGGTATCTCTCT
AAAACTGTGAGCACACCCGAG
D GACTCAGGCTGGTGTCCTTC
GCGTAGTCCCTGTCTGAAGC
E CCTGGTTGGAGACATCCTGT
CCAGAAAGCCATTACCTGCT
F CTTCACCCAGGAGAAGCTGAA
AATCCCAGTCACAGACC
G GAGAGACAAGCAGAGCACCTG
TGGCCTTGTTCATCTCTTCC
H CCCAACTCTCACCCTCCATA
GAGAGATTTGGGAACCACCA
/ ACTGACCACAGCCAGGAGAT
AGCATCCTCAGTGCTCCTGT
Lcn13 GACGTCGGTGAATGAGCACT
CCGATCTCTGGCACAAACAT
Mbd1 +236 |ACAAAGGCGGAATGTCTCCT
CAAAGTCGCTCCGGACACAA
Mbd1 exon1 |CAGAGGCGACTGTTTTGGAA
CAGCTTCCTCCGCTCTAGG
Mbd1 intron1 |GGGACTAGGATGGCGAGGAGT
TTTGGGACGCCATTTCTATC
Mbd1 exon2 |[TCTGTTCTGTCCCTGAAGCA
ATGTCTGAGCGTCCAAACG
Mbd1 exon3 |GCCTTCTAAACCAGCCAAGA
GATGCAGATGCAGACGAAG

Herquel et al., Supplemental table 1



VL 30 subtype

Sequence (BLAST)

U3l

usll

u3lil

u3lv

tgaaaattactggcctcttgtagagacatgaactttttacctcggagcccacccccacc
catctggaaaacatacttgagaaaaaacattttctggaacaaccacagaatgtttcaac
aggccagatgtattgccaaacacaggatatgactctttggttgagtaaactgtggttgtt
gggcttcecctgttcectecccattcccecteccagtttgaggttttagectttaaaagett
gtgaaaaatttgagtcttc
tgaagaataaagataaaaaattactgaactcttcctcaccccagageccgaccectce
catctagaggttgttcccagaacactcctgaactcttcaccccagaatgcattcctgaa
ctectecaccetagagticgaacccteccaactaaagactgttccaagaacatttttgaga
taagggcctcatggaacaacctcagaatgaaccgggtacattgccaaataataggac
atgaccccttagttacgtagaattcccttggcagaacccecttgteccttggcagaacce
cttagttatgcaaacttgtactttccctgecccgetcteeceecttgagttttttcctatata
cgectgtgaaaaattttggetcgag
tgaagaatagaaaaattactggcctcttgtgaaaacatgaacttttacctcggagecca
cceccteccatctagaggttgttctcggaacactcctaaacttttcaccccaaaactect
caccctaaagttcgaccaagaaacatttttgagataaaggcectcctgaaacaacctcaa
aatgaaccgggtacattgccaaatgataggacatgactccttagttacgtaggttccttg
ataggacatgactccttagttatagattcctttggcagaactcectagtgatgtaaacttg
tactttccctgeccagttctecccctttgagttttactatataagectgtgaaaaattttgge

tggtcg

tgaagaatgaaaaattactggcctcttgtgagaacatgaactttcacctcggageccac
ccceteccatctagaaaacatttttgagataaaggcectectggaacaacctcaaaatga
cattgccaaatgataagacatgacaccttagttacgtaggttccttgataggacatgact
ccttagttacgtaggttccttgataggacatgactccttagttacgtagaatcctttggea
gaaccccttgtcecttggcagaactccctagtgatgtaaacttgtactttcectgeccag
ttctccececctttgagttttactatataagectgtgaaaaattttggctggteg

Herquel et al., Supplemental table 2
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Discussion et perspectives

Caractérisation des protéines de la famille TIF1 cmme suppresseurs

de tumeur dans le foie

Le carcinome hépatocellulaire est I'un des cantessplus meurtriers avec 500.000
décés par an (Feo et al., 2006). La pathogeneséculaire de cette maladie n’est que
partiellement connue, mais de récents progrés tdopigues fournissent I'espoir d’'une
amélioration de la compréhension de ces mécanisPasni les méthodes disponibles,
l'utilisation de souris génétiguement modifiées stdne une stratégie de choix pour valider
limportance des différentes voies de signalisatiénégulées dans les CHC ainsi que pour
tester différents composés pharmacologiques suBlEptde constituer de nouveaux
traitements.

Les cas d&nock-outconduisant au CHC ne sont pas tres fréqugaktdeau 15) Cette
liste se voit a présent complétée par trois noweas : La délétion germinale ou hépato-
spécifique de TIF, et la délétion hépato-spécifique de Tkt TIFYy. Si tous ces membres
de la famille TIF1 possédent des propriétés dergggpur de tumeur dans le foie, seul TIF1
a été caractérisé dans le détail, les effets d&pTéf TIFLy n’étant pour le moment décrits
gue par leurs propriétés communes ou synergiqueses B lo.

Le phénotype des souris mutantes pour &IBLit les étapes caractéristiques de la
tumorigénése : ddeci d’altération cellulaire sont détectés chez 10%sirsis mutantes a 7
mois ; I'apparition d’hépatoadénomes est d’envis@8o a 9 mois, puis, a 12 mois, 20% des
souris TIF1a"" développent des hépatocarcinomes. Entre 19 et @89, da pénétrance du
phénotype devient compléte et des métastases [delmes certains cas étre détectées dans le
poumon, prouvant la malignité de ces tumeurs (Kimimian et al., 2008).

Dans notre laboratoire, des expériences de traittame DEN ont été menées sur des
souris sauvages &lFla”. Le protocole utilisé, consistant en une uniqyeciion & 'age de
2 semaines, est insuffisant pour induire I'hnépattinagenese a I'age de 7 mois chez les
souris contréles. Il est en effet établi qu'unpgedtocole ne provoque la cancérisation du foie
gu’'au bout d’'1 an, avec toutefois une forte péméga(Heindryckx et al., 2010). Chez les
souris mutantes, cette injection aggrave considEradnt le phénotype puisque 85% des
souris présentent des tumeurs a 7 mois, dont 392dH{e (Khetchoumian et al. 2008). Tkl

possede donc un effet protecteur contre la tumoéige hépatique induite.
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1. Dérégulation du cycle cellulaire chez les hépatgtesTIF1a™

Le premier défaut phénotypique observé en l'absalecd IFX. est une prolifération
accrue des hépatocytes a partir de 3 semainesngatades. L’hyperprolifération est un
phénomene fréquent dans les événements initiau@HID (Laurent-Puig et Zucman-Rossi,
2006). Cette observation est en corrélation avefaitequ’'une proportion importante des
suppresseurs de tumeur et oncogenes causant bloépaihogenese chez la souris soient
impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire. ToFest & ajouter a cette liste de facteurs
provoquant une dérégulation de I'entrée dans leeajes hépatocytes.

Cette hyperprolifération devient détectable alars ge produit dans le foie la mise en
guiescence des hépatocytes, c'est-a-dire leur eemqirégressive en phase GO du cycle
cellulaire. Ces défauts ont été observés a lactoéz les souris invalidées pour TéFdans la
lignée germinale et dans le cas de linvalidatigipato-spécifique TIF1a-?> AlbCre")
démontrant que l'effet de Tlkdsur la prolifération est un phénomeéne cellulaireeaome.

En accord avec ces résultats, nous avons montrdagser-expression de TIkldans les
cellules Hepal-6 et HepG2, dérivées respectivemib@patocarcinomes murins et humains,
ralentissait considérablement leur croissance.ttéendans le cycle cellulaire de ces cellules
dépend de la quantité de Tkintracellulaire : une sur-expression entrainehiinition de
'entrée en phase S du cycle cellulaire et a laepeu potentiel de ces lignées a former des
colonies ersoft-agar propriété caractéristique des cellules transfesné

L’entrée anormale dans le cycle cellulaire des tufytes TIFla” pourrait étre le
facteur déterminant de I'apparition de néoplasissde foie. En effet, suite a I'observation
gu’un certain nombre d’agents carcinogénes étaieméalité mitogenes pour les hépatocytes,
il a été postulé que la prolifération hépatocytaiogrrait intrinséquement constituer la cause
du cancer (Ames et Gold, 1990). Une cellule en ecymloduit naturellement un certain
nombre de mutations lors de la réplication de sdDNA celles-ci pouvant favoriser
I'activation d’oncogenes ou l'inactivation de supgseurs de tumeurs. D’autre part, le foie
étant un organe de détoxification, les hépatocpmsraient s’avérer sensible aux agents
mutagenes produits par le métabolisme en particalans le cadre d’une prolifération
anormale.

L’hypothése alternative consiste a dire que la tigenese est une conséquence de la
polyploidisation des hépatocytes. Dans le foie higsatocytes ont effectivement tendance a
polyploidiser, une fraction d’entre eux possedgémotype tétraploide des 3 mois. Les souris

TIFlo” accomplissent une polyploidisation supérieure ldesemaines, age ol une fraction
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importante d’entre eux posséde un génotype 8n ou(Kéetchoumian et al., 2007). La

polyploidisation des hépatocytes est un phénoméagtadomme correspondant a leur entrée
en sénescence. Il a été proposé que ces celldes lai capacité d’activer les cellules

progénitrices du foie, ce qui favoriserait le déypglement de néoplasies (Gupta, 2000).

2. Implication de TIFla dans le maintien de la quiescence

Nos observations sur lenock-outgerminal démontrent que Tl&Jpossede la capacité
de stimuler la mise en quiescence des hépatocy@ete observation impligue deux
meécanismes potentiels parmi lesquelskieck-out germinal ne permet pas de faire la
distinction : TIFL pourrait étre uniquement requis au moment de ceise en quiescence
dans la période post-natale, ou bien il pourraé §arant de son maintien tout au long de la
vie des hépatocytes.

Les souris invalidées spécifiquement dans les bépats a 'age adultd (F1a-*“%/Alb-
CreER?" traitées au tamoxiféne) nous permettent de conficatte seconde hypothése. En
effet, dans ces souris ou Thrgst efficacement invalidé dans les hépatocytesinestil se
produit une hyperprolifération dans des proportigimilaires a celles observées chez le
knock-outhépato-spécifiqueT(F1a-?*%Alb-Cre). TIFla est donc nécessaire au maintien de
la quiescence hépatocytaire durant toute la vid'atemal. Son réle au niveau du cycle
cellulaire ne se limite donc pas a stimuler I'eat@n phase en GO mais a empécher la
transition de la phase GO/G1 a la phase S du cgtlidaire.

D’autre part, ces souris invalidées pour TdRillI’age adulte développent spontanément
des CHC dans des proportions légerement inférieamesas de l'invalidation germinale de
TIFla. Dans cette lignée, les hépatocytes sont anornealieproliférants et polyploides, il
n'est donc pas surprenant que la cancérisationreduige. Les différences en termes de
pénétrance peuvent trouver deux explications stlpessible que le traitement au tamoxiféne
provoque la recombinaison des alléles floxées awecefficacité inférieure a 100%, ce qui
pourrait diminuer la probabilité de transformatidas hépatocytes ; la seconde possibilité
serait que les hépatocytes soient moins susceptiiie perte de Tlkllorsqu’ils sont adultes.
Cette seconde possibilité est illustrée par I'obston selon laquelle le protocole d’induction
du CHC au DEN est plus efficace sur des sourisgeuue sur des adultes (Vesselinovitch et

Mihailovich, 1983), ce qui serait d( aux différeack prolifération des hépatocytes.
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3. Pathogenése moléculaire

a. La voie de l'acide rétinoigue

Dans le fond génétiquelF1la”, I'invalidation d’une copie d&®ara sauve le phénotype
d’hyperprolifération et d’hépatocarcinogenese (Khetimian et al., 2007). L’hypothese de
travail principale pour expliquer le phénotype gihtocarcinogenése des souris invalidées
pour TIFo est par conséquent que R&ABbIt un pro-oncogéne pour le foie.

Pour confirmer cette hypothése, des études dectiptmiques ont été menées au
laboratoire par Johan Tisserand. Ces études ottadt&es sur la comparaison de souris de 5
semaines sauvageBFla” et TIFla”Rara™". A cet age, seul I'événement le plus précoce, a
savoir la dérégulation du cycle cellulaire, a ldwez le mutant.

Les résultats ont montré que la voie de l'acidao@fjue était sur-activée (Tisserand et
al., manuscrit en préparation). Un total de 42 gassimilés a cette voie ont été trouvés sur-
exprimés uniquement chez les sodfBla’, leur expression étant inchangée chez les souris
TIFlo Rara™ par rapport aux souris sauvages, ce qui démongdagvoie de I'AR est sur-
activée en I'absence de Tl-tle facon strictement dépendante de la quantiE&Adru.

Des travaux complémentaires menés au laboratotrenontré que I'hyperprolifération
caractéristique dans les hépatocytes invalidés pifeta ne se produit pas apres délétion
biallélique hépato-spécifique de RasourisTIFla"?"%Rara-*"4Alb-CRB, confirmant que
TIF1o controle la prolifération des hépatocytes en amiagant la voie de I'acide rétinoique
meédiée par RAR de facon cellulaire autonome. Confortant -cette eolaion,
ladministration d’antagonistes pan-RAR (BMS493) oatit a une diminution de
I'hyperprolifération des hépatocyt@sFla’ (Khetchoumian et al., 2007). La régulation de
cette voie est donc cruciale dans le contrble gwdéfération hépatocytaire et son activation

pourrait constituer un événement déterminant dgpBitocarcinogenese.

b. Autres voies déréqulées

D’autres voies de signalisation ont été mises erdeé¢ce comme sur-activees
spécifiquement chez les soufi=1a”" et non-dérégulées chez les soiiiElo’ Rar ™ :
> Les voies TGB et IFNy/STAT1 sont considérées comme anti-oncogéniques,
notamment pour le foie. En effet, la voie de I'fFNeut étre pro-apoptotique, notamment

grace a l'activité de son facteur de transcrip8dmAT1. STAT1 est trouvé sous-exprimeé dans
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de nombreux cancers (Yoshimura et al., 2006). Lia ga TGFf est, quant a elle, retrouvée
inhibée dans les phases précoces du développemeaa@nders du foie car elle possede des
effets anti-prolifératifs. Elle est néanmoins fréqument activée dans les phases tardives du
CHC ou elle promeut le potentiel métastatique deitaeur (Dooley et al., 2009). Il est donc
inapproprié d’expliquer le phénotype des solitila™ par ces dérégulations.

» La voie Wntf-caténine est, par contre, connue pour son impoEtan
prépondérante dans I'hépatocarcinogenese. En dffest connu que I'oncogéne le plus
souvent muté dans les CHC est le géne codant pgucdténine (CTTNB1) et que certains
régulateurs négatifs de la voie comme la protéinrddNA sont fréquemment retrouvés
inactivés dans le CHC humain (French, 2010). Dapiart, les souris mutées pour APC, un
inhibiteur majeur de cette voie, font partie desdaies d’induction spontanée du CHC
(Colnot et al., 2004). La sur-activation de la viimt observée chez les soufitFla” est
donc un excellent candidat pour expliquer le phgmot d’hyperprolifération et
d’hépatocarcinogenese spontanée.

TIF1la pourrait réguler ces voies de maniere primairesecondaire. Il est en effet
possible que des liens directs existent entre ia de I'AR et ces différentes voies, au
contraire il est aussi possible que ces voies taietivées en réponse a I'hyperprolifération
des hépatocytes, en particulier en ce qui conclsevoies anti-prolifératives mises en
evidence. L’identification de potentiels sites deafion de RAR: dans le promoteur des
régulateurs de ces voies par la méthode de ChlRgiopermettre de distinguer les cibles

directes et indirectes des complexes RARF1a.
4. Spécificité pour le foie

Si TIFla est exprimé dans un grand nombre de tissus (Rdsikauet al., 1999 ;
Niederreither et al., 1999), sa perte ne provogeeuineurs qu’'au niveau du foie. Cette
propriété organo-spécifique est partagée par @dawuppresseurs de tumeurs (Sherr, 2004).
Plusieurs hypothéses peuvent étre formulées paquligerr cette spécificité :

» Dans le foie, les hépatocytes ne sont pas touscpnés a I'age adulte, une
certaine proportion continue a se diviser. D’ayia€t, les hépatocytes gardent leur capacité a
entrer dans le cycle cellulaire, en particuliergincas de section chirurgicale mais aussi en
cas de dommages causés aux hépatocytes. Ce phénorappelé « régénération
hépatocytaire », permet de retrouver la masseliitiu foie aprés un dommage important

(Fausto et al., 2006). Le foie est I'un des ranggmoes capables de régénération, partageant
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cette propriété avec la peau ou les cellulesiu pancréas. Cette propriété nécessite
vraisemblablement un programme de contréle du cgeltulaire particulier qui pourrait
expliquer la spécificité de I'effet de TIk1

» Il existe un certain nombre de co-répresseurs dés dri pourraient
potentiellement partager des fonctions redondaatex TIFL (LCOR, NSD1, PRAME,
RIP140 et REA). On peut imaginer que certains decoefacteurs soient capables d’assumer
les fonctions de TIFd dans des organes spécifiques ou, par exemple,oats e
'embryogenése. Les données issues de nos pucendtfix (Tisserand et al., manuscrit en
préparation) indiquent que LCOR et NSD1 sont prissdans le foie, ce qui ne serait pas le
cas de PRAME, REA et RIP140. Des études plus pessddmmunohistochimie dans
différents tissus devraient permettre de corréer éxpression et I'effet de TIk1

» Des études menées dans notre laboratoire ont dégrmume la perte de Tlel
induit la dérégulation de genes différents d’'unamg a un autre. Cette étude menée par
Mihaela Ignat trouve son origine dans I'observatipre les souri§IFle’ présentent une
hypercalcification artérielle rappelant le syndrodeeMonckeberg chez I’'homme. Il est connu
gue cette pathologie dépend d’une sur-activatiotadeie de la vitamine D3 au niveau du
rein. Une comparaison des génes cibles de VDR l@arsin a été entreprise sur les souris
sauvages efIFla”. Cette méthode a permis de montrer que ces g@méssisr-exprimés,
alors qu’ils sont inchangés dans les foies mutdigsat et al., 2008 ; Tisserand et al.,
manuscrit en préparation). Tl&Peut donc agir sur des voies et des processusgimoles
différents d’'un organe a un autre grace a sa c#padnteragir avec de multiples récepteurs
nucléaires. Cette constatation explique qu'il paigwsséder des effets tres différents en

fonction de l'organe.
5. Un modele valide pour 'lhomme ?

Quelques connexions entre TiF&t la cancérogenese humaine sont connuesodstl
trouvé dans plusieurs protéines de fusion oncogésiidentifiées dans des types particuliers
de cancers humains, comme les cancers de la teym#d « enfants de Tchernobyl »
(Klugbauer and Rabes, 1999), ou le syndrome myelidégratif (Belloni et al., 2005). De
plus, le locus chromosomique d@#&1a (7932-34) a été trouvé endommageé dans des cas de
leucémie lymphoblastique aigué (Strefford et 20072 et de cancer de la muqueuse buccale
(Liu et al., 2006). Il n’existe cependant aucuneléta I'heure actuelle démontrant que T™F1

soit muté ou inactivé dans le CHC humain.

87



Les souris génétiguement modifiées ne reproduipast précisément la situation de
canceérisation humaine. En effet, kmock-outgerminal est plus adapté pour modéliser un type
de cancer causé par une anomalie génétique faamliasque, dans ce cas, toutes les cellules
de l'organisme comportent la mutation. Le CHC estnu pour étre causé par des altérations
transcriptomiques apparaissant a I'age adulte. ®¢ait, I'inactivation de TIF& dans les
hépatocytes matures grace a la fusion CPéERductible au tamoxiféne est un meilleur
modeéle. Chez ces souris, nous avons observé unglé&enphénocopie du mutafitFle™,
aussi bien au niveau histologique que transcrigjomi ce qui renforce I'hypothese que nos
mutants TIFla” constituent un modéle d'étude intéressant pouépitocarcinogenése
humaine. Une approche de génomique fonctionneher@eirsson et al., 2006) permettrait de
comparer le profil d’expression génique des tumdifda’ & ceux des CHC humains et de

déterminer le sous-type de CHC humain qui corred@onotre modele.
II. Interactions entre les protéines TIF1
1. Purification d’'un complexe comprenant les difféents TIF1

Au laboratoire, un projet visant a purifier les quexes liés a TIFd a été mis en ceuvre
par Khalid Ouararhni. Le principe de cette expérgea consisté a étiqueter TtFa l'aide de
deux épitopes placés en 5 de la protéine afin @epurifier par deux précipitations
successives.

TIF1la a une localisation subcellulaire strictement naicé et lie la chromatine avec
une grande affinité (Remboutsika et al., 1999)xp&rience de purification a confirmé ces
résultats : une fraction des complexes nucléaioedenant TIF& est liée aux histones, un
nucléosome complet (H2A, H2B, H3 et H4) ayant d&mntifié par spectrométrie de masse.

Un certain nombre d’interactions physiques entr&ldl et différentes protéines
impliquées dans le remodelage de la chromatineétendécrites. TIFLest capable d’'interagir
avec les HDAC ainsi que les protéines HP1, progémesponsables de I'établissement et du
maintien de structures de type hétérochromatinialgen et al., 1999). La purification des
complexes liés a TIFlconfirme ces interactions : les trois isotypestdB4 ont été identifies
de méme que les HDAC 1 et 2.

Les HDAC 1 et 2 sont fortement identiques en sécgiert sont trouvées dans les
mémes complexes répresseurs sous forme d’héténadini®in3, NuRD, CoRest, PRC2). Il

n'est donc pas étonnant que Tdfuisse aussi bien recruter les deux isotypesxifite
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d’autre part une redondance fonctionnelle entredsx HDAC illustrée par le fait que les
différents KO tissus-spécifiques étudiés pour HDA@L HDAC?2 soient sans phénotype
(pour revue : Haberland et al., 2009). L'implicatides HDAC dans la répression médiée par
TIF1la est confirmée par la sur-acétylation observée imean du locud.cn13BmydVL30
dans les foieFIF1a™. Si notre étude a montré une modulation de I'daton sur la Lysine 9
de I'histone H3, il se pourrait que d’autres lysirsmient affectées puisque les HDACL1 et 2
désacétylent aussi bien les histones H3 et H4rmangrer de spécificité de substrat marquée.

La purification des complexes liés a TtFh révélé la présence abondante de deux
autres membres de la famille : TF&t TIFY. Les deux protéines sont les partenaires de
TIFla ayant donné le plus grand nombre d’identificatidiespeptides en spectrométrie de
masse, suggerant qu’ils puissent étre des intenagctarimaires de TIRL En particulier,
TIF1ly est trouvé dans des proportions quasiment stoeétimues alors que TIBlet
généralement moins abondant. Si la possibilitéT&da et TIFly puissent interagivia leur
domainecoiled-coil est connue (Peng et al., 2002), les deux TIF1 isgapables d’interagir
avec TIFB par ce domaine. L’'étude citée ayant été réalisgguement avec les fragments
RBCC des différents TIF1, elle n’exclut donc pag quF13 puisse lier TIF& ou TIFly par
leur domaine central ou C-terminal.

Une séparation supplémentaire de ces complexebBupsation d'un gel gradient de
glycérol a permis de montrer que les pics de pmetdilF]3 et TIFly sédimentent dans des
fractions proches, sinon identiques. Cette méthddepas permis de séparer avec certitude
des sous-complexes comprenant seulement deux alssTiF1. Une autre approche a été
utilisée au laboratoire, elle consiste a purifies lcomplexes liés a Tlilpar la méme
meéthode de TAPtag décrite précédemment. Les pasrde TIF1 identifiés comprennent
notamment TIF& et TIF13. Ainsi, pour s‘assurer définitivement de l'arckitere de ces
complexes, une étape supplémentaire de purificaéisih nécessaire : nous envisageons
actuellement d’immunoprécipiter TlBur les complexes isolés par immunoprécipitatien d
TIFla en utilisant un anticorps dirigé contre T{F&ndogéene. La présence éventuelle de
TIF1B dans ce sous-complexe serait évaluée par Westgtn-b

La présence de TIBlet TIFly parmi les partenaires de Thrimplique que les HDAC
et HP1 puissent étre aussi bien des partenairésrddes trois TIF1 que des trois a la fois. Il
est possible que les TIF1 aient des partenairesndathts dans le remodelage de la
chromatine, mais il se peut aussi que ces pareEnaoient spécifiques (par exemple un
isotype particulier d’HP1 pour un TIF1 donné) eitaat ainsi un phénomeéne de coopération

au sein de ces complexes.

89



2. Interactions fonctionnelles entre les TIF1

Les protéines TIF1, bien qu'elles possedent destifmms communes de répression
transcriptionnelle, sont connues pour leur impiaatdans des voies de signalisation
différentes. Si leurs partenaires enzymatiques sommuns (les HDAC par exemple), elles
se lient a des facteurs de transcription distinissi TIF1o est le seul membre de la famille a
avoir « hérité » de la propriété de Bonus de madiaetivité des RN tandis que TIBla
suffisamment divergé au cours de I'évolution podmer la capacité de se lier aux facteurs
de transcription a domaine KRAB, enfin TiF&st impliqué dans la modulation de la voie du
TGF4 par son interaction avec les facteurs de trartsoniEMAD. La démonstration de leur
non-redondance est illustrée par la létalité emtmgire des sourigknock-outpour TIFY
(Kim et al., 2008) et TIH1 (Cammas et al., 2000). La perte de TiFiest, par contre, pas
létale au stade embryonnaire, ce qui pourraitéaipgnser qu’il ne possede pas de fonction
cruciale a cette étape du développement, ou bierd@utres co-facteurs puissent prendre en
charge ses fonctions de facon redondante comme3TTHELly ou bien encore d’autres co-
répresseurs des RN comme RIP140 ou LCOR.

Pour comprendre la signification biologique de tasence de TIHlet TIFly au sein
des complexes liés a Tl&lnous avons invalidé TIBlet TIFly spécifiguement dans les
hépatocytes en croisant les lignées de sourisxéd®» pour les deux genes (Cammas et al.,
2000 ; Vincent et al., 2009), et la lignée invaiideour TIFL dans les hépatocytes
(TIF1a"*")/Alb-CRB. Nous avons ainsi pu comparer les mutants sinyes les trois TIF1
ainsi que les mutants composés TH1F1p et TIFI/TIF1y.

Tous les mutants simples générés de cette mangedogpent I’hépatocarcinogenese
avec une pénétrance différente. Les plus atteifitsga de 14 mois sont les mutants TdE1
les mutants TIHL ont un phénotype de gravité intermédiaire, et mestants TIF%
développent I'hnépatocarcinogenese le plus faiblént@es résultats impliquent que les trois
protéines aient des fonctions spécifiques dangparession de tumeurs.

Le doubleknock-outTIF1a/TIF1B développe des tumeurs du foie avec une pénétrance
équivalente aknock-outde TIFB seul, indiquant que les effets des deux TIF1 m¢ pas
additifs. Dans la mesure ou la perte de TiB&ule a plus d’effet que celle de TBrbn peut
imaginer que les deux protéines possédent des gdmles en partie indépendants dont la
dérégulation module la gravité de I'hépatocarcimeége. Si les génes cibles de TdEbnt en

nombre restreint (Tisserand et al., manuscrit épgmation) ceux de TIBlsont connus pour
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étre nettement plus nombreux (O’'Geen et al., 200n) peut donc formuler I'’hypothese
selon laquelle TIFL et TIF13 posséderaient un groupe restreint de genes abi@snuns
alors que TIFf agirait sur de nombreuses autres cibles sans ol lE& phénotype
d’hépatocarcinogenese observé chez les mutant$ édrrait étre moins pénétrant car ses
cibles comprendraient notamment des voies antifratives ou pro-apoptotiques qui
limitent la cancérisation. Des études transcriptpes comparant les deux mutants
permettraient de mieux comprendre ce phénomene.

La double délétion d&IF1la et TIF1y résulte en une situation différente : T¥Hdossede
un effet moins pénétrant sur I'hépatocarcinogemngse TIFL, mais le doubl&nock-outest
synergique. En effet, la totalité des foies doutrieck-outdisséqués a 13 mois contient des
dizaines de tumeurs, phénotype correspondant amopipe des mutants TIkla 24 mois.
Ces différences pourraient s’expliquer par I'imation des deux co-facteurs dans des voies
différentes dont chacune contribuerait au dévelomre de [I'hépatocarcinogenese.
Néanmoins, plusieurs arguments viennent contreciie supposition. En effet, Tl&l
semble étre impliqué dans la voie TGFpuisque dans les souris mutaniéfla’ de 5
semaines, cette voie est sur-activée (Tisseraatl,ehanuscrit en préparation). D’autre part,
les purifications entreprises au laboratoire dempiexes liés a TIRL ont clairement
démontré que celui-ci est capable d’interagir aRédR, en particulier en présence d’acide
rétinoique. Cette interaction pourrait s’avérer étrdirecte. Au vu de ces données, il est
tentant d'imaginer que Tlklet TIFly soient capables d’interagir directement viadded-
coil (Peng et al., 2002) et que le recrutement deyTHat les RN soit secondaire et dépendant
de TIFX. A l'inverse, la présence de Tl&ksemble affecter la capacité régulatrice de ¥IF1
dans la voie du TGB-; ceci pourrait signifier que Tlklpossede une action sur cette woae
le recrutement par TIF1 Ainsi, les deux TIF1 seraient capables d'affeéermémes voies,
mais dans des proportions différentes : dans lairaesll TIFL serait le partenaire primaire
des RN et que TIRL serait le partenaire primaire des SMAD, leur peaféecterait
respectivement ces voies principalement. Une ntaifels, cette hypothese pourrait étre
confortée par des analyses de transcriptomes deis 3oF 1o et TIFYy, ainsi que des mutants

COMpOSES.
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[ll. Les TIF1 dans la répression des éléments traqesables

1. Mécanismes de I'inhibition des éléments répét@ar les co-facteurs TIF1

Le génome des eucaryotes contient une proportiosidérable d’éléments répétés dont
impact sur la biologie des cellules est actueketnmal défini (Tomilin, 2008). Il pourrait
étre étendu comme en témoignent certaines étutdasrecherche des éléments répétés
présents dans les régions non-traduites de tréms$armains et de souris a mis en évidence
gu’environ 20% des transcrits contiennent un élémgreté dans les parties 5’ ou 3’ (Van de
Lagemaat et al., 2003). D’autre part, 25% des ptears ont été montrés contenir un élément
transposable (Van de Lagemaat et al., 2003). lldestc vraisemblable que les éléments
répétés soient une composante importante du centtél 'expression de trés nombreux
genes.

Consécutivement a leur insertion, les élémentsspasables sont réprimés par des
mécanismes épigenétiques mettant en jeu les maiilins post-traductionnelles des histones
et la méthylation de I'ADN (Maksakova et al., 200Bgs expériences d’infection rétrovirales
ont mis en évidence que les séquences insérées tangénome hbéte sont
transcriptionnellement inactives au bout de 2 au8g. Le premier événement épigénétique se
produisant est une désacétylation des histonesui$3Hs}, alors que la méthylation d’'H3K9,
H4K20 et de I'ADN n’interviennent que bien plusdgPannel et al., 2000 ; Maksakova et al.,
2008). La dérépression de tels éléments peut étreée par divers mécanismes déstabilisant
le caractere hétérochromatinien de I'environnenaams lequel ils se trouvent (pour revue :
Maksakova et al., 2008).

La famille des protéines TIF1 comprend un membrd Heffet sur les rétrotransposons
est bien défini : TIFf est responsable du maintien d’une structure de h@gtérochromatine
sur de nombreux éléments transposables (Rowe @040 ; Matsui et al., 2010). Notre étude
présentée en publication n°3 démontre I'implicati@s deux autres TIF1, TlkEty, dans la

restriction des rétrotransposons.

a. Dépendance a 'acide rétinoique

Cet effet est néanmoins circonscrit au cas particdes rétrotransposons de type VL30
qui ont la particularité de posséder des RARE dans séquence LTR. Ces RARE sont

fonctionnels comme nous I'avons montré dans les $1&ilk les sous-groupes U3II, U3III et
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U3IV sont inductibles par traitement au RA. lls soidanmoins de séquences différentes
selon le sous-groupe, en effet seul le LTR de typB possede un DR5. Nous avons montré
dans les MEFs que la perte de TdFétait un pré-requis a l'activation transcriptiohadr A-
dépendante de ce sous-groupe, ce qui appuie I'hgpetqu’'un complexe RAR-TIkly soit
recruté. Dans les hépatocytes, seul ce sous-grodpleest dérégulé. Comme attendu, la
délétion des deux alleles Bara rétablit partiellement le niveau d’expression de éléments
sans pour autant rétablir un niveau d’expressiamab Nous pouvons vraisemblablement
expliquer ce phénomeéne par une inactivation inceteplieRara a I'age étudié (5 semaines).
Il parait ainsi clair que la dérépression des VLS80t dépendante d'un complexe
« classiques » RAR-TIFl Néanmoins, nous avons montré que le sous-grobedui ne
possede qu'un DR1 et n'est pas inductible au RAr@&gulé par TIFd. Cela implique la
possibilité que TIFd puisse inhiber ce sous-groupe particulier par estutement dd, par
exemple, au récepteur nucléaire PPAR qui est cponuinteragir avec TIRkilen présence de
ligand (Le Douarin et al., 1995).

b. Interaction fonctionnelle entre les membresadamille TIF1

L’interaction décrite précédemment entre les pna&®iTIF1 suggére qu’elles puissent
coopérer dans le contréle transcriptionnel desotr@nsposons VL30. Nous avons donc
comparé I'expression de ces éléments dans les fygrdtiquegnock-outpour TIFL, TIF1B
et TIFly ainsi que chez les doubles mutants TH1F1p et TIFl/TIFly. Nous avons ainsi
pu montrer que la perte de TIF-&st insuffisante pour affecter leur transcriptildanmoins,
dans un fondTIF1la™, la perte de TIFRL accentue leur dérégulation, suggérant que fIF1
posséde un effet répresseur subordonné a l'effdtlidkn sur ces éléments. Il semble donc
gue la présence des complexes répresseurs liégla Suffise pour établir une structure
répressive au niveau des VL30, l'effet des commexépresseurs liés a TIFlétant
secondaire. Ceci suggére que les deux co-facteargstent des enzymes de remodelage de la
chromatine différentes sur ces éléments. Notonsleuecrutement des deux TIF1 peut se
faire par des facteurs de transcription distinetsgu'’il est connu que TIFBLpuisse étre lié
aux rétrotransposons par une KRAB-ZFP (Wolf et (G2®09).

Le cas de TIFl est difféerent dans la mesure ou sa perte provameedérépression
modérée de I'élément VL30 de type U3Il. La perte TdBla a un effet nettement plus
drastique et la perte des deux co-facteurs entrair@e augmentation de I'expression par

rapport aux deux mutants simples. Selon I'hypoth&sdes deux TIF1 feraient partie du

93



méme complexe lié aux RN, on peut donc imaginellgjwoient tous deux capables
d’apporter des enzymes de remodelage de la chnoenaitix activités complémentaires et non
redondantes. Ce modele impliquerait d’autre paet TlFly puisse étre recruté au niveau du
LTR en l'absence de Tlkil Ceci pourrait s’expliquer par sa capacité a Tigflp, on peut
ainsi imaginer qu'en l'absence de TtE1lun complexe KRAB-ZFP/TIHATIF1ly réprime

partiellement I'expression des rétrotransposons0/L3

2. Impact des rétrotransposons VL30 sur le transcptome

Notre étude en publication n°3 démontre que laptéssion des VL30 a un effet sur la
transcription de genes placés a proximité. Noussdentifié un groupe composé de 26
genes dont I'expression semble dépendre d’'un VI3 de foie. Ces génes sont placés a une
distance moyenne d’'une soixantaine de kB de letméht régulateur et ont la particularité
d’étre systématiquement positionnés en aval. Pxuiiqeier ce phénomeéne, deux mécanismes

distincts ont pu étre mis en évidence.

a.Les rétrotransposons VL30 comme promoteurs aliiésn

Chez les souris sauvagesTéFla™, la transcription du génklbdl est initiée dans le
LTR 3’ d’'un élément VL30. Dans ce cas, la dérégotatdu gene observée aussi bien au
niveau de ’ARNm que de la protéine (résultat nablig) semble dépendre directement d’'un
mécanisme « canonique » de régulation transcripéib® impliquant un couple RAR/TIkl
Les séquences LTR des rétrotransposons VL30 peatrainsi servir de promoteurs
alternatifs pour de nombreux génes, ce qui leurférernit une dépendance a l'acide

rétinoique.

b.Dérépression de territoires chromatiniens

Le cas observé au niveau du lodiesn13BmydVL30 met en évidence un mécanisme
différent. Les deux génes étant positionnés ersamti par rapport au VL30, I'hypothese du
promoteur alternatif est a exclure. Une indicatmuciale est apportée par I'observation
statistigue démontrant que les génes dépendanilL@dssont systématiquement positionnés
en aval de leur rétrotransposon proximal. L’hypeéhéa plus probable pour expliquer ce

phénomene serait que la transcription des VL30'areése pas a I'extrémité 3’ du LTR et
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perturbe ainsi la structure chromatinienne surielus dizaines de kB. Ce phénoméne est
possible car les signaux de polyadénylation présagamns le LTR 3’ sont connus pour étre de
faible efficacité (French et Norton, 1997).

Nous avons vérifié sur le locus composé des geoe$3etBmyg que le VL30 placé a
11kB de Bmyc donnait effectivement naissance a un long ARN modant. Cette
transcription anormale a été corrélée a une présancrue de la Polll et de la marque
H3K9ac dans tout le locus. Notre modele consisexg@iquer les dérégulations des genes
Lcn13etBmyccomme la conséquence de la transcription de geABtINNc : elle entrainerait
en effet la sur-acétylation du locus jusqu’a unexpnité suffisante des promoteursnl3et
Bmycpour stimuler la décondensation de la chromatirfaaiter le recrutement du PIC sur
ces genes. Ce cas est un nouvel exemple de régutedinscriptionnelle par un long ARNNc,

notion qui est en émergence depuis quelques afp@asrevue Taft et al., 2009).

c. Etude globale des déréqulations VL30-dépendantes

Les deux cas décrits laissent supposer que cenimdeEs puissent étre généralisés pour
les 26 genes identifiés dont la régulation semlide ¥L30-dépendante. Il est néanmoins
possible que d’autres modes de régulation existentechnique de séquencage a haut débit
d’ARN (RNAseq) utilisée sur des hépatocytes sauvageTIFla” devrait se révéler
particulierement informative a cet égard. En effeteste a savoir quelle est I'étendue de
I'effet de TIFlo sur les VL30. Nous savons qu’en fonction du typkutaire (hépatocytes et
MEF) TIFla n’a pas d’effet sur les mémes éléments VL30. Sfan semble restreint au sous-
type U3l dans le foie tandis que dans les fibrstas, il régule les sous-types U3I, U3II et
U3IV. A cette complexité s’ajoute une donnée imaote : il a en effet été démontré que tous
les VL30 n'ont pas la capacité d’étre transcritatilisation de la trichostatine A a montré
gue les VL30 étaient fortement induits en I'absedtactivité HDAC ; dans cette étude,
l'identification des VL30 dérégulés grace a unehitegue de clonage et séquencage des
transcrits a permis de montrer que seuls certdardrd eux étaient sur-exprimés sans qu'il
n'y ait de corrélation en fonction du sous-typeui@neir et al., 2010). Cela signifie que des
facteurs probablement liés a leur position dangéleome, au contexte chromatinien et a la
présence de mutations dans leur séquence les temdemon transcriptionnellement
inductibles. L'expérience de RNAseq permettra de duels VL30 peuvent étre dérégulés au
sein de ces sous-types. En croisant ces donnéeslase€hlPseq de différentes modifications

d’histones réalisés sur des extraits de foie, rhisesans doute possible de comprendre
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limportance du contexte chromatinien sur la corapéé transcriptionnelle de ce type

particulier de rétrotransposons.
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Retinoic acid (RA), the active derivative of vitamin A, is an
important signaling molecule that controls various developmental
processes and influence the proliferation and differentiation of a
variety of cell types. RA exerts its biological functions primarily
through binding to and activating nuclear RA receptors (RARs,
which include the RARa,  and vy isotypes RARA, RARB and
RARC). Aberrant expression or impaired function of these nuclear
receptors has been linked to diverse types of cancer. RARs are
RA-dependent transcription factors that regulate gene expression
through the recruitment of different co-regulators (co-activators
and co-repressors). TRIM24 (formerly known as TIFlo) was
among the first co-regulators identified as interacting with RARs in
a ligand-dependent fashion, and it was recently shown to function
in mice as a potent liver-specific tumor suppressor by attenu-
ating Rara-mediated transcription. The fact that Trim247-, but
not Trim24”-Rara*-, mutant mice are highly predisposed to the
development of hepatocellular carcinoma (HCC) has significant
implications in cancer research. This result, along with the obser-
vation that in response to pharmacological inhibition of the RA
signaling, hepatocytes lacking Trim24 loose their ability to prolif-
erate, strongly implicates Rara as a proto-oncogene in hepatocytes
and demonstrates that overactivated RA signaling is deleterious to
liver homeostasis.

Introduction

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fifth most common
cancer in the world causing at least 600,000 deaths each year.! While
the highest incidences are found in Asia and Africa, with more the
half of the patients being reported from China, there is a trend of
rising rates of HCC in other countries, especially in Western Europe
and the United states where the incidence and mortality rates of
HCC have doubled in the past two decades and are expected to
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double again over the next 10 to 20 years.>3 Although much is
known about the cellular changes leading to HCC and the etiological
factors [i.e., hepatitis B virus (HBV) and HCV infection, aflatoxin
exposure and alcohol abuse] responsible for the majority of HCCs,
the molecular pathogenesis of this disease is not well understood.*>
Moreover, due to the lack of early diagnostic markers and effec-
tive therapeutic strategies, HCC has an extremely poor prognosis
(7% survival at 5 years).® Consequently, to improve our current
strategies for screening and treatment of this disease, a profound
knowledge of the molecular mechanisms involved in tumor initiation
and progression is essential. In recent years, several animal models
for HCC development have been described, providing some insights
into this issue (reviewed in refs. 7 and 8).

Included in these animal models are those with chemically induced
HCC and those with gain or loss of function mutations in genes
representing the major molecular pathways known to be frequently
dysregulated in human HCCs (i.e., the p53, Wnt/p-catenin and
Rb pathways, and the TGFB/IGF axis)*!! as well as in other genes
(e.g., Myc, Cendl, Egf, Hgf, PML-RARa, Met, AcoxI, Lkb1, Mdr2
and Pren) (reviewed in refs. 7 and 8). In addition to permitting us
to evaluate the importance of particular genes in HCC development
and, by interbreeding of different transgenic and knockout mice, to
assess the effects of combining different activated oncogenes or inac-
tivated tumor suppressor genes on tumor progression, these models
have also proven to be extremely useful for defining oncogene-
specific gene expression alterations.!? Four of these experimental
models, the Mye, E2f1, Myc/E2f1 and Myc/Tgfa transgenic mouse
lines, have recently been demonstrated to closely reproduce the
molecular features of specific subtypes of human HCCs,!314 which
makes them ideal models for the identification of biomarkers of the
earliest disease stage and for the evaluation of potential therapeutic
agents. However, the need for additional models still exists to mimic
the various subgroups of human HCCs.

Initially identified as a fusion partner of the B-Raf protein in
the oncoprotein T18 found in mouse HCGC,!5 the Tripartite motif
(Trim) 24 protein, also known as Transcriptional intermediary factor
1 (Tif1) o, has subsequently emerged as the founding member of
a conserved subfamily of TRIM proteins, with orthologs present
from Drosophila to humans and playing crucial roles in cell differ-
entiation, development and homeostasis. |31 Members of this
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family all consist of an amino-terminal RING-B boxes-coiled coil
(RBCC or TRIM) motif and a carboxy-terminal PHD finger-
bromodomain unit. They also have intrinsic silencing activity once
they are targeted to a promoter, and exert much of their repressing
activities through recruitment of chromatin modifiers.!7:19-21:32-36
Based on their capability to interact directly with distinct sequence-
specific transcription factors [i.e., ligand-activated nuclear receptors
(Trim24),16-18 Kriippel-associated box (KRAB) domain-containing
zinc fingers (Trim28/Tif1 B/KAP1),%” and TGFf receptor-activated
Smad and co-Smad proteins (Trim33/Tif1y)],2%%7 the TIF1 proteins
have been implicated in the control of various regulatory pathways.
Recently, a fundamental physiological role for Trim24 in repressing
the retinoic acid (RA) signaling pathway to prevent liver tumor
formation was demonstrated by genetic studies in mice.?® In this
review article, we describe our current knowledge of the role of
Trim24 in tumor suppression, and will discuss the potential thera-
peutic applications of 77im24-deficient mice as a promising tool for
understanding RA-dependent liver carcinogenesis.

Trim24 Suppresses Spontaneous and Chemically Induced
Hepatocarcinogenesis

To address the physiological functions of Trim24, we produced
murine ES cells with 77724 null alleles by targeted gene deletion.?®
Homozygous knockout mice generated from these cells were viable
and fertile, indicating that 77/m24 is not essential for development,
growth and reproduction in mice. However, by 9 months of age, the
knockout mice, both in a mixed (129Sv x C57BL/6) and an inbred
(129Sv) genetic background, showed a high incidence of hepatic
tumors, thus indicating that 77im24 deficiency predisposes to
spontaneous liver tumor formation. In accordance with a multistep
process of tumorigenesis,®® clear-cell foci of hepatocyte alteration
(FCA) were first detected in approx. 10% of 7rim24”~ mutants at
7 months of age. Thereafter, hepatocellular adenoma (HCA) were
seen in 50% of 9-month-old mutant mice. Around 12 months of
age, 20% of mice showed locally invasive hepatocellular carcinoma
(HCC) displaying either solid or trabecular pattern, and more of
80% did so between 19 and 29 months of age. Importantly, HCC
lung metastases were found in two Trim24”- mice, thus proving the
malignancy of these tumors.?8

These results led us to assess the role of Trim24 in tumor suppres-
sion in the context of chemically induced hepatocarcinogenesis.
Remarkably, we found that a single intraperitoneal injection of
diethylnitrosamine (DEN) (20 mg/kg) into 2-week-old Trim247-
mice dramatically accelerated the development of liver tumors; at 7
months after DEN administration, no tumors were observed in wild-
type mice (0/12), whereas almost 85% (11/13) of Trim247 mice
had developed tumors, including 46% (6/13) with hepatocellular
adenoma (HCA) and 39% (5/13) with HCA and HCC. 10 months
after DEN treatment, 100% (16/16) of mutant, but only 8% (2/24)
of wild-type mice, developed HCA, and among these, no wild-type,
but 75% (12/16) of mutant mice, showed both HCA and HCC.
Homozygous knockout 77im24 mice are, therefore, more suscep-
tible to chemically induced liver tumor formation than wild-type
animals.

Alrogether, these findings convincingly demonstrate that 7rim24
is a functional tumor suppressor gene playing a key role in protecting
liver from cancer in mice. Given the ubiquitous expression of Trim24
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during embryonic development and also in adult mouse tissues, 16-39

it may seem paradoxal that a germline mutation in this gene predis-
poses only to liver cancer. However, such tissue specificity in tumor
suppression is not peculiar to 77im24, but was also reported for many
other tumor suppressor genes, possibly reflecting various degrees of
functional compensation in distinct tissues.40:41

Trim24 Controls Hepatocyte Proliferation

To gain insight into the mechanisms by which 7rim24 defi-
ciency increases susceptibility to liver cancer, null mutant livers were
evaluated for potential defects in proliferation before tumor onset.
As revealed by incorporation of the thymidine analog BrdU and
immunostaining with Ki67 (a marker of cycling cells), no significant
difference in the number of proliferating cells was detected between
l-week-old Trim247 and Trim24*'* livers, indicating that Trim24
deletion does not affect neonatal liver proliferation. From week 1 to
week 5, a progressive decrease in hepatocyte proliferation character-
izing the entry into quiescence was observed in both the mutant and
the wild-type. However, relative to their respective controls, mutant
mice, males and females, showed a significant increase in the number
of proliferating hepatocytes beginning around week 3 (female) and
week 5 (male) and persisting throughout adulthood (reviewed in
ref. 28 and our unpublished data). Thus, in the absence of Trim24,
hepatocytes fail to execute proper cell cycle exit during the neonatal-
to-adult transition and continue to cycle in adult livers.

We conditionally deleted 77im24 in the postpartum liver using
the albumin-promoter-driven Cre recombinase-loxP system, and
found that 14-week-old 7Zrim24-deficient hepatocytes (Trim24"F
Alb-Cre*) proliferated at a greater rate than wild-type.?8 This indi-
cates that Trim24 functions autonomously in hepatocytes to control
proliferation.

The above results lead us to investigate whether increasing
Trim24 expression would influence proliferation in HCC cells. We
found that the enforced expression of Trim24 in human and murine
HCC cells not only blocked progression from G /G, to S phase and
reduced cell growth rate, but also efficiently diminished anchorage-
independent colony formation.?8

Hepatocyte Polyploidization and other Age-Related
Phenotypes in Trim24-Deficient Mice

A striking anomaly that consistently appeared in 7rim24” mice
as early as 3 months of age was the presence of hypertrophic hepa-
tocytes with dramatically enlarged nuclei.?® Consistent with the fact
that such changes in nuclear size are usually associated with increased
ploidy, DNA content quantification by flow cytometry revealed a
ploidy higher than 4NV in approx. 20% of Trim24”~ hepatocytes,
as compared with less than 5% in wild-type littermate livers.?
This indicates that loss of 77im24 promotes hepatocyte polyploidy.
Whether compensatory or pathological, this response is likely to
reflect the potential of 77im24-deficient hepatocytes to uncouple
DNA replication from mitosis. 2

In normal rodents and human livers, polyploidy is a classical
age-related process.*> Of importance with respect to this, we found
that in addition to a premature polyploidy, all 7rim24-deficient
livers at 3 months of age contained increased numbers of nuclei
with intra-nuclear inclusions,® which is another hallmark of liver
aging.*4 Furthermore, it was recently found that, in addition to
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hepatic lesions, 73im24”~ mice spontaneously developed a calcifying
arteriopathy as early as 3 months of age, sharing many features with
the human age-related Monckeberg’s disease.>

Altogether, these observations strongly suggest an accelerated
aging in Trim24” mice and thereby emphasize the links between
aging and cancer.®>

Trim24 and Rara: Opposing Effects on Transcription and Liver
Homeostasis

The first indication that Trim24 plays a role in regulating nega-
tively Rara transcriptional activity came from transient reporter
assays in which, upon RA induction, a tagged form of Trim24 was
detected on the RARE region of RARE reporter promoters and it
was shown that forced expression of Trim24 repressed in a dose-
dependent manner Rara-mediated transactivation.!®19-28 This result
was confirmed by recent studies wherein an enhanced RA induction
of well established target genes such as Gyp26al, Rbpl, Tgm2 and
Stra6 was observed in Trim24-null compared to wild-type mouse
embryonic fibroblast (MEF) cell lines.?® The molecular mechanisms
by which Trim24 downregulates RA-induced transcription are still
unknown, but a substantial body of evidence suggests the recruit-
ment of histone deacetylases (HDAC) (ref. 32 and our unpublished
results). HDACs are chromatin-modifiying enzymes which partici-
pate in the dynamic control of histone acetylation and antagonize
the activity of histone acetyltransferases (HAT), thus switching chro-
matin from active to transcriptionally inactive states.

To identify the alterations in gene expression patterns associ-
ated with Trim24 loss and consequent liver tumor formation, we
carried out a microarray experiment comparing the expression
profiles of HCC from 77im24 mutants to those from normal livers
of wild-type littermates. A striking observation of this analysis was
the aberrant expression of a considerable number of genes known
to be regulated by RA, such as Gyp26al, Rbpl, Tgm2, Egrl, Brg2,
Hbegf, Tgfbril, Tgfbl, c-fos, Cdkn2b, Junb, Starl, Sppl, Cdknla
and Spare.?8 In order to quantify these deregulations in an unbiased
manner, we utilized the RA-responsive Genes Table of Balmer and
Blomhoff.4® We first selected from this database a total of 190 and
181 RA-responsive genes as being expressed in the 77im24” tumors
and WT liver controls, respectively. The expression level of 55 of
these genes was significantly altered in the tumors: of these, 47 were
upregulated (2.1- to 392-fold) and 8 were downregulated (3- to
10-fold). Fisher’s exact test confirmed the statistical significance of
this large-scale deregulation, and successfull qRT-PCR validation on
a selected group of genes was obtained with an independent series of
HCC samples.?® From these data, it was concluded that an altered
RA signaling pathway is a prominent feature of HCC developed in
Trim247 mice.

To investigate the contributing role of the RA signaling pathway
in the cancer-prone phenotype of 7Trim24-deficient hepatocytes,
both genetic and pharmacological approaches were undertaken.
Importantly, a marked decrease in the number of proliferating cells
in Trim247 livers was observed under conditions in which RA
signaling was reduced by either treatment with a pan-RA antagonist
or hepatocyte-specific gene ablation of Rara. Conversely, treatment
with a single dose of all-trans RA induced strong proliferation in
livers of WT but not knockout mice.? These results confirmed that
RA has mitogenic activity on WT liver cells,%” and indicated that the
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proliferative phenotype of Trim24-deficient mice is dependent on
Rara ligand activation, and therefore could be due to an aberrantly
activated RA signaling pathway. Definitive proof for an instru-
mental role of Rara in Trim24-knockout-induced tumorigenesis was
provided by the observation that deletion of a single Rara allele in a
Trim24-null background suppresses liver tumor formation.?8

Overall, these data demonstrate that Trim24 and Rara co-regu-
late hepatocarcinogenesis in an antagonistic manner and strongly
suggest that excessive RA signaling activity can be deleterious to
liver homeostasis.

Concluding Remarks and Perspectives

Trim24, a gatekeeper of liver carcinogenesis. Based on our studies
in mice and (rodent and human) cells, 77im24 can be considered to
be a gatekeeper in hepatocarcinogenesis. Gatekeepers are genes that
directly regulate tumor growth by inhibiting cell growth and/or
promoting cell death. Inactivation of these genes is rate-limiting for
the initiation of the neoplastic process, and generally leads to very
specific tissue distribution of cancer, even though they are expressed
in many tissues. 48 Exemples of gatekeeper genes are RB! in retinal
epithelial cells, NFI in Schwann cells, APC in colon epithelial cells,
and VAL in kidney cells. In most common tumors, however, the
gatekeeper is not known, and for those that do not have obviously
inherited predisposition, there may be more than a single gatekeeper.
Identification of these gatekeeper genes is of primary importance
to understand the mechanisms of tumor initiation, as well as for
preventive and therapeutic approaches. So far, no candidate gene was
proposed to play a gatekeeper function in the liver, although some
critical loci of susceptibility that might modify the risks of devel-
oping HCC have been described (reviewed in refs. 4, 5 and 9-11).
Two major pathways of liver carcinogenesis have been implicated,
i.e., inactivation of the tumor suppressor gene p53 through 7P53
gene mutation and the activation of the Wnt-f3-catenin pathway
through CTNNBI1/B-catenin activated mutation and AX7N1 inacti-
vated mutations.””!! However, these mutations are not key players in
the initiation of HCC development.9-5!

Over the last two decades, many familial clusterings of HCC have
been reported in high-risk areas and patients with chronic hepatitis
viral infection, but to what extent the results show shared environ-
ment, inherited susceptibility, or a combination of the two remains
unknown (reviewed in ref. 52). Only very recently has there been
evidence for familial clustering of HCC in a low- and a moderately
high-risk area, both of them characterized by early-onset tumors,
which strongly argues for an inherited genetic predisposition to
develop liver cancer.’®>* However, the molecular basis for such
genetic predisposition toward HCC remains to be elucidated, and
in this respect, it would be of particular interest to assess the status
of the TRIM24 locus in the predisposed families. To date, the only
direct evidence arguing for a role of TRIM24 in human hepatocar-
cinogenesis comes from comparative genomic hybridization (CGH)
and karyotypic analyses, which revealed genetic aberrations at the
chromosomal position 7q32 harboring the 7RIM24 gene in several
HCC cases. In particular, losses of 7q32-qter and rearrangements
with breakpoints at 7q32 have been described.>5-58

Trim24-deficient mice: a promising tool for understanding
hepatocarcinogenesis. Although the relevance of 7R/M24 to human
carcinogenesis remains yet to be proven, 7rim24-deficient mice
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represent an attractive experimental model for studying HCC
development: a model that does not require intervention from
outside sources, such as chemically induced cancer models, that is
associated with a reproducible and high incidence of HCC, that is
strictly limited to HCC, and in which tumor development proceeds
through a well-defined sequential pattern of cellular and histopatho-
logical changes.?® The use of this mouse line coupled with global
gene expression profiling provides, therefore, the opportunity to
dissect the molecular events associated with each stage of the disease,
including early and late precancerous stages as well as defined
pre-neoplastic lesions and tumors. Such gene expression profiling
experiments using microarrays are currently in progress and will be
completed by direct high-throughput mRNA sequencing to look for
changes in RNA splice variants and microRNAs.>* We anticipate
that this study, through the identification of stage-specific signa-
tures, will provide insights into the molecular pathogenesis of HCCs
induced by 7rim24 deficiency. Next, in order to define to what extent
Trim24-knockout mice reproduce human HCCs, a comparative
functional genomic approach will be applied to look for similarities
in gene expression patterns between HCCs from 77im24-deficient
mice and human HCCs from defined sub-types.!>!4 Identification
of a subset of human HCCs showing significant overlap with 7rim24
knockout HCC will strongly stimulate interest in harnessing the
Trim24 knockout model to evaluate potential drug therapies.*’

The retinoid paradox in liver cancer. The finding that, in
Trim247- mice, Rara expression is instrumental to the development
of HCC represents the first evidence that Rara can function as on
oncogene in vivo.?® Specifically, it was shown through genetic and
pharmacological studies that in the liver lacking Trim24, ligand-
activated Rara displays an oncogenic activity correlating with an
aberrant expression of RA-responsive genes and an increase in cell
proliferation that ultimately causes tumor formation. Although it
is not known yet exactly how at the molecular level Trim24 inhibits
Rara signaling in the liver and through which downstream targets
activated Rara mediates mitogenic and tumorigenic responses, these
findings confirm and extend previous studies demonstrating that in
WT mice, RA is a powerful inducer of hepatocyte proliferation,*”
and are also consistent with the independent demonstration that
supplementation of the diet with RA or two other synthetic retinoids
(i.e., retinamides) enhances the incidence of liver tumors following
initiation with DEN in mice and this when administered at doses
that suppress tumorigenesis in other tissues.’’ In a more recent
screen for drugs preventing HCC, 13-cis RA has also been shown
to significantly increase the development of chemically-induced
HCC in mice.®? Furthermore, others have reported that in chicken,
retroviral-mediated overexpression of RARB caused hepatocarcino-
genesis.®>4 These data altogether may explain why overexpression of
RARA is positively selected during oncogenesis in human HCCs,%
and along with the observation that prolonged therapeutic consump-
tion of vitamin A can result in liver fibrosis and even cirrhosis,®®
there are two main conclusions that can be drawn. First, too much
RA signaling activity is deleterious to liver cells, in both rodent and
human systems. RA can thus be added to the list of nuclear receptor
ligands, including peroxysome proliferators, triiodothyronine and
the halogenated hydrocarbon TCPOBOP (agonist ligands for
PPARa, TR and CAR, respectively), that are all strong hepatomi-
togens (reviewed in ref. 67). Second, targeting RARA itself with
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specific antagonists might be an effective antitumor strategy for some
HCCs. For testing such molecules as potential anti-HCC agents, the
mouse model of 77im24 deficiency should represent a valuable tool,
allowing investigation of their effects on both early and late stages of
tumor development.

This experimental model of Rara-dependent hepatocarcinogen-
esis will also be extremely useful to further explore the issue of the
opposing (i.e., beneficial versus detrimental) effects of retinoids—
vitamin A and its active derivatives—on liver homeostasis.®8 Indeed,
in sharp contrast to the above-discussed tumorigenic effects but
consistent with the general chemopreventive effect of retinoids
described in a variety of experimental and clinical studies (review
in refs. 69-73), Muto et al. have demonstrated in a Phase II clinical
trial that 1 year treatment with an acyclic retinoid (ACR) could
reduce the incidence of recurrent primary HCC after tumor resec-
tion.”4 Although the mechanism(s) of action of this retinoid is still
matter of debate, a direct effect on HCC cells, that is, induction of
differentiation and apoptosis of the cancer cells, has been demon-
strated in vitro.”> In addition to these effects seen in the late phase of
the carcinogenetic process, ACR may also interfere with early steps
by reducing the emergence of TGFa-expressing oval-like cells and
activated hepatic stellate cells, as recently shown in a rat model of
chemically-induced HCC.”®77 Another report of interest in support
for an essendal role of the RA signaling in preventing hepatocar-
cinogenesis is that of Yanagitani et al. (2004). These researchers have
demonstrated that mice expressing a dominant-negative form of
Rara in hepatocytes developed steatohepatitis and liver tumors, while
feeding on high RA diet reversed and inhibited the carcinogenesis
process.”8 These findings further reinforce the view that the liver is a
highly susceptible organ to alterations in the RA signaling pathway
and, along with the study described here and the above-mentioned
published reports, depict a quite complex scenario in which it seems
clear that increasing or blocking RA signaling can be deleterious
to liver homeostasis, both leading to the occurrence of HCC. This
duality has considerable implications for cancer therapy, indicating
that the use of retinoids should proceed with caution as long as no
clear concept has emerged regarding the mechanisms and contexts
that determine whether a retinoid will act as a carcinogen or as a
beneficial chemotherapeutic agent.
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Résumé

TIFla est un co-facteur des récepteurs nucléaires. besissknock-out TIF1la” générées au
laboratoire développent spontanément des hépabocare avec une pénétrance totale. Le premier
défaut phénotypique observé est une mise en quiescacompléte des hépatocytes dans les
premieres semaines post-natales. La perte d'ule @l RAR rétablit un phénotype normal dans le
fond TIF1a™", démontrant que RARest un pro-oncogéne dans le foie.

J'ai participé a la caractérisation des propriéeesuppresseur de tumeur de Tfeh sur-exprimant la
protéine dans des cellules en culture. Cette métlaodermis de montrer que TH-&st un frein au
cycle cellulaire des hépatocytes bloquant la ttemmsiG1-S et inhibant la capacité de ces cellules a
pousser ersoft-agar Nous avons d’autre part analysé des souris dssguéllesTifla est excisé
spécifiguement dans les hépatocytes pré- et péssepnts. Ces modeles nous ont permis de valider
I'aspect cellulaire-autonome de I'action de TdFet de démontrer qu'il est nécessaire pour le riggint

de la quiescence hépatocytaire tout au long deelahez la souris.

D’autre part, la purification des complexes li€SlI&1lo entreprise au laboratoire a identifié Tt
TIFly comme partenaires de Tk=1Nous avons validé leur implication dans I'hépatomogenese
murine grace a des souris invalidées spécifiquepmunt les deux TIF1 dans les hépatocytes.

Enfin, une étude menée au laboratoire a iden&f$édgénes dérégulés en I'absence de d ifFdns le
foie. Nous avons mis en évidence qu'une partieedegeénes est en réalité régulée par 'activité d'un
rétrotransposon de type VL30 dont I'expression dépde TIFL, TIF18, TIFly et RARw Ces
rétrotransposons, une fois sur-activés, provogdestdérégulations géniques en servant de promoteur
alternatif ou bien en induisant la transcriptionategs ARNNC.

Summary

TIF1a is a nuclear receptor co-factor. TRE 1™ mice develop spontaneously hepatocarcinomas with

a high penetrance. The first phenotypical defet¢his mutant is an incomplete entry into quiescence
of the hepatocytes. The loss of one allele of RARppresses this phenotype ifl&la” background,
demonstrating an oncogenic function of RAR the liver.

| took part in the characterization of ThrIeatures in tumour suppression by overexpressiigy t
protein in cultured hepatocytes. This method peeaiitis to demonstrate that TtFihhibits the G1-S
transition and the ability to grow soft-agarof these cells. Furthermore, we analysed a monseiti
which TIFlu is excised specifically in pre- and post-quiesdegatocytes. This model allowed us to
demonstrate the cell-autonomous character of dliARltumour suppression and to show that it is
required throughout the life of the mouse.

Secondly, a purification of TIklassociated complexes performed in the laboratiegtified TIFB
and TIFY as TIF major partners. We validated their involvementivier tumour suppression by
studying mouse lines in which both TIF1 were knatket.

Finally, a study from our laboratory identified thenes which are deregulated in the liver upon @d1F1
loss. We showed that a part of these genes is ¢h fegulated by the activity of a VL30
retrotransposon which expression is dependent drlo]l TIF18, TIFly and RAR. These
retroelements, when overexpressed, provoke genesgudation by functionning as alternative
promoters or inducing the transcription of long MR
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