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Avant-propos



Le génome des cellules eucaryotes est organisé sous forme de chromatine qui se compose 

de protéines histones liées à l’ADN. Cette association permet à la cellule de compacter l’ADN 

dont la taille est d’environ de deux mètres dans une sphère dont le diamètre est de l’ordre 

du micromètre. Initialement, les histones ont été considérées comme ayant une fonction 

uniquement structurale au sein de la chromatine. Depuis plusieurs années de nombreuses 

études ont établi que la chromatine n’est pas une structure figée et que bien au contraire elle 

est très dynamique et joue un rôle dans des processus comme la réplication, la régulation 

génique, la réparation et la ségrégation des chromosomes.

La régulation génique des cellules eucaryotes va être influencée par l’accessibilité des 

gènes lors de la transcription. La chromatine doit être modifiée afin que les gènes deviennent 

accessibles aux différentes machineries cellulaires. La méthylation de l’ADN, l’ajout ou 

l’enlèvement de groupements chimiques sur les histones, le remodelage ATP dépendant de 

la chromatine et l’incorporation de variantes d’histones par des enzymes spécifiques sont 

les moyens dont dispose la cellule pour modifier l’accessibilité à l’ADN. La découverte et la 

caractérisation des variantes d’histones ont permis de mettre en avant un nouvel aspect de la 

modification de la structure de la chromatine qui va avoir des répercussions épigénétiques très 

importantes sur la cellule.

H2AZ est l’une des variantes de l’histone H2A qui est connue pour jouer un rôle central 

dans la régulation transcriptionnelle. Nous savons maintenant que H2AZ orne les promoteurs 

de manière dynamique, cependant les mécanismes mis en jeu pour sa déposition ou son 

enlèvement de la chromatine sont à ce jour largement incompris chez les mammifères. Lors de 

ma thèse, je me suis focalisé sur l’identification de nouvelles chaperonnes d’histones impliquées 

dans la dynamique de H2AZ au niveau des promoteurs. Nous avons utilisé une approche 

protéomique pour identifier les partenaires protéiques associés à H2AZ dans le noyau des 
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cellules HeLa. Notre attention s’est portée sur une nouvelle protéine appelée Anp32e. Anp32e 

a été initialement mis en évidence pour son rôle régulateur de la protéine phosphatase 2A 

dans les synapses. D’une manière très inattendue, Anp32e possède une des caractéristiques 

majeures des chaperonnes d’histones à savoir un pKi très acide et une interaction directe avec 

H2AZ. Nous avons alors réalisé une cartographie très fine de l’interaction de Anp32e avec H2AZ.

Nos résultats indiquent qu’une petite boite contenant l’hélice αC de H2AZ est nécessaire 

pour l’interaction avec Anp32e. De la même manière, nous avons identifié un nouveau domaine 

sur Anp32e permettant de reconnaître H2AZ. Cette interaction est soutenue par la résolution 

de la structure du complexe Anp32e-H2AZ-H2B à 1.48 Å en collaboration avec le Dr. Christophe 

ROMIER à l’IGBMC.

Nous avons également montré que Anp32e agit avec le complexe de remodelage p400/

TIP60. L’inactivation de Anp32e ou de p400 dans les cellules HeLa par ARN interférence 

entraine: (i) une diminution de la transcription des gènes cibles de H2AZ (ii) une accumulation 

de H2AZ sur les promoteurs. Enfin, Anp32e est capable d’enlever le dimère H2AZ-H2B d’une 

matrice de chromatine reconstituée in vitro. Dans l’ensemble, ces travaux identifient Anp32e 

comme une nouvelle chaperonne, spécifique des mammifères, spécialisée dans l’éviction de 

H2AZ de la chromatine. L’étude structurale nous a permis de déterminer les bases moléculaires 

du mécanisme d’éviction de H2AZ du nucléosome par Anp32e. 

Afin d’introduire les résultats obtenus lors de ma thèse, la première partie de ce mémoire 

consiste en une synthèse bibliographique de la structure et de la fonction de la chromatine. La 

deuxième partie comporte les résultats issus de mes travaux de recherche sur H2AZ. Enfin une 

dernière partie qui consiste en une discussion des résultats avec la perspective de ce qui reste 

à être accompli. 
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I. Structure et organisation de la chromatine.

I.1. Le nucléosome.

Le matériel génétique contenu dans les cellules eucaryotes est compacté dans une 

structure nucléoprotéique appellée chromatine, provenant du grec « khroma » et qui signifie 

« coloré ». La chromatine a été mise en évidence vers la fin du 19ème siècle pour son affinité 

envers certains colorants. Elle est porteuse de l’information génétique et se compose d’un 

complexe nucléoprotéique comprenant l’ADN, les histones et des protéines non-histones. 

L’unité fondamentale de la chromatine est le nucléosome (Kornberg, 1974; Oudet et al., 1975) 

qui consiste en un octamère d’histone renfermant deux copies des quatre histones H2A, H2B, 

H3 et H4 autour duquel s’enroule 146 paires de bases (pb) d’ADN ; le tout formant un cylindre de 

11 nm de diamètre et 5,5 nm de hauteur. Le nucléosome est le premier niveau de compaction 

de l’ADN dans le noyau. Il régule l’accès de l’ADN aux processus cellulaires fondamentaux que 

sont la réplication, la recombinaison, la transcription et la réparation de l’ADN.

La structure du nucléosome a été résolue par cristallographie aux rayons X à une 

résolution de 7 Å en 1985 (Richmond et al., 1984) et à 2,8 Å (figure 1) une dizaine d’années 

plus tard (Luger et al., 1997). Le nucléosome forme un cylindre autour duquel s’enroule 1,65 

tour d’ADN en une superhélice gauche. Au niveau atomique, les interactions entre l’ADN et les 

histones sont de type hydrogène faisant intervenir principalement des lysines et des arginines 

chargées positivement et le squelette phosphate de l’ADN chargé négativement (Richmond et 

al., 1984; Luger et al., 1997). Le nucléosome est l’un des complexes les plus stables en condition 

physiologique, mais ceci n’en fait pas une structure statique. Au contraire, il a été démontré 

dernièrement que cette structure est sujette à des variations dans sa composition et sa 

conformation, avec parfois une composition et une stœchiométrie d’histones altérées pouvant 

aller d’un octasome, hexasome, tétrasomes et même un hémisome (Zlatanova et al., 2009). 

De telles variations vont avoir un formidable impact sur les différents processus cellulaires. 
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Ainsi le nucléosome n’est plus considéré comme une entité unique, mais comme une famille 

dont la composition va varier dans la nature en histone ou la stœchiométrie interne en histone 

(Zlatanova et al., 2009).

I.2. Les histones du cœur.

I.2.1. Structure des histones canoniques.

Les histones canoniques H2A, H2B, H3 et H4 sont de petites protéines dont le poids 

moléculaire varie entre 11 et 20 kDa et dont la structure primaire est très riche en acides aminés 

basiques. Elles possèdent deux domaines structurellement et fonctionnements différents : les 

queues N-terminales et l’histone fold (HFD). Les histones contiennent un domaine globulaire 

très conservé HFD comprenant 3 hélices α (α1-3) reliées entre elles par deux petites boucles 

(L1 et L2) (Figure 2). Les histones H2A-H2B et H3-H4 dimérisent via leur HFD pour former une 

structure en « poignée de main » (figure 2). En condition physiologique de sels et en absence 

d’ADN deux dimères H3-H4 s’associent pour former un tétramère (H3-H4)2 sur lequel vont se 

Figure 1 : Structure cristallographique du nucléosome à 2,8 Å. 146 pb (brun et vert) et 8 histones 

(H3, bleu ; H4, vert ; H2A, jaune ; H2B, rouge). À gauche, le nucléosome est représenté au dessus 

de l’axe de l’hélice d’ADN et celui de droite observé depuis le côté perpendiculairement à celui de 

gauche (Luger et al., 1997).
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lier les deux dimères (H2A-H2B) pour former un octamère d’histones ((H3-H4) + (H2A-H2B))2 

(Harp et al., 2000; Khorasanizadeh, 2004; Zlatanova et al., 2009).

Chaque histone possède des régions N-terminales non structurées, appelées queue 

N-terminales, qui n’apparaissent pas sur les structures cristallographiques publiées. H2A et 

H2B disposent quant à elles d’une queue C-terminale. Ces régions d’environ 20 à 35 résidus 

représentent 20 % des résidus totaux des histones. Elles présentent la particularité d’être 

orientées vers l’extérieur du nucléosome et ne participent pas à sa structure. En revanche, les 

queues N-terminales de H4 et H2B sont importantes pour la formation de structure d’ordre 

supérieure de la chromatine (Khorasanizadeh, 2004). Ces régions sont très accessibles et les 

résidus qui les composent vont être modifiés chimiquement par des enzymes spécifiques. Ces 

modifications vont avoir un impact sur différents processus biologiques en servant de motif de 

reconnaissance à différents facteurs ou alors en modifiant la structure de la chromatine.

I.2.2. L’histone H1, ou histone de liaison.

L’histone H1 ou histone de liaison diffère des autres histones H2A, H2B, H3 et H4. Elle 

possède un domaine globulaire d’environ 90 acides aminés et deux extensions non structurées 

Figure 2 : Structure des histones. (A) Structure de l’histone fold (HFD) suivant l’enchainement 

suivant α1-L1-α2-L2-α3 (Harp et al., 2000). (B) Structure du tétramère (H3-H4)2, respectivement en 

vert et jaune (Khorasanizadeh, 2004). (C) Structure du dimère H2A-H2B, respectivement en rouge 

et violet (Khorasanizadeh, 2004).
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en N- et C-terminale. Il n’y a aucune structure d’un nucléosome contenant l’histone H1, mais 

elle semble située à l’endroit où l’ADN entre et sort du nucléosome (Zhou et al., 1998). Son 

invalidation contrairement aux autres histones n’est pas létale, en revanche il en résulte une 

altération globale de la structure de la chromatine (Fan et al., 2005), suggérant un rôle dans la 

formation de structures d’ordres supérieurs de la chromatine.

I.2.3. Expression des gènes codant les histones canoniques.

Les gènes codants pour les histones canoniques sont exprimés uniquement en phase S du 

cycle cellulaire et de manière réplication dépendante. Elles sont codées par plusieurs gènes et 

exprimées massivement lors de la phase S afin de répondre à la demande importante en histone 

résultante de la réplication de l’ADN. L’ARN messager (ARNm) des gènes d’histones canoniques 

contient en 5’ et 3’ des séquences très courtes non traduites et une coiffe en 5’ comme tous 

les ARNm eucaryotes transcrits par l’ARN polymérase II. En revanche ce sont les seuls ARNm ne 

contenant pas en 3’ une queue polyadénylée, ils possèdent à la place une structure secondaire 

en tige boucle caractéristique et très conservée qui permet leurs régulations. La protéine SLBP 

(Stem-loop binding protein) cible cette tige boucle et va réguler la traduction et la dégradation 

des ARNm d’histones (Marzluff et al., 2008).

I.3. Structures d’ordres supérieurs de la chromatine.

 	 L’ADN d’une cellule humaine fait environ deux mètres de long quant il est complètement 

déroulé. La cellule s’arrange pour compacter cet ADN dans un petit volume d’environ un micron. 

Cette formidable compaction de l’ADN est rendue possible par une structuration de l’ADN en 

chromatine. La chromatine est organisée en plusieurs niveaux de compaction allant de la fibre 

de 11 nm (nucléofilament) au chromosome mitotique (figure 3). Bien que la structure de la 

fibre de 11 nm soit connue, la forme et la géométrie des structures supérieures de compaction 

restent à ce jour inconnues. Toutefois, il est admis que la fibre de 11 nm se compacte en 

une fibre de 30 nm. La structure de la fibre de 30 nm reste un sujet très controversé par la 

communauté scientifique.
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Au niveau de la fibre de 11 nm, les nucléosomes sont séparés par un ADN espaceur de 

10 à 90 pb. (Giannasca et al., 1993). L’ajout de cations divalents organise cette structure en un 

filament de 30 nm de diamètre (Finch and Klug, 1976) qui est considéré comme la structure 

secondaire de la chromatine. L’ajout de l’histone H1 stabilise cette structure et détermine 

la trajectoire d’entrée et de sortie de l’ADN (Thoma et al., 1979; Sivolob and Prunell, 2003). 

L’histone H1 positionne les nucléosomes sur la fibre de 30 mm et oriente les interactions entre 

nucléosomes.

Il existe deux modèles pour décrire la structure de la fibre de 30 nm :

-	 le modèle en solénoïde ou hélice à un brin (figure 4A) est le premier à avoir été 

décrit où le nucléofilament se courbe en formant une hélice d’un pas de six nucléosomes 

(Finch and Klug, 1976).

-	 le modèle en « zigzag » ou hélice à deux brins (figure 4B) dont il existe des 

variations où essentiellement un nucléosome est attaché à son deuxième voisin et non 

pas au premier (Woodcock et al., 1984; Bassett et al., 2009).

Figure 3 : Structure d’ordre supérieur de la chromatine. L’ADN s’enroule autour de l’octamère 

d’histone pour former le nucléosome qui s’enchaine sur le brin d’ADN pour former le nucléofilament 

de 11 nm de diamètre. L’ajout de l’histone de liaison H1 compacte cette structure pour donner la 

fibre de 30 nm. Après plusieurs niveaux de compaction, la chromatine prend sa structure la plus 

resserrée : le chromosome mitotique. Adapté de Maeshima et al., 2010.
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Des études de liaison covalentes induites (cross-link) sur une répétition de 12 nucléosomes 

ainsi que la résolution de la structure à 9 Å d’un tétranucléosome conforte le modèle en « 

zigzag » (Dorigo et al., 2004; Schalch et al., 2005). Cependant, la précision de cette structure 

étant assez faible, la position de l’ADN internucléosomale et des nucléosomes a été faite en 

utilisant la structure atomique du nucléosome ; ce qui ne conforte pas à 100 % ce modèle. Des 

images en cryomicroscopie électronique (cryo-EM) sur des fibres de chromatine reconstituée 

in vitro contenant l’histone H5 (un variant du l’histone de liaison H1) confirment le modèle 

du solénoïde (Robinson and Rhodes, 2006; Robinson et al., 2006). Il semblerait que la fibre 

de 30 nm adopte une conformation en forme de solénoïde ou un nucléosome interagit avec 

son 5ème et 6ème voisin et non pas avec son 1er voisin comme proposé initialement (figure 

4A). Ces travaux contradictoires ont été réconciliés par une étude qui a démontré que les deux 

structures peuvent coexister sur la fibre de 30 nm (Grigoryev et al., 2009). À l’inverse, des 

images sur des cellules vivantes en utilisant la cryomicroscopie électronique en section vitrifiée 

(CEMOVIS) n’ont jamais permis de visualiser la fibre de 30 nm dans des cellules mitotiques 

Figure 4 : Les différents modèles de structure de la fibre de 30 nm. La position des huit premiers 

nucléosomes est représentée (N1 à N8). (A) Le modèle de l’hélice à 1 brin ou solénoïde dans lequel 

un nucléosome interagit avec son 5ème et 6ème voisin. (B) Alors que dans le modèle en « zigzag » 

ou en hélice à deux brins, un nucléosome interagit avec son 2ème voisin. L’alternance bleue et jaune 

schématise le pas de l’hélice. Adapté de Maeshima et al., 2010.
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(Eltsov et al., 2008). Elle est également absente des régions transcriptionnellement actives chez 

la levure, car la densité de ces régions est plus compacte qu’une fibre de 30 nm (Dekker, 2008). 

Il existe pourtant des types cellulaires où le noyau contient de la chromatine principalement 

sous la forme d’une fibre de 30 nm (Woodcock, 1994). La chromatine étant une structure très 

dynamique, il semblerait que la fibre de 30 nm soit une structure de transition entre un état 

plus relâché, transcriptionnellement actif, et un état compacté où la chromatine serait sous 

forme de polymère.

I.4. Les territoires chromatiniens.

En 1928, lorsque pour la première fois E. Heitz décrit la présence en interphase de 

deux formes de chromatine dont l’aspect de compaction est différent : l’hétérochromatine 

et l’euchromatine (figure 5). Cette division de la chromatine a été la première évidence d’une 

influence de l’organisation de la chromatine sur la régulation des gènes. Depuis, ce domaine de 

la recherche a beaucoup avancé et démontre la complexité de ces deux formes.

Figure 5 : L’hétérochromatine et l’euchromatine. L’hétérochromatine très condensée et pauvre en 

gène ne permettant pas la transcription, par opposition à l’euchromatine, très relâchée riche en 

gène et favorable à la transcription. Adapté de Croken et al., 2012.



I.4.1. L’euchromatine.

L’euchromatine existe sous deux formes différentes de condensation. La plus relâchée et 

qui porte une activité transcriptionnelle, ne représente que 10 % de l’euchromatine totale, alors 

que la plus condensée ne présente aucune activité transcriptionnelle (Lamond and Earnshaw, 

1998; Spector, 2001). L’euchromatine va contenir beaucoup de gènes et ne constitue que 4 % 

du génome des mammifères. Les modifications d’histones majoritaires sont : la méthylation de 

la lysine 4 (H3K4me) et de la lysine 36 (H3K36me) (Santos-Rosa et al., 2002; Bernstein et al., 

2005)(Santos-Rosa et al., 2002; Bernstein et al., 2005)(Santos-Rosa et al., 2002; Bernstein et 

al., 2005) de l’histone H3 (Santos-Rosa et al., 2002; Bernstein et al., 2005) et l’hyperacétylation 

des histones H3 et H4 (H3ac et H4ac) (Grunstein, 1997). Elle est ordonnée comme un complexe 

dynamique et va interagir avec différentes machineries cellulaires (l’ARN polymérase II, 

les complexes de modification ou de remodelage de la chromatine, etc.) pour permettre la 

transcription d’ARNm fonctionnels. 

I.4.2. L’hétérochromatine.

L’hétérochromatine est généralement décrite comme transcriptionnellement inactive, 

contrairement à l’euchromatine qui tend à être associée à la partie active du génome. 

Cependant, tous les gènes inactifs et les régions non transcrites ne semblent pas appartenir 

à l’hétérochromatine. Elle nécessite tout de même une transcription à faible niveau pour 

être formée (Grewal and Elgin, 2007) et va participer à la réplication et la ségrégation des 

chromosomes (Nagaki et al., 2005). Il a été démontré que l’hétérochromatine était dépourvue 

d’histones acétylées (Jeppesen et al., 1992). La méthylation des histones est en revanche 

très importante pour la formation de l’hétérochromatine. La mutation d’une histone 

méthyltransférase spécifique de la lysine 9 de l’histone H3 perturbe totalement la formation 

de l’hétérochromatine chez la drosophile ; ceci a été la première évidence de l’importance de 

cette modification (Rea et al., 2000). Par la suite, ceci a été généralisé à beaucoup d’organismes 

comme la levure (sauf S. cerevisiae), les mammifères et les plantes (Nakayama et al., 2000; Litt 

et al., 2001; Taverna et al., 2002). Grâce à des anticorps plus performants, il a été démontré 

que l’hétérochromatine contient en majorité une triméthylation de la lysine 9 de l’histone H3 

(H3K9me3) alors que l’euchromatine silencieuse contient une mono/diméthylation de la lysine 

9 de l’histone H3 (H3K9me ouH3K9me2) (Peters et al., 2003).

On distingue deux types d’hétérochromatine : (i) L’hétérochromatine constitutive, qui est 

une chromatine silencieuse et fortement condensée contenant des séquences d’ADN répétées 
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comme les séquences répétées ou les éléments transposables. Elle se situe au niveau des 

télomères, des centromères et des régions péri-centromériques (Birchler et al., 2000). Cette 

chromatine est dans un état stable et irréversible qui est transmis à chaque division cellulaire 

ce qui constitue une forme de mémoire cellulaire. Elle peut aussi affecter l’expression de gènes 

situés aux alentours (Grewal and Elgin, 2007). (ii) L’hétérochromatine facultative qui se trouve 

au niveau de loci régulés par le développement où l’état de la chromatine peut changer en 

réponse aux signaux cellulaires. Ces régions ont la possibilité d’adopter des conformations 

compactes ou relâchées dans des contextes temporels et spatiaux différents (Trojer and 

Reinberg, 2007).

II. Modification de la structure de la chromatine.
La chromatine n’a pas une structure uniforme, elle est organisée en domaine comme 

l’euchromatine et l’hétérochromatine qui vont dans certains cas être un obstacle à des 

processus cellulaires liés à l’ADN (par exemple la réplication, la transcription, la recombinaison 

et la réparation de l’ADN). Les cellules eucaryotes ont développé des mécanismes pour moduler 

la structure de la chromatine afin de rendre l’information génétique accessible. La cellule 

possède plusieurs procédés pour modifier la structure de l’unité de base de la chromatine, le 

nucléosome. Parmi ces modifications on distingue : les modifications covalentes des histones 

qui ont lieu principalement sur les queues des histones ; le remplacement des histones 

canoniques par des variantes, les facteurs de remodelage dépendant de l’ATP, qui altèrent la 

structure de la chromatine ; la méthylation de l’ADN, qui est une alternative pour intervenir 

directement sur la double hélice.

Depuis plusieurs années, notre laboratoire et beaucoup d’autres ont tenté de disséquer 

ces mécanismes afin de mieux les comprendre.

II.1. La méthylation de l’ADN.

La méthylation de l’ADN est la seule modification covalente connue de la molécule d’ADN. 

Chez les procaryotes la méthylation de l’ADN intervient sur les cytosines et les adénines et 

a pour fonction de protéger l’ADN de mutation lors de la réplication, les brins nouvellement 

synthétisés ne sont pas immédiatement méthylés. Ils sont d’abord contrôlés puis réparés 

si nécessaire et enfin méthylés (Noyer-Weidner and Trautner, 1993). Chez les eucaryotes la 

méthylation a lieu uniquement sur les cytosines dans un contexte CpG et elle est distribuée tout 

le long de génome à l’exception de certaines régions très riches appelées îlots CpG (Bird, 1986). 



Introduction

Page | 14

En revanche, elle n’est pas présente chez certains eucaryotes comme Caenorhabditis elegans 

et Saccharomyces cerevisiae (Suzuki and Bird, 2008). Le plus haut taux de méthylation est 

observé chez les plantes (environ 50 % des cytosines) (Montero et al., 1992). Il y a des variations 

importantes au niveau de la localisation de l’ADN méthylé en fonction des organismes. Chez les 

champignons, il n’y a que les éléments transposables et répétés qui sont méthylés (Selker et 

al., 2003), alors que chez les mammifères la globalité du génome est méthylée à l’exception de 

certains îlots CpG (environ 1-2 %) (Bird, 1986; Illingworth et al., 2008).

La méthylation de l’ADN est assurée par trois enzymes : Dnmt1, Dnmt3a et Dnmt3b. Elles 

contiennent toutes un motif cytosine méthyltransférase très conservée dans leurs domaines 

catalytiques. Dnmt1 est exprimé de façon ubiquitaire et permet de maintenir la méthylation de 

l’ADN après la réplication (Bestor, 1992). Les deux autres, Dnmt3a et Dnmt3b interviennent lors 

du développement pour amorcer la méthylation de novo (Okano et al., 1999). L’invalidation des 

gènes codant ces méthyltransférases entraîne une mort embryonnaire chez la souris (Li et al., 

1992; Okano et al., 1999). On ne sait pas comment la méthylation est dirigée sur des endroits 

spécifiques du génome. Récemment, il a été démontré chez les plantes qu’un petit ARN double 

brin dirige la méthylation sur les régions contenants des séquences répétées du génome afin 

de les protéger d’une instabilité génomique. Les mammifères ont également ce genre de petits 

ARN mais ce genre de processus n’a pas encore été prouvé (Mosher and Melnyk, 2010). 

La méthylation de l’ADN entraine une modification de la structure de la chromatine qui 

permet le recrutement de facteurs spécifiques (Li, 2002). Plusieurs protéines ont été identifiées 

comme pouvant cibler les îlots CpG méthylés. MECP2 et les protéines MBD possèdent un 

domaine de liaison caractéristique à l’ADN méthylé (Bird, 2002). MECP2 est capable de réprimer 

la transcription de façon méthylation spécifique, en formant un complexe comprenant des 

histones déacétylases et Sin3a (Nan et al., 1998). MBD3 est une sous-unité du complexe de 

remodelage de la chromatine Mi-2/NuRD qui réprime la transcription (Wade et al., 1999; Zhang 

et al., 1999).

D’une manière générale, la méthylation de l’ADN a été reliée à la répression de 

l’activité transcriptionnelle chez les mammifères et les plantes (Suzuki and Bird, 2008). Lors 

du développement, la majorité des îlots CpG ne sont pas méthylés. Une partie le deviendra 

plus tard et sera associée a une répression transcriptionnelle.  Au cours de l’inactivation du 

chromosome X, des centaines d’îlots CpG sont méthylés, ce qui crée une répression globale du 

chromosome X (Weber et al., 2005). 
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II.2. Les modifications covalentes des histones.

Les histones sont les cibles de multiples modifications post-traductionnelles. C’est dans 

les années 60 que Vincent Allfrey fait état pour la première fois d’une acétylation et d’une 

méthylation des histones qui ont un impact sur la transcription (Allfrey et al., 1964). Ces 

changements sur les histones vont avoir un effet sur la structure de la chromatine et vont 

permettre le recrutement de manière spécifique de protéines et de complexes enzymatiques 

qui auront une influence sur des processus cellulaires comme la réplication, la transcription, 

la réparation… (Bannister and Kouzarides, 2011). Il existe un grand nombre de modifications 

que l’ont retrouve sur les histones comme : l’acétylation, la méthylation, la phosphorylation, 

l’ubiquitinylation, la SUMOylation, l’ADP-ribosylation, déimination, l’isomérisation des prolines 

et la β−N-acétylglucosamination. La plupart de ces modifications ont lieu sur les queues amino 

et carboxy terminales des histones canoniques et certaines variantes d’histones.  Récemment, 

il a été décrit la possibilité de modifier des résidus dans le domaine globulaire des histones. 

On dénombre environ une soixantaine (figure 6) de résidus qui sont modifiés, mais ce chiffre 

risque d’augmenter dans les années à venir. Un très grand nombre d’enzymes sont responsables 

de l’ajout de ces groupements chimiques sur les histones et la recherche s’est focalisée sur 

l’identification de ces enzymes lors de ces dernières années.

Figure 6 : Les modifications covalentes des histones. Toutes les histones sont ciblées par des 

modifications post-traductionnelles qui ont lieu dans les queues des histones. Les principales 

modifications sont : l’acétylation (bleu), la méthylation (rouge), la phosphorylation (jaune) et 

l’ubiquitination (vert). Les numéros indiquent la position des résidus dans la séquence. Adapté de 

Alabert and Groth, 2012.
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II.2.1. L’acétylation.

L’acétylation des histones est une modification post-traductionnelle réversible qui a été 

décrite dans les années 60 (Allfrey et al., 1964). Elle est caractérisée par l’ajout d’un groupement 

acétyle sur le groupement amine des lysines des queues des histones (figure 7). L’acétylation 

joue un rôle important dans différents processus cellulaires.

L’acétylation intervient dans un premier temps dans l’assemblage de la chromatine. Les 

histones nouvellement synthétisées sont acétylées puis déacétylées directement après leurs 

dépositions (Annunziato, 2012). Les lysines 5, 8 et 12 de l’histone H4 (H4K5, H4K8 et H4K12) sont 

modifiées chez les eucaryotes (Sobel et al., 1995) et permettent aux chaperonnes d’histones 

de les reconnaître pour les déposer sur la chromatine. Le complexe humain CAF-1 dépose 

spécifiquement les histones nouvellement synthétisées, car il s’associe préférentiellement avec 

H4 acétylé aux positions K5, K8 et K12 (Verreault et al., 1996). De la même manière Asf1 est 

retrouvé associé avec H3 acétylé aux positions K14, K5 et K12 chez la drosophile (Tyler et al., 

1999). Il semble indiquer que l’acétylation permet de discriminer les « nouvelles » histones des 

anciennes, mais le mécanisme de reconnaissance n’est pas encore connu. 

L’acétylation est très importante pour l’assemblage de la chromatine chez la levure, 

une chaperonne d’histone nommée Hif1 s’associe préférentiellement avec H4 acétylé pour la 

déposer sur la chromatine (Ai and Parthun, 2004; Poveda et al., 2004). Par ailleurs, Hat1, une 

acétyltransférase (HAT) spécifique de l’histone H4 et qui est importée dans le noyau avec H3 

et H4, joue un rôle important dans la déposition des histones (Ai and Parthun, 2004; Poveda 

et al., 2004). Il n’existe pas encore d’HAT qui acétyle spécifiquement H3, le seul candidat est 

un complexe composé de la HAT Gcn5 et la protéine adaptatrice Ada3 qui acétyle H3 in vitro 

Figure 7 : L’acétylation des lysines des histones. L’ajout d’un groupement acétyle (CH3-CO-), à 

partir de l’acétyl-coenzyme A sur une lysine est catalysé par un acétyltransférase d’histone. La 

déacétylation est catalysée par un déacétylase d’histone. Adapté de Jiang et al., 2007.
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(Sklenar and Parthun, 2004). Les mutations des sites d’acétylation des résidus K5, K8 et K12 

de l’histone H4 provoquent un défaut d’assemblage de la chromatine chez la levure (Ma et al., 

1998). Initialement, l’acétylation a été identifiée sur les queues des histones or, récemment 

il a été démontré qu’elle pouvait avoir lieu dans le domaine globulaire des histones (Benson, 

2005; Xu et al., 2005; Zhou et al., 2006). La lysine 56 de l’histone H3 est acétylée peu de temps 

après sa synthèse et interagit avec le complexe CAF-1 et Asf1 (Masumoto et al., 2005; Zhou 

et al., 2006). La lysine 91 de l’histone H4 est acétylée et serait importante pour l’interaction 

entre le tétramère (H3-H4)2 et le dimère H2A-H2B (Ye et al., 2005). La mutation de la lysine 

91 de H4 chez la levure entraine une instabilité de la chromatine et une sensibilité aux agents 

endommageant l’ADN (Ye et al., 2005). Toutes ces données renforcent l’idée de l’importance de 

l’acétylation dans l’assemblage de la chromatine. 

Mais l’acétylation est surtout impliquée dans la régulation génétique. Le modèle actuel 

de la transcription fait intervenir l’ARN polymérase II, des facteurs généraux de la transcription, 

des corepresseurs, des coactivateurs et des protéines liant des séquences spécifiques. Les 

coactivateurs et les coreppreseurs contiennent une large gamme de protéine modifiant la 

chromatine, dont les HAT et les désacétylases d’histones (HDAC) (Bannister and Kouzarides, 

2011).

II.2.1.a. Les acétyltransférases d’histones (HAT).

Toutes les HAT possèdent un domaine acétyltransférase et des domaines additionnels. 

Généralement, les HAT sont classées en deux groupes : HAT A et HAT B, en fonction du mécanisme 

de catalyse et de localisation cellulaire. Les HAT de type B joue agissent essentiellement dans le 

cytoplasme et dans l’assemblage de la chromatine (voir chapitre B 2.1), Elles sont très conservées 

et partagent leurs séquences avec le membre fondateur de ce groupe Hat1 de levure (tableau 

1) (Parthun, 2007). Les HAT du type A sont plus nombreuses et diverses, elles contiennent 

les HAT : GNAT, MYST et CBP/p300 (tableau 1) (Hodawadekar and Marmorstein, 2007). De 

nombreuses études ont montré que ces enzymes ciblent les queues N-terminales des histones 

et qu’elles font partie de grands complexes coactivateurs de la transcription. Gcn5, une HAT de 

du groupe GNAT, est un membre du complexe coactivateur SAGA et acétyle spécifiquement 

H3 et H2B chez la levure sur les gènes actifs (Kuo et al., 2000; Suka et al., 2001). De même que 

Esa1, une HAT du groupe MYST, fait partie du complexe NuA4 qui acétyle spécifiquement H4 

et H2A chez la levure (Allard et al., 1999; Suka et al., 2001). La neutralisation de charge induite 

par l’acétylation permet un accès plus aisé aux facteurs de transcription et à l’ARN polymérase 
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Famille Nom Organisme Complexes
associés Substrat Fonctions

GNAT Gcn5 de la levure 
à l'homme

SAGA H3/H2B coactivateur

PCAF mammifères PCAF H3/H4 coactivateur

Hat-1 levure HATB H4 K5 K12 acétyles les 
histones 

Hpa2 levure Hap2 H3/H4 non caractérisée

Elp3 levure elongator H3
élongation 
de la transcritpion

MYST Tip60 homme TRRAP H4/H2A coactivateur, 
réparation de l'ADN

Sas2 levure SAS H4 répression

Sas3 levure NuA3 H3 répression

MORF homme MOZ/MORF H3 coactivateur

Hbo1 homme HBO1 H3/H4 réplication 

Esa1 levure NuA4 H4/H2A progression 
du cycle cellulaire

MOF
drosophile
et l'homme MSL H4 chromosome X

CBP/p300 CBP/p300
de la drosophile 
à l'homme CBP/p300 histone de cœur

coactivateur, 
réplication,
réparation

Tableau 1: Les principales enzymes HAT.
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II.2.1.b. Les déacétylases d’histones (HDAC).

Les HDAC sont regroupées en quatre classes en fonction de leurs conservations 

phylogénétiques. La classe I, la classe II et la classe IV (tableau 2) sont respectivement très liées 

à Rpd3, Hda1 et Hos3 de levure et englobent la superfamille des HDAC zinc dépendant ; par 

opposition à la classe III (tableau 2) qui contient les HDAC dépendantes du NAD+ et contient 

des protéines homologues à la sirtuine Sir2 de levure (Yang and Seto, 2007). Les HDAC ont un 

effet opposé aux HAT en enlevant le groupement acétyle (figure 7) et en rétablissant la charge 

positive sur la lysine. Il en résulte une stabilisation de la structure de la chromatine et une 

inhibition de la transcription. En général, les HDAC ont une spécificité de substrat relativement 

faible, par exemple Rpd3 déacétyle toutes les histones du cœur alors que Hda1 cible H3 et 

II (Yang and Seto, 2007). Récemment, il a été démontré que l’acétylation de résidus du domaine 

globulaire était impliqué dans la stabilité du nucléosome. L’acétylation de la lysine 56 de H3 

(H3K56) par la HAT humaine Gcn5 déstabilise l’interaction entre les histones et l’ADN (Tjeertes 

et al., 2009). La délétion du gène de la HAT p300 chez la souris induit une perte de l’acétylation 

de H3K56, ce qui suggère une implication de cette HAT sur H3K56 (Das et al., 2009). De plus, la 

délétion de p300 ou de Gcn5 chez la souris (Tjeertes et al., 2009) augmente la sensibilité aux 

agents endommageant l’ADN.
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II.2.2. La méthylation.

La méthylation des histones a lieu principalement sur les chaines latérales des lysines 

et des arginines. À la différence de l’acétylation et la phosphorylation, elle ne modifie pas la 

charge de l’histone, mais affecte les propriétés stériques et hydrophobes de la protéine. La 

méthylation des histones augmente l’affinité pour certaines protéines, comme des facteurs 

de transcription. Il y a différents niveaux de complexité concernant cette modification qui va 

Classe homologue de levurehomologue humainlocalisation mode d'action

classe I Rpd3 HDAC1 noyau Zn dépendant

HDAC2

HDAC3

HDAC8

classe II Hda1 HDAC4 noyau
et cytoplasme

Zn dépendant

HDAC5

HDAC6

HDAC7

HDAC9

classe III Sir2 SIRT1 à SIR7 mitochondrie
et cytroplasme NAD+ dépendant

classe IV Hos3 HDAC11 noyau
et cytoplasme

Zn dépendant

Tableau 2: Les principales enzymes HDAC.

Introduction

Page | 19

H2B, les deux peuvent être dirigés vers des gènes spécifiques par respectivement Ume6 et 

Tup1 (Rundlett et al., 1998; Wu et al., 2001). Les HDAC sont aussi liées à des corépresseurs 

de la transcription qui contiennent des domaines SANT qui ont la particularité de fixer les 

queues des histones non modifiées (la Cruz et al., 2005). Le corépresseur SMRT contient deux 

domaines SANT ; l’un fixe H4 non modifié et l’autre se lie à HDAC3 ce qui permet d’amplifier 

la déacétylation le long de la chromatine (Yu et al., 2003; Hartman et al., 2005). Les HDAC 

auraient un rôle activateur sur la transcription, il semblerait que pour activer la transcription une 

alternance rapide entre l’acétylation et la déacétylation soit requise. Rpd3 est recruté lors de 

la transcription de gènes spécifiques en réponse à un stress osmotique ou un choc thermique. 

L’utilisation de la trichostatine A (un inhibiteur des HDAC) a les mêmes effets dramatiques sur 

l’activation de la transcription que la délétion d’HDAC comme Rpd3 et Hos1 chez la levure 

(Bernstein et al., 2000). Le rôle des HDAC sur la transcription est bien plus complexe qu’un 

simple effet inhibiteur, il faudra encore d’autres travaux pour mieux comprendre l’implication 

des HDAC sur la transcription.
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dépendre des propriétés fonctionnelles de la méthyltransférase associée ; les lysines peuvent 

être mono, di ou triméthylées, alors que les arginines peuvent être monométhylées (d’une 

façon symétrique ou asymétrique) et diméthylées (figure 11) (Bedford and Clarke, 2009; Ng et 

al., 2009).

II.2.2.a. La méthylation des résidus lysines.

Les méthyltransférases d’histones (HMT) sont divisées en trois classes : les lysines 

méthyltransférase (HKMT) contenant un domaine SET, les HKMT n’ont pas un domaine SET et 

les arginines méthyltransférases (figure 8). Les trois classes utilisent le S-adénosylméthionine 

(SAM) comme cofacteur pour ajouter des groupements méthyles (Smith and Denu, 2009). 

Les lysines méthyltransférases (HLMT) ont une spécificité de substrat, elles vont modifier une 

seule lysine sur une seule histone ce qui conduit à une activation ou une répression de la 

transcription. SUV39H1 qui cible H3K9 a été la première HKMT identifiée (Rea et al., 2000). 

Depuis, de nombreuses HKMT ont été identifiées. Elles modifient les lysines des queues 

N-terminales de H3 et H4 (figure 9). Toutes les HKMT qui méthylent les lysines des queues 

possèdent un domaine SET. Seule l’enzyme Dot1 qui méthyle H3K79, situé dans le domaine 

Figure 8 : La méthylation des lysines et des arginines des histones. (A) Méthylation des arginines 

par les PRMT de type I et II. (B) Niveau de méthylation des lysines. Adapté de Zhang and Reinberg, 

2001.
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globulaire de H3, ne possède pas de domaine SET (Steger et al., 2008). On ne sait pas pourquoi 

cette enzyme est différente des autres, certainement pour avoir un accès à son substrat. La 

classe des enzymes contenant un domaine SET est la mieux caractérisée actuellement et a été 

associée à des maladies métaboliques (El-Osta et al., 2008; Lee et al., 2008; Brasacchio et al., 

2009). Le domaine SET est très conservé au cours de l’évolution, il a été identifié initialement 

chez la drosophile sur des protéines du groupe « enhancer of zeste » (Jones and Gelbart, 1993) 

ou du groupe « trithorax » (Stassen et al., 1995). Le rôle majeur des HKMT va être de moduler 

l’activité des gènes en méthylant les histones qui induisent une altération de la chromatine 

(Rea et al., 2000). La méthylation de H3K9 permet de recruter la protéine HP1 pour former 

l’hétérochromatine. HP1 reconnait les protéines méthylées grâce à un chromodomaine 

(Santos-Rosa et al., 2002). Ce qui est à l’opposé de la méthylation des lysines 4, 36 et 79 de H3 

qui est associée à l’euchromatine et une activation de la transcription (Lee et al., 2005). Les 

HKMT  peuvent aussi cibler des protéines qui ne sont pas des histones comme p53 (Chuikov et 

al., 2004), pRb (Munro et al., 2010) et le récepteur aux estrogènes (Subramanian et al., 2008). 

Ce sont des enzymes relativement très spécifiques. Par exemple chez Neurosproa crassa, 

DIM5 méthyle H3K9 alors que SET7/9 cible H3K4. Elles sont aussi spécifiques du niveau de 

méthylation, DIM5 ne pouvant que triméthyler H3K9 (Tamaru et al., 2003) alors que SET7/9 

Figure 9 : Les sites de modifications des méthyltransférases (flèche rouge) et des déméthylases 

(flèche bleue). Adapté de Mosammaparast and Shi, 2010.
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monométhyle H3K4 (Xiao et al., 2003). Cette spécificité a été mise en évidence grâce à des 

études cristallographiques qui ont démontré qu’un résidu essentiel dans le domaine catalytique 

permet de donner la spécificité à l’enzyme. Une phénylalanine (F281) dans la poche de liaison 

à la lysine de DIM5 permet la méthylation à tous les niveaux et donc une triméthylation (Zhang 

and Tang, 2003). C’est une tyrosine (Y305) pour SET7/9 qui en revanche ne permet que la 

monométhylation (Xiao et al., 2003). La mutation de la F281 en tyrosine sur DIM5 la convertit 

en une monométhyltransférase tandis que la mutation de la Y305 en une phénylalanine de 

SET7/9 crée une triméthyltransférase (Zhang and Tang, 2003). D’une manière plus générale, 

les résidus aromatiques sont responsables du niveau de méthylation des HKMT (Collins et al., 

2005).

II.2.2.b. La méthylation des résidus arginines.

Les arginines méthyltransférases sont elles-mêmes divisées en deux classes, les types I 

qui génèrent des arginines monométhylées et diméthylées (de façon asymétrique) et les types 

II qui génèrent des arginines monométhylées et diméthylées (de façon symétrique) (figure 

8). Ces deux types comportent environ 11 membres et sont dénommés PRMT. Toutes ces 

enzymes transfèrent un groupement méthyle provenant du cofacteur SAM sur le groupement 

guanidinium de l’arginine (figure 8). Les arginines méthyltransférases les mieux caractérisées 

sont les PRMT 1, 4, 5 et 6 (figure 9). Elles sont très différentes des lysines méthyltransférases, 

car le site de fixation du cofacteur SAM est opposé au site de fixation à l’histone. De cette 

manière, la molécule de SAM et l’histone arrivent au site catalytique par deux chemins 

différents, ce qui permettrait de modéliser des drogues pour cibler spécifiquement les arginines 

méthyltransférases.

II.2.2.c. Les déméthylases.

Pendant de nombreuses années, la méthylation des histones était considérée comme 

une modification stable. En 2002, il a été suggéré l’existence d’une déméthylation des résidus 

arginines et lysines (Bannister et al., 2002) qui a été confirmé expérimentalement. La conversion 

d’une arginine méthylée en citrulline grâce à une réaction de déimination a été la première 

preuve d’un mécanisme de réversion de la méthylation de l’arginine (Cuthbert et al., 2004; Wang 

et al., 2004b). Bien que ce qu’il ne soit par direct, récemment il a été découvert que la protéine 

jumonji JMJD6 est capable de déméthyler l’histone H3 le passant d’une forme triméthylée à 

une forme diméthylée (Chang et al., 2007). En 2004, LSD1 a été identifié comme la première 
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lysine déméthylase qui utilise comme cofacteur le FAD (Shi et al., 2004). La réaction nécessite la 

présence d’un atome d’azote protoné d’une lysine mono ou diméthylée. La protéine LSD1 peut 

in vitro enlever les groupements méthyles de H3K4 mono ou diméthylée, mais pas dans un 

contexte d’un nucléosome, alors qu’en présence du complexe corépresseur Co-REST elle peut 

déméthyler les histones d’un nucléosome. Ceci suggère que les membres du complexe Co-REST 

permettent la reconnaissance des histones du nucléosome à LSD1. L’activité de LSD1 peut être 

modulée, car elle déméthyle H3K9 lorsqu’elle est complexée avec le récepteur aux androgènes 

(Klose and Zhang, 2007). Depuis, d’autres types de lysines déméthylases ont été identifiées 

(Tsukada et al., 2006). Certaines enzymes de cette classe sont capables de déméthyler des 

lysines triméthylées. Elles utilisent un mécanisme différent de LSD1 en ayant besoin du Fe(II) 

et du l’α-ketoglutarate comme cofacteurs. JMJD2 déméthyle H3K9 et H3K36 triméthylée 

grâce à un domaine JmjC jumonji (Chen et al., 2006). De nombreuses lysines déméthylases 

ont été identifiées et elles contiennent toutes un domaine JmjC jumonji à l’exception de LSD1 

(Mosammaparast and Shi, 2010). Toutes ces enzymes comme les méthyltransférases ont 

une très haute spécificité pour leurs substrats et sont sensibles au niveau de méthylation de 

leurs substrats. Certaines déméthylases sont capablent de déméthyler uniquement une lysine 

monométhylée, alors que d’autres ne sont capablent que de déméthyler une lysine triméthylée.

II.2.3. La phosphorylation.

La phosphorylation des histones est devenue un sujet très important au cours de ces 

dernières années. La phosphorylation des histones a été associée à une variété de processus 

cellulaires, y compris la régulation transcriptionnelle, l’apoptose, la progression du cycle 

cellulaire, la réparation de l’ADN, la condensation des chromosomes, et la régulation des gènes 

du développement (Oki et al., 2007). Elle a lieu sur les sérines, les thréonines et les tyrosines 

des queues N-terminales ainsi que dans les domaines globulaires des histones. Le niveau de 

phosphorylation est régulé par des kinases et des phosphatases spécifiques (Oki et al., 2007). 

Toutes les kinases identifiées transfèrent un phosphate provenant de l’ATP sur le groupement 

hydroxyle de la chaîne latérale de l’acide aminé cible, ajoutant une charge négative à l’histone, 

ce qui influence la structure et la fonction de la chromatine. Cependant, il est difficile de 

savoir comment l’enzyme est recruté sur son site (Oki et al., 2007). De nombreux résidus sont 

phosphorylés sur les histones du cœur et les variantes d’histones. 

La phosphorylation de H3 est l’une des plus étudiées et notamment sur la sérine 10 

(H3S10P) qui est impliquée dans plusieurs processus cellulaires. Elle a lieu durant la mitose 
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par les kinases IpL1 et Snf-1 chez la levure (Glover et al., 1995; Lo et al., 2001) et par Aurora B, 

IKK, Rsk2 et AKT chez les mammifères (Prigent and Dimitrov, 2003). Elle commence à s’établir 

au niveau de l’hétérochromatine péricentrique en fin de phase G2 et se répand sur tout le 

chromosome lors de la prophase (Hendzel et al., 1997) et disparaît en fin de télophase avec la 

décondensation des chromosomes (Hendzel et al., 1997). Ceci suggère un rôle de H3S10 lors 

de la condensation et la ségrégation des chromosomes. H3S10 a aussi un rôle en interphase au 

niveau de l’activation de la transcription. L’ajout du phosphate permet de charger négativement 

la queue N-terminale de H3 ce qui a pour conséquence de déstabiliser les interactions 

électrostatiques entre les histones et l’ADN et de se faite augmente l’accessibilité à des facteurs 

de transcription (Cheung et al., 2000).

II.2.4. L’ADP ribosylation.

Les histones sont mono ou poly ADP-ribosylées sur les résidus glutamate et arginine, 

cependant on sait très peu de choses sur la fonction de cette modification. La réaction est 

caractérisée par le transfert d’ADP ribose en provenance du NAD+ sur un accepteur protéique 

en libérant la nicotinamide (Hassa et al., 2006). Les protéines peuvent être poly ADP-ribosylées 

de manière linéaire ou branchée. La réaction est catalysée par une enzyme appelée polyADP-

ribose polymérase (PARP) et elle peut être reversée par une enzyme appelée polyADP-ribose 

glycosylase (PARG) (Hassa et al., 2006). De nombreuses études ont suggéré que les grandes 

quantités de NAD+ synthétisé dans le noyau sont impliquées dans la modulation de la structure 

de la chromatine (Hassa et al., 2006). Le niveau d’histones poly ADP-ribosylées a été corrélé 

avec une forme de chromatine plus relâchée (Hassa et al., 2006). De plus l’activation de la 

PARP-1 a été reliée à un fort taux de nucléosomes acétylés (Cohen-Armon et al., 2007). La mono 

ADP-ribosylation est catalysée par un autre type d’enzyme : les monos ADP-ribosyltransférases. 

Elle intervient sur toutes les histones et elle augmente significativement lors de réponse aux 

cassures de l’ADN (Hassa et al., 2006).

II.2.5. L’ubiquitination et la sumoylation.

Toutes les modifications précédentes font intervenir l’addition de petites molécules sur 

les chaines latérales des acides aminés. L’ubiquitination consiste en l’ajout d’un polypeptide 

de 76 aa sur les lysines par un mécanisme en trois étapes. L’ubiquitine est d’abord activée par 

une réaction dépendante de l’ATP impliquant une enzyme d’activation d’ubiquitine (E1) suivie 

par la conjugaison via une liaison thioester à un résidu cystéine d’une enzyme de conjugaison 
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l’ubiquitine-(E2). Lors de l’étape finale, l’ubiquitine est transférée de l’enzyme E2 vers la 

lysine cible. Ce transfert est catalysé par une ligase isopeptidique (E3) qui est caractérisée par 

la présence d’un domaine RING (Hershko and Ciechanover, 1998). Ces différentes enzymes 

déterminent le site de modification et le niveau d’ubiquitination (mono ou poly). La mono 

ubiquitination semble être le consensus pour toutes les histones cependant les sites de 

modifications ne sont pas tous caractérisés. Deux sites sur H2A et H2B sont très bien caractérisés. 

La mono ubiquitination de la lysine 119 de H2A est effectuée par la ligase RING1B membre 

du complexe PRC1L qui est impliqué dans la répression des gènes (Wang et al., 2004a). La 

mono ubiquitination de la lysine 123 de H2B est assurée par RNF20 et permet l’activation de la 

transcription en recrutant des méthyltransférases nécessaires à l’activation de la transcription 

(Lee et al., 2007; Kim et al., 2009).

La sumoylation est une modification apparentée à l’ubiquitination. Elle est caractérisée 

par l’ajout d’un polypeptide SUMO d’environ 100 aa sur une lysine au niveau d’une séquence 

consensus ΦKxE (ou Φ est une isoleucine, une leucine ou une valine et x est un acide aminé 

quelconque). L’attachement de SUMO est effectué par une cascade de réactions enzymatiques 

similaires à celles de la voie d’ubiquitinylation, mais les enzymes des deux voies sont totalement 

différentes (Seeler and Dejean, 2003). La sumoylation des histones a été détectée sur les toutes 

les histones et est associée à une répression transcriptionnelle (Shiio and Eisenman, 2003). La 

protéine HP1 et certaines HDAC seraient recrutées à la chromatine grâce à cette modification 

(Shiio and Eisenman, 2003). Il reste encore à élucider les mécanismes moléculaires mis en jeu 

lors de la sumoylation des histones.

II.2.6. Les autres modifications.

La déimination est une réaction qui permet la conversion d’une arginine en une citrulline 

(figure 10). La réaction est catalysée par une peptidyl déiminase PAID4 (Cuthbert et al., 2004). 

L’effet majeur de cette modification est la perte d’une charge positive, car le groupement amine 

est enlevé.

La délétion des queues N-terminales des histones est un autre mécanisme radical pour 

enlever les modifications résidantes sur les histones. Elle a été démontrée pour la première 

fois chez Tetrahymena en 1980 où les six premiers acides aminés de H3 sont clivés (Allis et al., 

1980). Depuis cette activité a été observée chez la levure et la souris où les vingt et un premiers 

acides aminés de H3 sont supprimés (Santos-Rosa et al., 2009). C’est la Cathepsin L qui clive la 

partie N-terminale de H3 lors de la différenciation des cellules ES chez la souris (Duncan et al., 
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2008). Il existe d’autres types de modifications comme la glycosylation (Liebich et al., 1993), la 

carbonylation (G T Wondrak, 2000) et la biotinylation (Hymes et al., 1995).

II.2.7. Relation entre les modifications covalentes des histones.

Les modifications covalentes des histones montrent encore une fois que le nucléosome 

n’est pas juste une structure protéique servant à enrouler l’ADN, mais qu’il peut être modifié 

par des groupements chimiques ou protéiques et ajoute encore un niveau de complexité à la 

dynamique de la chromatine. La présence de ces modifications sur la même histone ou celle 

qui est adjacente permet une relation entre elles qui est appelée « cross talk » en anglais. 

Une modification va favoriser d’une manière positive ou négative une autre en fonction du 

processus cellulaire engagé (Bannister and Kouzarides, 2011) ; en voici quelques exemples 

(figure 11) :

-	 Il y a une compétition entre modifications si elles ont lieu sur le même résidu. 

C’est le cas pour les lysines qui peuvent être acétylées, méthylées, ubiquitinylées ou 

SUMOylées. Ces modifications s’excluent entre elles (figure 6).

-	 Dans certains cas, une modification va être dépendante d’une autre située sur 

la même ou une autre histone. Un très bon exemple chez la levure où l’on observe que la 

méthylation de H3K4 et H3K79 qui est dépendante de l’ubiquitination de H2BK123 (Lee 

et al., 2007) et dont le mécanisme est conservé chez les eucaryotes supérieurs (Kim et al., 

2009).

-	 Le site d’attachement d’une protéine à une modification des histones peut être 

Figure 10 : Déimination des résidus arginines des histones. Le groupement amine de l’arginine 

est substitué par une peptidyl déiminase ce qui a pour conséquence la génération d’une citrulline. 

Adapté de Cuthbert et al., 2004.
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altéré par une modification voisine. La fixation de HP1 sur H3K9 di- ou triméthylées peut 

être perturbée par la phosphorylation de H3S10 (Fischle et al., 2003).

-	 Il peut exister une coopération entre plusieurs modifications qui augmente la 

reconnaissance par d’autres protéines. Par exemple, PHF8 fixe spécifiquement H3K4 

triméthylée grâce à son domaine PHD, cette interaction est renforcée si les lysines 9 et14 

de H3 sont méthylées (Vermeulen et al., 2010).

-	 Une relation entre les modifications des histones et la méthylation de l’ADN a 

été observée avec UHRF1 qui est une protéine qui fixe les nucléosomes contenant H3K9 

triméthylés. Cette interaction est d’autant plus stimulée lorsque l’ADN nucléosomal est 

méthylé (Bartke et al., 2010).

-	 Une modification peut recruter des facteurs de modification de la chromatine qui 

vont à leur tour ajouter des modifications sur les histones. Yng1, un membre du complexe 

NuA3, reconnaît grâce à son domaine PHD H3K4 méthylée et apporte par l’intermédiaire 

de NuA3 une acétyltransférase pour acétyler H3K14 (Martin et al., 2006; Taverna et al., 

2006). ING2 fixe H3K4 méthylée ce qui permet le recrutement d’une déacétylase par 

l’intermédiaire de ING2 (Shi et al., 2006).

Nous avons vu à travers ce chapitre que les nucléosomes sont affectés par plusieurs 

modifications covalentes interconnectées entre elles. Celles-ci sont conservées au cours de 

l’évolution et ont un effet sur la structure et la fonction de la chromatine. Ces modifications 

Figure 11 : Relation entre les modifications covalentes des histones. Une modification peut affecter 

de manière positive (flèche) ou négative (flèche barrée) d’autres modifications. Adapté de Bannister 

and Kouzarides, 2011.
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constituent un code épigénétique hérité d’une génération cellulaire à une autre. La grande 

variété de ces modifications et leurs implications dans les processus cellulaires a fait émerger 

l’idée d’un code histone (Strahl and Allis, 2000; Turner, 2000) porté par les queues N-terminales 

et les domaines globulaires des histones. Ce code histone est établi par diverses enzymes 

épigénétiques et il est interprété par des protéines spécifiques. Ces dernières vont agir comme 

une machinerie de traduction pour décoder l’information épigénétique dans les modifications 

d’histones. Ces marques épigénétiques sur les histones constituent un mécanisme de stockage 

de l’information sur tout le génome qui commence seulement à être décrypté. Il est de plus en 

plus évident que le code histone est un moyen potentiel d’étendre et de compléter l’information 

contenue dans le code génétique.  

II.3. Les complexes de remodelages de la chromatine ATP dépendants.

Le remodelage des nucléosomes est un mécanisme d’altération de l’interaction entre 

les histones et l’ADN qui nécessite l’hydrolyse de l’ATP. L’accès à l’ADN est augmenté durant ce 

mécanisme, permettant à des facteurs spécifiques d’atteindre leurs séquences cibles lors de 

processus cellulaires importants comme la réplication, la transcription, la réparation de l’ADN, 

etc.  Les complexes de remodelages de la chromatine (CRC) ont la possibilité d’agir sur les 

nucléosomes de plusieurs façons (figure 12) :

Figure 12 : Mode d’action des complexes de remodelages de la chromatine. (A) Les CRC (en vert) 

peuvent assister l’assemblage de la chromatine en déplaçant les octamères d’histones existants 

pour créer de la place pour une nouvelle déposition. Les CRC peuvent agir de deux manières sur les 

nucléosomes : (B) l’exposition du site de fixation (en rouge) d’une protéine X (en bleu), initialement 

masqué par un octamère d’histone, par un glissement de nucléosome, une éjection du nucléosome 

ou un déroulement locale de l’ADN. (C) Ils peuvent aussi changer la composition en histones soit par 

un échange ou une éjection de dimères. Adapté de Clapier and Cairns, 2009.



Introduction

Page | 29

-	 Les CRC assistent l’assemblage de la chromatine en déplaçant les octamères 

d’histones déjà déposés afin de créer de nouvelles zones de déposition (figure 12A).

-	 Le site de fixation d’une protéine sur l’ADN peut être inaccessible. Les CRC 

peuvent faire glisser ou éjecter les nucléosomes pour rendre le site de fixation accessible. 

Ils peuvent aussi dérouler localement l’ADN pour permettre à la protéine cible de fixer 

son site sur l’ADN (figure 12B).

-	 Les CRC peuvent incorporer des variantes d’histones par échange ou éjection 

des dimères d’histones préexistants (figure 12C).

Il y a actuellement quatre familles de CRC qui sont définies par leurs domaines ATPase: 

la famille SWI/SNF, la famille ISWI, la famille CHD/Mi-2 et la famille INO80 (figure 13). Les CRC 

sont tous spécialisés dans des processus cellulaires spécifiques grâce à une composition en 

sous-unité unique et un domaine ATPase unique (Becker and Hörz, 2002; Tsukiyama, 2002; 

Eberharter and Becker, 2004). Ces CRC vont partager plusieurs propriétés : une affinité pour 

les nucléosomes, un domaine de reconnaissance des modifications covalentes des histones 

(bromodomaine ou  chromodomaine), un domaine ATPase similaire et un domaine ou des 

sous-unités régulant leurs activités. Chaque famille de CRC est conservée au cours de l’évolution 

avec de petites variations en composition en fonction des espèces.

Figure 13 : Les familles de complexes de remodelages de la chromatine. Toutes les familles 

contiennent un domaine ATPase qui est séparé en deux parties par une insertion plus ou moins grande 

: DExx (rouge) et HELICc (orange). Chaque famille est caractérisée par des domaines spécifiques 

comme : HSA (vert foncé), bromodomaine (vert clair), chromodomaine en tandem (magenta), SANT 

(bleu clair) et SLIDE (bleu foncé). Adapté de Clapier and Cairns, 2009.
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II.3.1. La famille SWI/SNF.

La famille SWI/SNF a été initialement identifiée chez la levure et se compose de deux 

sous-familles très conservées au cours de l’évolution. La première contient les complexes : SWI/

SNF de levure, BAP de drosophile et BAF humain. Alors que la deuxième compte les complexes 

: RSC de levure, PBAP de drosophile et PBAF humain (tableau 3). La caractéristique de ces CRC 

est la présence d’un bromodomaine sur la sous-unité ATPasique qui est spécialisée dans la 

reconnaissance des histones acétylées (Zeng and Zhou, 2002).

II.3.1.a. Le complexe SWI/SNF de levure.

C’est le premier CRC à avoir été identifié par deux études indépendantes. Les gènes SWI 

ont été mis en évidence pour leurs rôles dans la régulation de la transcription des gènes HO, 

qui encode des enzymes impliquées dans l’interconversion sexuelle chez la levure (Stern et al., 

1984; Breeden and Nasmyth, 1987). Les gènes SNF ont été décrits comme nécessaires pour la 

transcription du gène suc2 (Neigeborn and Carlson, 1984). Plus tard une partie des gènes swi 

et snf se sont avérés coder pour des sous-unités du complexe SWI/SNF. Une partie des gènes 

snf, comprenant SWI/SNF2, SNF5 et six autres gènes, sont impliqués dans la transcription des 

LTR du rétrotransposon Ty (Happel et al., 1991). La délétion du complexe SWI/SNF a un effet sur 

un petit ensemble des gènes de levure. Ce complexe serait impliqué soit dans l’activation ou la 

répression de ces gènes (Sudarsanam et al., 2000).

La purification du complexe SWI/SNF montre qu’il est composé de onze sous-unités 

(tableau 3) en incluant la sous-unité ATPasique Swi2/Snf2 (Côté et al., 1994; Peterson et al., 

1994; Peterson, 1998). Les souches mutantes pour swi/snf ont montré une altération de la 

structure de la chromatine sur le promoteur du gène suc2, indépendamment du niveau de 

transcription du gène (Hirschhorn et al., 1992). Des mutations des gènes de H3 et H4 peuvent 

supprimer en partie les effets des mutants swi/snf. Ces mutations peuvent affecter la stabilité 

du nucléosome et permettre l’accès aux facteurs de transcription (Kurumizaka and Wolffe, 

1997; Wechser et al., 1997). Ces études constituent un lien entre le complexe SWI/SNF et la 

chromatine

II.3.1.b. Le complexe RSC de levure.

Il existe un autre complexe très proche de SWI/SNF chez la levure qui a été décrite en 1994 

(Cairns et al., 1994; 1999). Le complexe RSC contient quinze sous-unités, dont deux identiques 
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et au moins quatre homologues au complexe SWI/SNF (tableau 3) (Cairns et al., 1999; Wang, 

2003). Les deux complexes partagent deux protéines apparentées à l’actine Arp7 et Arp9.

Le complexe RSC joue un rôle plus important dans la cellule par rapport au complexe 

SWI/SNF. Il est plus abondant que ce dernier, environ dix fois plus par cellule. La plupart des 

sous-unités du complexe RSC sont essentielles incluant la sous-unité ATPasique Sth1 (Wang, 

2003). Les mutations de celles-ci entrainent des problèmes de ségrégation des chromosomes. 

Le complexe RSC interviendrait dans la configuration des centromères, mais n’est pas impliqué 

dans la déposition de variantes d’histones centromériques (Jing-mei Hsu, 2003).

II.3.1.c. Les complexes BAP et PBAP de drosophile.

Des études chez la drosophile ont identifié, le complexe BAP comprenant la sous-unité 

ATPasique BRM ou Brahma qui est l’homologue de Swi2/Snf2 et Sth1 de levure (tableau 3) 

(Tamkun et al., 1992; Papoulas et al., 1998). Le complexe BAP de 2MDa contient également des 

protéines associées à BRM (tableau 3) dont BAP-111 une protéine comportant une boîte HMG 

qui pourrait orienter ce complexe vers la chromatine (Papoulas et al., 1998). Le complexe BAP 

est très exprimé chez la drosophile et surtout pendant le développement. L’expression d’un 

dominant négatif de BRM conduit à des problèmes dans l’organogénèse et une diminution 

de la viabilité (Elfring et al., 1998). Un autre complexe PBAP a été mis en évidence, il possède 

la plupart des sous-unités de BAP sauf OSA et une sous-unité particulière BAP170 (tableau 3) 

(Mohrmann et al., 2004). BAP170 serait l’homologue de Rsc9 du complexe RSC de levure. La 

drosophile a deux complexes BAP et PBAP apparentés à SWI/SNF mais avec une sous-unité 

ATPasique unique. Il a été montré que ces complexes facilitent la transcription des gènes par 

l’ARN polymérase II et qu’ils soient impliqués dans la transcription de nombreux gènes des 

chromosomes polytènes (Armstrong et al., 2002).

II.3.1.d. Les complexes BAF et PBAF humains.

On retrouve aussi deux complexes apparentés à SWI/SNF chez l’homme : BAF qui 

contient la sous-unité ATPasique hBRM ou BRG1 et PBAF qui contient uniquement BRG1 

(Khavari et al., 1993; Muchardt and Yaniv, 1993; Chiba et al., 1994; Wang et al., 1996). C’est 

deux complexes vont partager au moins cinq sous-unités homologues à SWI/SNF. BAF présente 

une sous unique BAF250 qui est l’homologue de Swi1 (Nie et al.), alors que PBAF possède 

une sous-unité spécifique BAF180 qui est structurellement proche de Rsc1, Rsc2 et Rsc4. Les 

protéines BRG1 et hBRM sont très similaires au niveau de leurs structures, mais elles ont des 
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fonctions très différentes (tableau 3). La délétion du gène correspondant à BRG1 est létale 

chez la souris (Bultman et al., 2000) et plusieurs mutations sont retrouvées sur BRG1 dans des 

lignées cellulaires tumorales (Liu et al., 2001). En revanche, la délétion de hBRM chez la souris 

est viable (Reyes et al., 1998). BRG1 lie les protéines à doigts de zinc grâce à un domaine unique 

en N-terminal. BRM peut interagir avec des protéines contenant des répétitions ankyrines qui 

sont des composants clés de la voie de transduction Notch (Kadam and Emerson, 2003). Les 

complexes associés à BRG1 et BRM sont impliqués dans des processus cellulaires différents. 

PBAF est nécessaire à la transactivation ligand dépendante des récepteurs nucléaires de 

la vitamine D et l’acide rétinoïque (Lemon et al., 2001) alors que BAF serait requis pour la 

transcription dépendante des récepteurs aux glucocorticoïdes (Trotter and Archer, 2004). 

II.3.2. La famille ISWI.

La seconde famille de CRC est caractérisée pour sa capacité à réarranger la chromatine 

en ordonnant de façon régulière les nucléosomes. Elle comprend les complexes ISWI 1 et 2 de 

levure (Tsukiyama et al., 1999; Vary et al., 2003; Iida and Araki, 2004), les complexes CHRAC, 

NURF et ACF de drosophile (Becker et al., 1994; Tsukiyama et al., 1994; Tsukiyama and Wu, 

1995; Tsukiyama et al., 1995; Ito et al., 1997) et les complexes humains RSF (LeRoy, 1998; 

Loyola et al., 2003), hACF/WCRF (Bochar et al., 2000; LeRoy et al., 2000), hWICH (Bozhenok 

et al., 2002), hCHRAC (Poot et al., 2000), NoRC (Strohner et al., 2001) et hNURF (Barak et al., 

2003) (tableau 4). 

Les CRC de cette famille ont tous une sous unité ATPase ISWI très conservée et ont été 

Complexe SWI/SNF RSC BAP PBAP BAF PBAF

ATPase Swi2/snf2 Sth1 hBRM 
ou BRG1

BRG1

Swi/Adr6 OSA BAF250
Polybromo

BAP170
BAF180
BAF200

Swi3 Rsc8/Swh3
Swp73 Rsc6
Snf5 Sfh1

BAF53a, b
Actin

Swp82,
Taf14,
Snf6/11

Rsc1-10/30

levure drosophile homme

BRM/Brahma

MOR/BAP155

Arp7 et Arp9

sous-unités
non 

catalytiques

Actin

BAF155, BAF170
BAF60a,b,c

BAF57
hSNF5/BAF47/INI1

BAP55 ou BAP47

BAP60
SNR1/BAP45
BAP111/dalao

Tableau 3: Composition des CRC de la famille SWI/SNF.
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identifiés pour la première fois chez la drosophile (ACF, CHRAC et NURF). Le domaine ATPase de 

cette famille contient un domaine SANT-SLIDE qui permet la reconnaissance du nucléosome. À 

l’inverse des autres ATPase des CRC, ISWI ne possède aucun domaine de liaison aux histones 

modifiées.

II.3.2.a. Le complexe ISWI de drosophile.

La sous-unité ATPasique ISWI est commune aux trois complexes ACF, CHRAC et NURF chez 

la drosophile. Des études biochimiques ont mis en évidence la fonction de facteur remodelage 

ATP dépendant de ISWI. Son activité est fortement stimulée par le nucléosome et très peu par 

l’ADN (Corona et al., 1999). ISWI peut réorganiser des nucléosomes irrégulièrement répartis 

sur l’ADN en les ordonnant régulièrement sur l’ADN (Hamiche et al., 1999; Längst et al., 1999). 

Ce mécanisme est réalisé selon deux scénarios :

-	 les nucléosomes glissent le long de l’ADN sans être désassemblés.

-	 les nucléosomes sont désassemblés et réassemblés de manière régulière.

ISWI peut aussi assister des facteurs de transcription et d’autres protéines pour fixer 

leurs séquences cibles (Corona et al., 1999). ISWI possède quasiment toutes les propriétés des 

complexes ACF, CHRAC et NURF mais ISWI interagit toujours avec différentes sous-unités en 

condition in vivo pour former des complexes distincts, l’activité d’ISWI est alors plus intense 

lorsqu’il est intégré dans un complexe (Eberharter et al., 2001). La purification des protéines 

associées à ISWI chez la drosophile a permis d’identifier trois complexes distincts :

-	 NURF

 NURF est un complexe de 500 kDa composé de quatre sous-unités dont : ISWI qui porte 

l’activité ATPasique (Tsukiyama et al., 1994; Khorasanizadeh, 2004)(Tsukiyama et al., 1994; 

Khorasanizadeh, 2004)(Tsukiyama et al., 1994; Khorasanizadeh, 2004)(Tsukiyama et al., 1994; 

Khorasanizadeh, 2004), NURF38 qui possède une activité phosphatase, NURF55 une protéine 

contenant des répétitions WD40 et NURF301 (Tsukiyama and Wu, 1995; Xiao et al., 2001). 

NURF a d’abord été identifié comme un facteur facilitant la fixation de GAGA sur le promoteur 

de hsp70 (Tsukiyama et al., 1994). Le complexe NURF est capable de catalyser le glissement du 

nucléosome en présence d’ATP (Hamiche et al., 1999) et nécessite la partie N-terminale de H4 

(Xiao et al., 2001).
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-	 ACF

ACF est un complexe de 220 kDa composé de deux sous-unités: ISWI et ACF1 une protéine 

contenant un doigt PHD et un bromodomaine. La sous-unité ACF1 montre des similarités avec 

la sous-unité NURF301 du complexe NURF (Xiao et al., 2001). Le complexe ACF est capable 

d’assembler régulièrement des nucléosomes en coopérant avec NAP1 et CAF-1 (Ito et al., 1997). 

Il a aussi la possibilité d’induire le glissement de nucléosome et d’activer la transcription in vitro 

en facilitant la fixation de GAL4-VP16 sur de la chromatine reconstituée in vitro (Eberharter et 

al., 2001).

-	 CHRAC

CHRAC est un complexe de 670 kDa composé de quatre sous-unités dont ISWI, ACF1, 

CHRAC14-16, et la topoisomérase II (Varga-Weisz et al., 1997; Corona et al., 2000). De la même 

manière que ACF, CHRAC est impliqué dans l’assemblage et le désassemblage de la chromatine 

in vitro (Varga-Weisz et al., 1997). CHRAC14 et 16 sont des petites protéines contenant un 

domaine HFD certainement pour orienter le complexe vers des endroits spécifiques du génome.

II.3.2.b. Les complexes ISWI de levure.

La recherche d’homologue de ISWI chez la levure conduit à deux enzymes Isw1 et Isw2 

(Tsukiyama et al., 1999). Les deux enzymes sont présentent dans des complexes différents. Isw1 

est présent dans deux complexes ISW1a et ISW1b. Le complexe ISW1a est un hétérodimère 

entre Isw1 et Ioc3 alors que le complexe ISW1b contient Isw1, Ioc2 et Ioc4 (Vary et al., 2003). 

Ioc2 possède un domaine PHD caractéristique des protéines associées à la chromatine et Ioc4 

a un motif PWWP qui lie l’ADN. Le complexe ISW2 est un dimère avec Itc1 qui est similaire à la 

protéine ACF1 de drosophile (Gelbart et al., 2001). De la même façon que chez la drosophile, 

ces complexes facilitent l’assemblage de la chromatine en coopération avec les chaperonnes 

d’histones NAP1 et CAF-1 en condition in vitro (Corona et al., 1999; Tsukiyama et al., 1999).

II.3.2.c. Les complexes ISWI humains.

Le génome humain code pour deux enzymes SNF2H et SNF2L qui sont apparentées à 

ISWI (Okabe et al., 1992; Aihara et al., 1998; Lazzaro and Picketts, 2001). SNF2H est exprimé 

ubiquitairement et fait partie des complexes : RSF (LeRoy, 1998; Loyola et al., 2003), hACF/

WCRF (Bochar et al., 2000; LeRoy et al., 2000), hWICH (Bozhenok et al., 2002), hCHRAC (Poot 

et al., 2000) et NoRC (Strohner et al., 2001). L’ATPase SNF2L est seulement retrouvé dans le 

complexe hNURF qui est l’homologue du complexe NURF de drosophile (Barak et al., 2003).
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RSF est présent uniquement chez l’humain et a la capacité d’assembler et d’organiser 

la chromatine in vitro sans l’assistance d’une chaperonne d’histone (Loyola et al., 2001), à la 

différence de ACF et CHRAC qui nécessite la chaperonne NAP1 (Ito et al., 1999). hACF/WCRF 

et hCHRAC sont impliqués dans la réplication de l’hétérochromatine (Collins et al., 2002). La 

délétion de hACF1, une sous-unité commune à hCHRAC et hACF/WCFR, par ARN interférence 

(ARNi) bloque la réplication de l’hétérochromatine péricentrique. L’utilisation d’un inhibiteur 

de la méthylation de l’ADN permet de reverser cet effet en permettant la décondensation de 

l’ADN, ce qui suggère que ACF/CHRAC facilite la progression de la fourche de réplication à 

travers l’hétérochromatine. Le complexe hWICH se localise au niveau de l’hétérochromatine de 

la même manière que hACF1, mais son rôle dans la réplication reste à déterminer (Bozhenok 

et al., 2002).

Le complexe NoRC possède une sous-unité Tip5 qui s’associe avec SIN3 et HDAC1 

permettant la répression de la transcription de l’ADN ribosomique par l’ARN polymérase I (Zhou 

et al., 2002).

hNURF est également impliqué dans la transcription. La délétion par ARNi de la sous-

unité ATPasique SNF2L réduit l’expression des gènes en-1 et en-2 (Barak et al., 2003) qui sont 

importants dans le développement du cerveau (Morgan, 2006). 

II.3.3. La famille CHD/Mi-2.

Les CRC de la famille CHD/Mi-2 possèdent une ATPase Chd1/Mi-2 qui comporte un 

chromodomaine en tandem caractéristique. Ce dernier est un motif très conservé au cours 

de l’évolution qui a été mis en évidence sur les protéines HP1 et Polycomb chez la drosophile 

Complexe ISW1a ISWI1b ISW2 NURF CHRAC ACF hNURF hCHRAC hACF
/WCRF

ATPase Isw2 SNF2L

Itc1 NURF
301

BPTF

CHRAC14 CHRAC17
CHRAC16 CHRAC15

NURF55
RbAp46

/48
sous-
unités

uniques
Ioc3 Ioc2/4 NURF38 a

sous-
unités

non 
catalytique

s

hACF1ACF1

levure drosophile homme

SNF2HISWIIsw1

Tableau 4: Composition des CRC de la famille ISWI. (a) SNF2H s’associe respectivement 

avec Tip5, RSF1 et WSTF pour former les complexes NoRC, RSF et WICH.



Introduction

Page | 36

(Woodage and Basrai, 1997). Ce domaine est également présent sur les HAT, les HMT et d’autres 

CRC. La famille CHD/Mi-2 comprend les complexes CHD1 et Mi-2/NuRD (tableau 5).

II.3.3.a. CHD1.

L’ATPase Chd1 est retrouvé dans plusieurs organismes dont la levure, la drosophile et 

l’homme (Delmas et al., 1993; Woodage and Basrai, 1997; McDaniel et al., 2008). Une analyse 

biochimique de Chd1 chez la levure a mis en évidence que son activité ATPasique affecte 

l’interaction entre l’ADN et le nucléosome d’une façon différente de SWI/SNF (Tran et al., 2000). 

Chd1 montre une relocalisation préférentielle des nucléosomes au centre du fragment d’ADN 

(Stockdale et al., 2006). Chd1 de drosophile est capable d’assembler la chromatine en l’absence 

de H1 in vitro (Lusser and Urwin, 2005) suggérant un rôle dans l’assemblage de la chromatine 

transcriptionnellement active. Chd1 humain possède un domaine PHD qui permet de cibler 

H3K4 triméthylé et s’associe avec des facteurs de préinitiation pour faciliter l’élongation de 

la transcription (Sims, 2005; Sims et al., 2007). Une étude récente a démontré que CHD1 est 

impliqué dans la déposition de la variante d’histones H3.3 chez la drosophile (Konev et al., 

2007).

II.3.3.b. Mi-2/NuRD.

Le complexe Mi-2/NurRD est présent uniquement chez les eucaryotes supérieurs, (Kehle 

et al., 1998; Xue et al., 1998; Wade et al., 1999) mais absents de la levure. Ces complexes sont 

caractérisés par la présence d’une sous-unité ATPasique Mi-2 chez la drosophile et Mi-2α et Mi-

2β chez l’homme contenant un domaine PHD et des doigts de zinc (Woodage and Basrai, 1997). 

L’activité ATPasique de Mi-2 est stimulée uniquement par la chromatine ou le nucléosome mais 

pas par l’ADN libre (Wade et al., 1999). À l’origine Mi-2 a été découvert en tant qu’autoantigène 

dans des maladies de la peau comme la dermatomyosite, 25% des patients atteints par cette 

maladie présentent des anticorps contre Mi-2 (Ge et al., 1995; Seelig et al., 1995).

Le complexe Mi-2/NuRD comprend un domaine de remodelage de la chromatine et 

une activité HDAC. Il est constitué de sept protéines ayant un rôle dans la répression de la 

transcription : HDAC1 et 2, RbAp48 et 46, MTA1 à 3 et MBD3 (Wade et al., 1999). Il a été suggéré 

que MBD3 permet de cibler NuRD sur des régions d’ADN méthylé pour induire un remodelage 

de la chromatine et une déacétylation d’histones localisée (Denslow and Wade, 2007).

Mi-2/NuRD est recruté sur les sites de cassure de l’ADN grâce à la PARP (Chou et al., 2010; 

Polo et al., 2010) puis il est phosphorylé par ATM et favoriserait l’ubiquitination de γ-H2AX par 
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RNF8/RNF168. La perte de Mi-2β entrain une mauvaise réparation de l’ADN et un arrêt du cycle 

cellulaire en G2/M (Larsen et al., 2010; Smeenk et al., 2010).

II.3.4. La famille INO80.

Cette dernière famille est la plus récente à avoir été identifiée. Elle est caractérisée par la 

présence d’une grande insertion dans le domaine ATPasique et par des sous-unités en commun 

dont les hélicases Rvb1/2 et des protéines apparentées à l’actine (ARP) (Bao and Shen, 2007). 

La famille INO80 comprend les complexes suivants : INO80 et SWR1 de levure (Shen et al., 

2000; Mizuguchi et al., 2004) ; INO80, SRCAP et p400/Tip60 de mammifères (Ikura et al., 2000; 

Jin et al., 2005; Ruhl et al., 2006) ; et dINO80 et Domino de drosophile (Kusch et al., 2004; 

Klymenko et al., 2006) (tableau 6).

II.3.4.a. Le complexe INO80.

Le complexe INO80 a été identifié lors de la recherche d’homologue des protéines ISWI 

et lors d’un criblage génétique des mutants affectant la biosynthèse de l’inositol chez la levure 

(Ebbert et al., 1999; Shen et al., 2000). Il a été purifié pour la première fois chez la levure. 

Il comprend quinze sous-unité ayant une stoechiométrie équivalente à l’exception des deux 

sous-unités Rvb1 et Rvb2 qui ont une stoechiométrie de 6 :1 par rapport aux autres sous-unités 

(Shen et al., 2000) (tableau 6). L’étude biochimique de ce complexe montre une activité hélicases 

3’-5’ (Shen et al., 2000). INO80 a la capacité de faire glisser les nucléosomes in vitro (Shen et 

al., 2003; Cai et al., 2006) et influence leurs évictions in vivo (Tsukuda et al., 2005; van Attikum 

et al., 2007), le glissement serait une étape qui précède l’éviction des nucléosomes. L’activité 

de remodelage de INO80 est fortement régulée par les ARP présentent dans le complexe (Shen 

et al., 2003). 

La délétion de ino80 chez la levure induit une dérégulation de plusieurs gènes. INO80 

réprime le gène pho5 et stimule le gène pho85 au niveau de leurs promoteurs respectifs, 

indiquant que INO80 est nécessaire à la régulation de la transcription (Ebbert et al., 1999).

levure
Complexe CHD1 CHD1 Mi-2/NuRD CHD1 Mi-2/NuRD
ATPase Chd1 Chd1 Mi-2 Chd1 Mi-2  +Mi-2

dMBD2/3 MBD3
dMTA MTA1,2,3
dRPD3 HDAC 1,2
p55 RbAp46 ou 48
p66/68 p66 ,

drosophile homme

sous-unité
non 

catalytique

Tableau 5: Composition des CRC de la famille Mi-2/NuRD.
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En plus de son implication dans la transcription, INO80 joue un rôle dans la réparation 

de l’ADN. La mutation du gène ino80 chez la levure engendre une sensibilité accrue aux 

radiations ionisantes, aux ultraviolets et aux agents alkylants (Shen et al., 2000; 2003). INO80 

est recruté au niveau des sites de cassure grâce à la sous-unité Nhp10 qui fait le lien avec 

γ-H2AX (une variante de H2A impliqué dans la réparation des cassures de l’ADN) (Downs et al., 

2004; Morrison et al., 2004; van Attikum et al., 2004). INO80 assure également l’éviction des 

nucléosomes aux environs du site de cassure et cette activité est régulée par le complexe MRN 

connu pour être impliqué dans la réparation de l’ADN (Tsukuda et al., 2005).

Il a été récemment démontré que INO80 est impliqué dans l’éviction de la variante 

d’histone H2AZ dans le corps des gènes, cette activité serait à l’origine pour corriger une 

mauvaise localisation de H2AZ (Papamichos-Chronakis et al., 2011). Cette activité INO80 envers 

H2AZ reste controversée, car elle nécessite des quantités élevées en substrats.

II.3.4.b. Le complexe SWR1.

Le complexe SWR1 a été identifié à l’origine chez la levure par trois laboratoires différents 

(Krogan et al., 2003; Kobor et al., 2004; Mizuguchi et al., 2004). La caractérisation de ce complexe 

montre qu’il contient quatorze sous-unités (tableau 6) dont des sous-unités partagées avec 

INO80 (Ruvb1/2, Arp4 et l’actine) et le complexe NuA4 (Arp4, Swc4 et Yaf9). La sous-unité 

ATPasique Swr1 possède une grande insertion dans le domaine ATPasique de la même manière 

que Ino80. SWR1 et son homologue chez les mammifères prennent en charge l’échange de 

H2A par la variante d’histone H2AZ (Mizuguchi et al., 2004; Ruhl et al., 2006). Il est intéressant 

de noter que la drosophile ne possède pas de complexe équivalent à SWR1.

Il devient évident que SWR1 est impliqué dans la réparation de l’ADN comme INO80. La 

délétion de swr1 chez la levure entraine une sensibilité importante aux agents endommageant 

l’ADN et qu’il soit recruté au niveau des cassures de l’ADN (Downs et al., 2004; Kobor et al., 

2004; Mizuguchi et al., 2004).

II.3.4.c. Le complexe p400/Tip60.

Le complexe p400/Tip60 ou son homologue Domino chez la drosophile est composé de 

seize sous-unités (tableau 6) (Ikura et al., 2000; Kusch et al., 2004). En analysant la composition 

des sous-unités partagées avec d’autres complexes de la même famille, il semblerait que p400/

Tip60 soit une fusion entre SWR1 et le complexe HAT NuA4 de levure. Il est composé entre 

autres d’une sous-unité ATPasique p400 apparentée à Swr1 et Tip60 qui est l’homologue 



Introduction

Page | 39

de Kat5 du complexe NuA4 chez la levure ce qui confère à p400/Tip60 une activité HAT et 

ATPasique (Ikura et al., 2000; Fuchs et al., 2001; Cai, 2003; Doyon et al., 2004). 

Le complexe Domino est responsable de l’échange entre H2A et la variante d’histone 

H2Av (Kusch et al., 2004) ; de plus grâce à la sous-unité Tip60 il acétyle spécifiquement la forme 

phosphorylée de H2Av et facilite l’échange avec la forme non modifiée de H2Av au niveau des 

sites de cassures de l’ADN (Kusch et al., 2004). Tip60 acétyle ATM qui permet d’activer cette 

kinase et d’initier le processus de réparation de l’ADN (Sun et al., 2009). 

En plus de son rôle dans la réparation de l’ADN, Tip60 semble réguler plusieurs autres 

voies critiques pour la viabilité cellulaire. Avec Brg1, Tip60 a été identifié dans un criblage de 

facteurs affectant la morphologie et le renouvellement des cellules ES. Dans cette même étude, 

il a été observé que le complexe p400/Tip60 est présent sur 55% des régions promotrices de 

gènes actifs et silencieux (Fazzio et al., 2008). 

La perturbation du ratio entre p400 et Tip60 par une surexpression ou l’utilisation de 

l’ARNi engendre une diminution de l’apoptose et une augmentation de la prolifération de 

cellules dérivées d’un cancer du côlon, cette observation suggère que ces deux protéines sont 

cruciales lors de la progression du cancer (Mattera et al., 2009). 

TRRAP est une autre sous-unité importante du complexe p400/Tip60, car elle fait partie 

d’autres complexes acétyltransférases impliqués dans la transcription comme p300/CBP 

(Carrozza et al., 2003). 

Complexe INO80 SWR1 dINO80 Domino INO80 SRCAP p400/Tip60
ATPase Ino80 swr1 dino80 Domino hIno80 Srcap p400

Arp5,8 Arp6
Arp5,8 Arp6 Actin

Taf14 Yaf9 dGAS41
Ies 2,6 hIes 2,6

Swc4 dDMAP1
Swc2 dYL1
Bdf1 dBrd8

H2AZ/H2B H2Av/H2B H2AZ/H2B
Swc6 ZnF-HIT1

dTra1 TRRAP
dTip60 Tip60

dMRG15 MRG15, 
MRGX

dEaf6 FLJ11730
dMRGBP MRGBP

E(Pc) EPC1,2
dING3 ING3

sous-
unités

 uniques

Ies1, 
Ies3-5, 
Nhp10

Swc3,5,7 Pho a

levure

Tip49a,bReptin, Pontin

drosophile homme

DMAP
YL1

Brd8
sous-
unités

non 
catalytiqu

es

dArp5, 8
dActin1

BAP55
Actin87EArp4, Actin1

BAF53a

GAS41

Rvd1,2

Tableau 6 : Composition des CRC de la famille INO80. (a) Amida, NFRKB, 

MCRS1, UCH37, FLJ90652, FLJ20309.



Introduction

Page | 40

II.4. Incorporation de variantes d’histones.

L’étude de la chromatine comme porteuse de l’information épigénétique s’est surtout 

concentrée sur la méthylation de l’ADN et les modifications des histones. Un niveau de 

complexité a été ajouté au cours de ces dernières années avec la découverte de versions 

alternatives des histones canoniques. Ces paralogues, qui sont appelés variantes d’histones, 

partagent globalement la même structure que les histones canoniques ; en revanche leurs 

séquences primaires sont relativement différentes (figure 14). Les variantes d’histones sont 

retrouvées chez tous les eucaryotes et semblent avoir des rôles particuliers au niveau des 

régions spécifiques du génome. À la différence des histones canoniques qui sont déposées 

derrière la fourche de réplication, les variantes d’histones sont impliquées dans un processus 

de remplacement dans des conditions très particulières. Certaines variantes sont incorporées à 

des sites spécifiques pour remplacer des histones canoniques. Leurs dépositions sont effectuées 

d’une manière indépendante de la réplication, en dehors de la phase S du cycle cellulaire. La 

substitution d’une histone canonique par une variante d’histone crée un nucléosome variant 

possédant une structure et des propriétés physico-chimiques différentes. 

Figure 14: Structures des principales variantes d’histones. Les différences présentent sur les 

variantes d’histones sont indiquées en rouge. Adapté de Allis, 2007



II.4.1. Les variantes de l’histone H3.

Le nombre de variantes de l’histone H3 diffère en fonction des espèces. On distingue 

cinq variantes chez les mammifères : H3.1 et H3.2 sont les formes réplicatives de H3, H3.3 

est une forme de remplacement qui est exprimée en dehors de la phase S du cycle cellulaire, 

CENP-A est un paralogue de H3 retrouvé dans les régions centromériques (Palmer et al., 1991) 

et H3t qui est une variante spécifique des testicules et n’est pas retrouvée dans les cellules 

somatiques (Govin et al., 2005). H3.1 et H3.2 humaines sont à 99% identiques alors que H3.3 

est à 96% identique à H3.1, divergeant de cinq acides aminés seulement. CENP-A humaine est 

très divergente et partage seulement 46% d’identité avec H3.1 (Hamiche and Shuaib, 2012).

II.4.1.a. CENP-A ou CenH3.

Lors de la mitose, la ségrégation des chromosomes nécessite un alignement de tous les 

chromosomes à l’équateur de la cellule. Cet alignement est dû à l’attachement des microtubules 

du fuseau mitotique aux centromères et ce processus est contrôlé par les kinétochores. Aucune 

séquence d’ADN consensus n’a pu être identifiée sur les régions centromériques. Toutefois, les 

variantes de l’histone H3 de la famille CenH3 dont CENP-A chez l’homme, Cid chez la drosophile 

et Cse4p chez la levure ont été trouvées dans tous les centromères chez les eucaryotes. Par 

ailleurs, l’inactivation de CENP-A conduit à une mauvaise formation des kinétochores et des 

problèmes de ségrégation des chromosomes chez la levure, la drosophile et les mammifères 

(Sullivan, 2002). L’invalidation de CENP-A chez la souris provoque des problèmes en mitose 

et une létalité embryonnaire ce qui plaide en faveur d’un rôle important de cette variante 

en mitose (Howman et al., 2000). Malgré d’importantes divergences de séquences au niveau 

de l’ADN centromérique à travers les organismes, la famille CenH3 est très conservée (Malik 

and Henikoff, 2009). Les nucléosomes centromériques sont composés de huit histones, et la 

plupart sont des octamères homotypiques contenant deux copies de CENP-A. Une étude a 

montré qu’environ 10% des nucléosomes centromériques humains sont hétérotypiques (Foltz 

et al., 2006). 

Tous les membres de la famille CenH3 ont une partie C-terminale très conservé et une 

partie N-terminale variable. La partie C-terminale semble être à l’origine du ciblage de CENP-A 

vers la chromatine centromérique (Sullivan et al., 1994; Henikoff et al., 2000) alors que la partie 

N-terminale est impliquée dans l’interaction avec les kinétochores (Chen et al., 2000). 
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CENP-A est déposé indépendamment de la réplication, il en résulte une répartition 

aléatoire de CENP-A sur les chromosomes filles. On ne sait pas comment est distribué CENP-A 

sur le centromère fille. En revanche, il existe plusieurs facteurs qui vont cibler CENP-A sur 

le centromère. Le CATD est un domaine dans la région HFD de CENP-A qui la dirige vers le 

centromère (Black et al., 2004; 2007) et le CRC RSF est nécessaire à la localisation de CENP-A sur 

les centromères (Perpelescu et al., 2009). Récemment, plusieurs équipes ont identifié HJURP 

comme la chaperonne spécifique de CENP-A chez l’humain. HJURP interagit directement avec 

CENP-A et une diminution de la quantité de cette chaperonne par ARNi entraine une mauvaise 

ségrégation des chromosomes ainsi qu’un défaut de localisation de CENP-A (Dunleavy et al., 

2009; Foltz et al., 2009; Shuaib et al., 2010).

II.4.1.b. H3.3.

La variante d’histone H3.3 est très proche de l’histone canonique H3, il n’y a que quatre 

acides aminés différents chez la drosophile et respectivement cinq et quatre acides aminés 

différents avec H3.2 et H3.1 chez les mammifères. H3.3 est déposé durant tout le cycle cellulaire 

alors que H3 est déposé lors de la réplication, ce qui suggère une fonction différente (Ahmad 

and Henikoff, 2002). 

H3.3 s’accumule sur les sites actifs de transcription.

On retrouve H3.3 sur des loci transcriptionnellement actifs chez la drosophile (Ahmad 

and Henikoff, 2002) et dans le macronucleus Tetrahymena thermophila (Allis and Wiggins, 

1984) ce qui permet de penser que H3.3 est associé à la chromatine transcriptionnellement 

active. H3 et H3.3 partagent les mêmes sites de modifications post-traductionnelles, mais ils 

ne sont pas associés avec le même type de modification ; H3.3 contient des modifications 

typiques de la chromatine active comme la méthylation de K4 et K79 et l’acétylation de K9 

et K14 (McKittrick et al., 2004). De la même manière, H3.1, H3.2 et H3.3 ne présentent pas 

les mêmes modifications chez les mammifères. H3.3 est aussi associé avec des marques 

spécifiques de la chromatine active (méthylation de K4 et K79, acétylation de K14, K18 et K23) 

comme chez la drosophile (Hake and Allis, 2006), alors que H3.2 est associé à des modifications 

de la chromatine silencieuse (Hake and Allis, 2006). En revanche, H3.1 combine les deux types 

de modifications, ces données permettent de penser que H3.1 et H3.2 ne sont pas équivalents.

L’accumulation de ces données renforce l’idée que H3.3 est important dans l’activation 

de la transcription, cependant H3.3 est également la variante de H3 majoritaire dans les 
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cellules différenciées ne se divisant pas chez les vertébrés (Piña and Suau, 1987). Alors que 

chez la drosophile il représente 25% du H3 total. En considérant qu’un petit pourcentage du 

génome est activement transcrit, H3.3 ne s’accumule pas uniquement sur des sites actifs de 

transcription. 

La déposition de H3.3 dans les cellules germinales a lieu de manière indépendante de la 

réplication. H3.3 est déposé au cours de décondensation du noyau des spermatozoïdes chez 

la drosophile et la souris (Loppin et al., 2005; Torres-Padilla et al., 2006). Récemment, H3.3 a 

été trouvé au niveau des télomères et de l’hétérochromatine péricentrique dans les cellules 

ES de souris et de cellules MEF (Wong et al., 2009; Drané et al., 2010; Goldberg et al., 2010; 

Santenard et al., 2010). La connaissance des mécanismes de déposition à ces sites particuliers 

de H3.3 permettra d’assimiler les fonctions précises de H3.3 à ces sites.

Déposition de H3.3.

HIRA a été la première chaperonne décrite à être responsable de la déposition de 

H3.3. La purification des protéines associées à H3.1 et H3.3 dans les cellules de mammifères 

révèle la présence de deux chaperonnes différentes : CAF-1 pour l’assemblage de H3.1 lors 

de la réplication et HIRA pour H3.3 (Tagami et al., 2004). Le complexe de prédéposition de 

H3.3 contient en plus de HIRA, Cabin1 et Ubn1/2 (Balaji et al., 2009). Asf1 est une protéine 

partagée entre H3.1 et H3.3 et qui délivre les histones aux chaperonnes respectives (Tagami 

et al., 2004). HIRA est impliqué dans la déposition de H3.3 au cours de la décondensation du 

noyau des spermatozoïdes chez la drosophile (Loppin et al., 2005), mais n’est pas requis pour la 

déposition de H3.3 dans les embryons ou de cellules adultes (Loppin et al., 2005; Bonnefoy et 

al., 2007). Une étude récente montre que l’enrichissement de H3.3 au niveau des promoteurs 

et dans le corps des gènes des cellules ES est dépendante de HIRA (Goldberg et al., 2010). Ceci 

confirme l’idée que la déposition de H3.3 se fait par deux voies distinctes. 

DAXX a été identifié comme une autre chaperonne de H3.3 et cette déposition est facilitée 

par ATRX (Drané et al., 2010; Goldberg et al., 2010). Le complexe DAXX-ATRX  dépose H3.3 au 

niveau des télomères et de l’hétérochromatine péricentrique par opposition aux régions ciblées 

par HIRA (Drané et al., 2010; Goldberg et al., 2010). DAXX-ATRX semble réguler la transcription 

au niveau de ces sites, mais le mécanisme n’est pas encore connu.
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II.4.2. Les variantes de l’histone H2A.

Cette famille de variantes contient au moins quatre sous-familles qui diffèrent en terme 

de séquence et de longueur. Chez les mammifères, la première sous-famille englobe H2A.1 et 

H2A.2 qui sont synthétisées lors de la phase S du cycle cellulaire en parallèle de la réplication. 

Les deux autres sous familles H2AX et H2AZ sont synthétisées pendant tout le cycle cellulaire, 

mais à un niveau très bas. La dernière sous-famille comprenant macroH2A.1 et macroH2A.2 

dont la taille est approximativement trois fois celle de H2A. 

À la différence des gènes encodant les histones canoniques, H2AX, H2AZ et macroH2A 

sont codés par des gènes uniques et contenant des introns. La transcription de ces gènes 

produit des ARNm polyadénylés ayant des régions non traduites plus longues que les histones 

canoniques.

II.4.2.a. H2AX.

H2AX est une variante de H2A qui est présente chez une grande variété d’organismes 

comme les mammifères, les plantes, les champignons et les protozoaires ; elle a une fonction 

très importante. Cette variante de H2A est caractérisée par la présence d’un motif conservé 

SQ(E,D)(I,L,F,Y) dans sa partie C-terminale.

H2AX dans la réparation de l’ADN.

H2AX est la cible de plusieurs modifications covalentes comme l’acétylation, l’ADP-

ribosylation et la phosphorylation. La phosphorylation de la sérine 139 est importante pour la 

réparation par NHEJ (Rogakou et al., 1998). La création de cassures doubles brins sur l’ADN par 

des radiations ionisantes conduits à une phosphorylation rapide de H2AX (γ-H2AX) au niveau 

des sites de lésions. Il en résulte un recrutement spécifique des protéines impliquées dans la 

réparation de l’ADN comme le complexe MRN (Mrell/rad50/Nbs1), BRCA1 et p53BP1 (Schultz 

et al., 2000). L’utilisation d’un inhibiteur de kinase empêche le recrutement de ces protéines, 

ce qui suggère que γ-H2AX est nécessaire à ce processus (Paull et al., 2000). La cinétique de 

phosphorylation de H2AX est similaire à celle du recrutement des protéines de la réparation. 

La phosphorylation de H2AX est assurée par des kinases de la famille PIKK : ATM et DNA-PK, qui 

sont utilisés lors de cassures par des radiations ionisantes (Stiff et al., 2004) et ATR en réponse 

à des radiations aux UV (Ward and Chen, 2001). La phosphorylation de H2AX n’affecte pas 

la stabilité du nucléosome, mais à un rôle dans la localisation des facteurs impliqués dans la 

réparation. Récemment, il a été observé qu’un autre site (Y182) est phosphorylé sur H2AX par 
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WSRF (un membre du complexe WICH). Elle est très importante pour ajuster la structure de la 

chromatine et maintenir la phosphorylation de la S139 (Xiao et al., 2009).

La phosphorylation de H2AX induit un recrutement de MDC1 qui permet l’arrivée d’un 

complexe d’ubiquitine ligase UBC13/RNF8 sur la cassure. L’ubiquitination de H2AX et H2A est 

initiée par ce complexe et amplifiée par RNF168 (Doil et al., 2009; Stewart et al., 2009). Mais 

c’est l’ubiquitination de H2A qui est cruciale pour la réparation de l’ADN (Doil et al., 2009).

H2AX dans la recombinaison de l’ADN.

En mettant de côté les dommages de l’ADN provenant d’agents extérieurs, H2AX est 

aussi requis lors de la recombinaison. Des foyers de γ-H2AX ont été observés sur des cassures 

doubles brins lors de la méiose dans des cellules germinales (Mahadevaiah et al., 2001). De la 

même manière γ-H2AX s’accumule dans les noyaux des cellules B et T lors du développement 

du système immunitaire. Il cible le locus du récepteur α qui est sujet à la recombinaison V(D)

J pour former les régions variables des anticorps (Soulas-Sprauel et al., 2007). La délétion 

chez la souris du gène codant pour H2AX conduit à une altération de ces recombinaisons ce 

qui laisse penser que H2AX est important lors de ces processus (Petersen et al., 2001). Enfin, 

l’accumulation de H2AX a également été observée dans les premiers stades de la fragmentation 

de l’ADN lors de l’apoptose.

En plus des processus de réplications indépendants décrits ci-dessus, H2AX pourrait 

prendre part dans le contrôle de la réplication de l’ADN. Lorsque cette dernière est inhibée 

par l’hydroxyurée, H2AX est phosphorylée par ATR et s’accumule au niveau des fourches de 

réplication arrêtées (Ward and Chen, 2001).

II.4.2.b. MacroH2A.

La variante macroH2A diffère des autres variantes de H2A par sa taille inhabituelle, 

372 acides aminés, qui est environ trois fois plus grande que histone H2A canonique. La 

caractéristique principale de cette variante d’histone est le domaine globulaire macro en 

C-terminale. MacroH2A est le membre fondateur d’une grande famille de protéines contenant 

des macro domaines. MacroH2A peut être divisé en deux parties; le premier tiers de la protéine 

contient le HFD et partage une homologie de 64% avec la séquence de H2A. Les deux tiers 

restants de la protéine sont caractérisés par l’absence de HFD. Deux sous-types de macroH2A ont 

été identifiés à ce jour; macroH2A1 et macroH2A2, chacun codé par un gène unique contenant 

huit exons. Le gène codant pour macroH2A1 produit deux isoformes, nommées macroH2A1.1 
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et macroH2A1.2, résultant d’un épissage alternatif. MacroH2A1 et macroH2A2 partagent 84% 

d’homologie dans le domaine histones, et 68% dans le domaine non-histones. Les séquences 

de macroH2A1.1 et 1.2 affichent seulement une vingtaine d’acides aminés différents dans le 

domaine non-histones. La région non histones des variantes macroH2A est caractérisé par la 

présence d’un motif de glissière à leucine (leucine zipper), qui se trouve également sur des 

facteurs de transcription, suggérant un rôle potentiel de ces variantes dans le contrôle de la 

transcription (Pehrson et al., 1997). 

MacroH2A1.1 se trouve dans les cellules quiescentes, tandis que macroH2A1.2 est 

généralement exprimé dans des cellules en prolifération, ce qui implique une fonction 

différente pour ces sous-types (Pehrson et al., 1997). De plus, macroH2A, qui est présent à la 

fois dans les noyaux cellulaires mâles et femelles, semble être plus concentré dans la région du 

chromosome X inactif des cellules femelles (Mermoud et al., 1999). L’association de macroH2A 

avec le chromosome X inactif semble se produire après le mécanisme d’extinction. Une perte de 

macroH2A au niveau du chromosome X inactif a été signalée dans plusieurs lignées cellulaires 

tumorales, ce qui indique un rôle potentiel dans le maintien de l’état inactif du chromosome X.

Des études récentes ont montré l’implication de macroH2A dans la répression de la 

transcription. La partie macro de macroH2A réprime la transcription lorsqu’il est à proximité 

d’un promoteur actif (Ouararhni et al., 2006; Buschbeck et al., 2009). MacroH2A empêche le 

recrutement de facteurs de transcription et le remodelage par SWI/SNF lorsqu’il est incorporé 

dans les nucléosomes (Angelov et al., 2003).

II.4.2.c. H2A.Bbd.

À la différence de macroH2A qui possède un grand domaine en C-terminal, H2A.Bbd (Barr 

body-deficient) contient un domaine C-terminal très court et un domaine d’ancrage tronqué. Il 

est à 48% identique à H2A et ne possède pas certains résidus conservés par les autres variantes 

de H2A. H2A.Bbd est absent du chromosome X inactif des fibroblastes et se localise dans des 

zones enrichies en H4 acétylé sur la lysine 12, ce qui évoque un rôle dans l’activation de la 

transcription (Chadwick and Willard, 2001).

Dans les cellules A431, H2A.Bbd est échangé plus rapidement que H2A (Gautier et al., 

2004), alors qu’in vitro NAP1 assure l’échange de H2A.Bbd pour H2A sur des nucléosomes 

reconstitués (Okuwaki et al., 2005). Les nucléosomes contenant H2A.Bbd sont relativement 

plus relâchés et ne sont pas sensibles au remodelage par le complexe SWI/SNF certainement 
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à cause du domaine d’ancrage particulier de H2A.Bbd (González-Romero et al., 2008). H2A.

Bbd a une zone acide plus petite que H2A ce qui va inhiber la formation de la fibre de 30 

nm et réduit sa capacité à empêcher la transcription (Zhou et al., 2007). Il a été démontré 

très récemment que H2A.Bbd était associé avec les gènes actifs (Tolstorukov et al., 2012). 

Ces nouvelles données renforcent le concept que H2A.Bbd est associé avec une chromatine 

permissive pour la transcription.

Malgré l’accumulation de donnée démontrant que H2A.Bbd forme une chromatine 

favorisant la transcription, on ne connaît pas la fonction exacte de H2A.Bbd.

Des analyses phylogénétiques sur les histones canoniques et les variantes ont révélé 

que H2A.Bbd est une histone qui a évolué très rapidement chez les mammifères, ce qui 

n’est pas le cas pour les autres histones (Malik and Henikoff, 2003). L’incorporation de H2A.

Bbd dans le nucléosome conduit à une structure plus instable de la même manière qu’un 

nucléosome hyperacétylé. H2A.Bbd n’est pas affecté par l’hyperacétylation des autres histones 

du nucléosome. Il semblerait que H2A.Bbd constitue un autre mécanisme pour déstabiliser le 

nucléosome qui ne dépend pas de l’acétylation (Eirín-López et al., 2008).

II.4.2.d. H2AZ.

La variante d’histone H2AZ a été trouvée dans des organismes allant des protistes 

comme Tétrahymena aux eucaryotes supérieurs, avec environ 90 % d’homologie à travers ces 

organismes. Toutefois, en dépit d’une structure similaire, la séquence peptidique de H2AZ 

présente seulement 60 % homologie avec l’histone H2A (figure 15). La variante H2AZ est 

dénommée HV1 chez Tetrahymena, HTZ1 ou HTA3 chez la levure, H2AvD chez la drosophile, 

H2AZ/F chez l’homme. H2AZ sera utilisé pour la suite pour plus de clarté. 

Figure 15 : Alignement des séquence en acides aminés de H2A et H2AZ. La structure secondaire est 

représentée en dessous des séquences. Adapté de Suto et al., 2000.
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Caractéristiques structurales de H2AZ.

La structure cristallographique d’un nucléosome contenant H2AZ a été résolue et 

montre des similitudes à celle d’un nucléosome contenant H2A, bien que les deux protéines 

possèdent de nombreuses différences dans leurs séquences peptidiques (Suto et al., 2000). 

Il existe de petites différences entre ces structures et notamment au niveau du domaine 

d’interaction au tétramère H3-H4. Dans les nucléosomes contenant H2AZ, la forme globale du 

domaine d’interaction au tétramère est conservée, ainsi que la plupart des liaisons hydrogènes 

intermoléculaires, mais la substitution d’une glutamine 104 par une glycine provoque la perte 

de trois liaisons hydrogènes, déstabilisant l’interaction entre H2AZ et H3. A la différence de 

H2A, H2AZ présente deux résidus histidines, capables de se lier à un ion métallique dans le 

domaine d’interaction au tétramère situé à la surface du nucléosome. La présence de cet ion 

est susceptible de créer une interaction avec des partenaires spécifiques de H2AZ. D’autres 

différences existent au niveau de la zone acide formée par les acides aminés du domaine 

de fixation au dimère H2A/H2AZ-H2B situé en surface du nucléosome. Cette zone acide est 

probablement impliquée dans des interactions protéine-protéines et avec la queue basique de 

l’histone H4 voisin (Luger and Richmond, 1998). Dans le cas de H2AZ cette zone semble plus 

étendue, il en résulte une surface acide plus importante dans les octamères contenant H2AZ 

(figure 16) (Suto et al., 2000). 

H2AZ semble jouer un rôle essentiel dans tous les organismes. L’inactivation du gène 

codant pour H2AZ conduit à un taux de croissance diminué chez la levure et à la mort chez 

Tetrahymena, la drosophile, la souris et le xénope (Liu et al., 1996; Clarkson and Saint, 1999; 

Figure 16 : Comparaison des nucléosomes contenant H2A ou H2AZ. (a) Superposition de H2A et 

H2AZ. H2A est en jaune et H2AZ en gris. Le domaine d’interaction est encadré. (b-c) Superposition 

des nucléosomes contenant H2AZ ou H2A vus respectivement depuis l’axe de la double hélice d’ADN 

ou de coté. H3 est en bleu, H4 en vert, H2B en rouge et l’ADN en brun. Adapté de Suto et al., 2000.
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Jackson and Gorovsky, 2000; Faast et al., 2001; Ridgway et al., 2004). Le remplacement du 

domaine d’ancrage du tétramère de H2AZ par celui de H2A nuit au développement de la 

drosophile ce qui met en avant les différences structurales majeures entre H2AZ et H2A. 

Des embryons de drosophile ne possédant pas H2AZ peuvent être sauvés en exprimant des 

constructions chimériques, y compris le domaine d’ancrage au tétramère de H2AZ (Clarkson et 

al., 1999). Toutes ces données démontrent que ce domaine est crucial dans le développement.

Des études chez Tetrahymena ont montré l’importance de l’acétylation de la queue 

N-terminale de H2AZ, qui comprend six lysines au lieu de trois normalement présentes sur 

H2A. Le remplacement des résidus lysines par des arginines, ce qui empêche l’acétylation, ou 

par glutamines, imitant lysines acétylées, est létale ou conduit à un taux de croissance réduit, 

indiquant la nécessité de l’acétylation de H2AZ pour assurer ses fonctions cellulaires (Ren and 

Gorovsky, 2001; 2003). En raison de la proximité des lysines de la queue N-terminale de H2AZ, 

il a été émis l’hypothèse que ce domaine pourrait se comporter comme un patch chargé. La 

réduction de la charge positive de la queue des histones par acétylation pourrait se traduire par 

une association réduite de la queue de H2AZ avec de l’ADN, ce qui la rend plus accessible pour les 

protéines liant l’ADN. L’analyse par sédimentation et ultra-centrifugation sur de la chromatine 

reconstituée suggère que H2AZ a un effet déstabilisateur sur les interactions histone-histone 

intranucléosomales (Abbott, 2001). 

Le domaine de la boucle L1, qui module les interactions avec H2A dans le nucléosome 

même, est modifié dans le cas d’H2AZ de telle manière qu’elle peut favoriser l’interaction avec 

une autre molécule H2AZ. L’appariement d’un dimère H2A-H2B et d’un dimère H2AZ-H2B dans 

le même nucléosome pourrait conduire à des problèmes stériques, et aucune stabilisation entre 

les deux molécules ne peut être formée (Suto et al., 2000). Il a été démontré récemment que 

les nucléosomes contenant H2AZ sont exclusivement homotypiques (Luk et al., 2010; Weber 

et al., 2010), ce qui démontre encore une fois qu’un nucléosome contenant H2A et H2AZ est 

très peu stable.

 H2AZ et l’activation de la transcription.

Les premières observations chez Tetrahymena ont montré que H2AZ était présent dans 

les macronucleus transcriptionnellement actives et absent des micronucleus. Au début de la 

conjugaison, H2AZ est détecté dans les micronucleus juste avant l’activation transcriptionnelle, 

ce qui fait le lien entre H2AZ et la chromatine active (Stargell et al., 1993). Des experiences 

d’immunofluorescences sur des chromosomes polytènes et des immunoprécipitations de la 
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chromatine chez la drosophile ont montré que H2AZ est distribué le long de génome, mais pas 

de façon aléatoire. H2AZ est localisé sur l’euchromatine et l’hétérochromatine au niveau des 

chromocentres des chromosomes polytènes. L’analyse par ChIP montre que H2AZ est associé 

avec des gènes transcrits et non transcrits de l’euchromatine et de l’hétérochromatine non 

codantes (Leach, 2000). Une étude similaire chez la levure a démontré que H2AZ est localisé 

préférentiellement sur les promoteurs de PHO5 et GAL1 (Santisteban et al., 2000b). H2AZ a été 

retrouvé spécifiquement à ces sites dans des conditions répressives, mais fortement diminue 

ou disparait après l’activation de la transcription, ce qui suggère un rôle pour H2AZ dans 

l’établissement de la transcription. De plus la délétion du gène codant pour H2AZ compromet 

l’activation de la transcription. D’autres expériences, dans les souches dépourvues du gène de 

H2AZ, ont montré un défaut de recrutement de l’ARN polymérase II et la protéine liant la TATA 

boxe au niveau du promoteur GAL1, plaidant pour un rôle de H2AZ dans le recrutement de la 

machinerie basale de transcription et dans la mise en place de celle-ci. (Adam et al., 2001).

Selon ces observations, H2AZ pourrait participer, avec des complexes ATP-dépendants 

de remodelage de la chromatine et des complexes de modification des histones, dans 

l’établissement de structures favorables à l’activation de la transcription. H2AZ pourrait 

également servir à recruter le complexe de transcription basale. 

H2AZ et la répression de la transcription.

Étonnamment, H2AZ a également été impliqué dans la répression transcriptionnelle 

(Svotelis et al., 2009). La surexpression de H2AZ est capable de restaurer le « silencing » dans les 

cellules où Sir1 est réduit. Des études de ChIP ont montré la présence de H2AZ sur le locus HMR 

et les télomères ; la délétion du gène codant pour H2AZ entraine une perte de la répression 

de ces loci (Dhillon and Kamakaka, 2000). Ces résultats sont cohérents avec la présence de 

H2AZ dans les régions non transcrites et dans les régions non codantes hétérochromatiques 

chez la drosophile (Leach, 2000) et dans l’hétérochromatine péricentrique au cours du début 

du développement chez les mammifères (Rangasamy et al., 2003). Il est donc probable que 

H2AZ soit impliqué dans l’activation et la répression génique. Les nucléosomes contenant H2AZ 

seraient plus stables que les nucléosomes contenant uniquement les histones canoniques, 

ce qui pourrait atténuer les processus de transcription en empêchant le déplacement d’un 

dimère d’histone (Park et al., 2004). Cependant, la fonction exacte de H2AZ dans l’activation et 

la répression transcriptionnelle reste à être déterminée.
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III. L’assemblage de la chromatine.
Lors de processus cellulaires tels que la réplication, la transcription ou la réparation de 

l’ADN, la chromatine doit être réorganisée. La synthèse d’ADN lors de la réplication nécessite la 

déposition d’histones sur le brin néo-synthétisé alors que le nucléosome constitue une barrière 

pour l’ARN polymérase II lors de la transcription. On distingue deux types d’assemblage de 

la chromatine : l’une dépendante de la réplication et l’autre indépendante de la réplication 

principalement impliquée lors de la transcription ou de la réparation. Il y a donc toute une 

machinerie d’assemblage de la chromatine qui va faire intervenir des complexes de remodelages 

de la chromatine ATP dépendants et des chaperonnes d’histones.

III.1. L’assemblage de la chromatine pendant la réplication.

Le réplisome eucaryote est un complexe multiprotéique constitué d’hélicases réplicatives 

(MCM 2-7, CDC45 et GINS) pour dérouler la double hélice d’ADN et de polymérase qui 

synthétisent l’ADN de 5’ en 3’ (Johnson and O’Donnell, 2005). La réplication est effectuée à une 

vitesse de 2 à 3 kb (Méchali, 2010) par minutes ce qui suggère que 10 à 15 nucléosomes sont 

désorganisés par minute pour chaque réplisome. L’arrivée de la fourche de réplication au niveau 

d’un nucléosome entraine une déstabilisation de ce dernier. L’élément déclencheur serait la 

phosphorylation de l’histone H1 par la cycline A-CDK2 (figure 17) qui fait partie du réplisome 

en se liant directement à MCM7 et au PCNA lors de la phase S du cycle cellulaire (Thomson 

CDK2
Cyclin A

PCNA

Polymérasetetramère H3–H4 
 dimère H2A–H2B

Histone H1

MCM2–7

P

P

ADN

ε

Figure 17 : Le désassemblage de la chromatine durant la réplication. L’éviction de H1 après sa 

phosphorylation par la cycline A-CDK2 lors de la phase S du cycle cellulaire permet d’initier le 

désassemblage de la chromatine lors de du passage de la fourche de réplication. Il en résulte la 

libération du tétramère (H3-H4)2 et deux dimères H2A-H2B. Adapté de Alabert and Groth, 2012.
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et al., 2010). La phosphorylation de H1 augmente sa mobilité et promeut la décondensation 

de la chromatine et en quelque sorte la déstabilisation des nucléosomes (Contreras et al.). 

Ce modèle n’expliquerait pas tout et il y a certainement d’autres facteurs impliqués dans la 

désorganisation du nucléosome. 

III.1.1. Ségrégation des histones lors de la réplication de l’ADN.

L’assemblage des nucléosomes sur l’ADN nouvellement synthétisé a été débattu pendant 

très longtemps. Il se fait de manière très rapide et hiérarchique, les nouveaux tétramères (H3-

H4)2 sont directement déposés sur l’ADN répliqué (Crémisi et al., 1977; Senshu et al., 1978; 

Worcel et al., 1978; Jackson and Chalkley) puis viennent les dimères H2A-H2B et enfin les 

histones H1 (Hendzel et al., 2000; Misteli et al., 2000; Hiroshi Kimura, 2001). 

L’arrivée de la fourche va provoquer la déstabilisation du nucléosome et libérer un 

tétramère (H3-H4)2 et deux dimères H2A-H2B (Jackson, 1990). Ces histones « parentales » vont 

être recyclées sur les nouveaux brins synthétisés. La ségrégation des tétramères (H3-H4)2 déjà 

présents sur la chromatine se fait de façon aléatoire sur les deux brins filles (figure 18) (Lew et 

al., 2008). Des tétramères (H3-H4)2 hybrides contenant à la fois des histones « anciennes » et 

« nouvelles » n’ont jamais été détectés (Prior et al., 1980), mais de récents travaux ont remis 

en cause cette affirmation par la découvert de l’existence de dimères H3-H4 solubles dans le 

Figure 18 : Ségrégation des histones lors de l’assemblage de la chromatine pendant la réplication. 

En astérisque sont représentées des combinaisons qui n’ont pas été observées et dont l’existence est 

sujette à débat. Adapté de Groth, 2009.
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noyau (figure 18) (Tagami et al., 2004; Benson, 2005; Loyola et al., 2006). En revanche, très 

peu de choses sont connues sur le recyclage des dimères H2A-H2B car étant plus dynamiques 

et aussi requis pour des réactions d’échanges lors de la transcription. Il existe, par contre des 

nucléosomes contenants des tétramères parentaux avec des dimères H2A-H2B nouvellement 

synthétisés (figure 18), l’inverse n’étant pas démontré (Jackson, 1987; 1988).

III.1.2. Les chaperonnes et les facteurs de remodelage impliqués dans la réplica-
tion.

L’assemblage de ces nucléosomes fait intervenir des facteurs intimement liés aux histones : 

-	 Les facteurs de remodelage ATP dépendant sont de grands complexes protéiques. 

Il en existe beaucoup qui ont été caractérisés (chapitre B.1), mais seuls les facteurs de 

remodelage hCHRAC et hACF/WCRF ont été impliqué dans l’assemblage de la chromatine 

pendant la réplication chez la drosophile (Collins et al., 2002).

-	 Les chaperonnes d’histones sont des protéines associées aux histones et qui 

catalysent leur transfert (déposition ou éviction) sans faire partie du produit final (De 

Koning et al., 2007). L’assemblage en condition in vitro ne peut se réaliser en mélangeant de 

l’ADN et des histones, leurs affinités pour l’ADN étant très importantes il y aurait formation 

d’agrégats. La reconstitution in vitro se réalise en présence d’une forte concentration de 

sels et d’urée suivie d’une dialyse permettant la formation de structures ordonnées. Il est 

évident que la cellule utilise un mécanisme différent, c’est pourquoi l’effort de recherche 

dans ce domaine s’est orienté vers la découverte et l’identification de ces chaperonnes 

d’histones.

III.1.2.a. La nucléoplasmine et N1/N2.

Des extraits d’œufs et d’ovocytes de xénope capables d’assembler des nucléosomes 

sur de l’ADN purifié ont étaient utlisés pour rechercher des protéines facilitant la déposition 

des histones sur l’ADN (Laskey et al., 1977; 1978). Ces travaux ont permis d’identifier la 

nucléoplasmine comme la première chaperonne d’histones.. La nucléoplasmine est une 

protéine acide majoritaire dans les ovocytes et les œufs de xénope. Elle a la capacité de fixer 

et de déposer les histones du cœur in vitro (Laskey et al., 1978; Earnshaw et al., 1980; Sealy 

et al., 1986). Cependant, on a d’abord pensé que la nucléoplasmine était aussi responsable du  

stockage des histones. Il a été établi, par la suite que deux autres chaperonnes d’histones N1 

et N2 étaient à l’origine du stockage de H3 et H4 (Bonner, 1975; De Robertis et al., 1978)  et 

que la nucléoplasmine s’occupait de H2A et H2B (Kleinschmidt and Franke, 1982; Kleinschmidt 
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et al., 1985) et que ces deux complexes ensemble participent à l’assemblage du nucléosome 

(Dilworth et al., 1987; Kleinschmidt et al., 1990). La nucléoplasmine fait partie d’une famille 

de phosphoprotéines impliquées dans l’assemblage du ribosome, et le métabolisme de la 

chromatine dont les nucléophosmines NPM1 et NPM3 (Frehlick et al., 2006). D’autre part, les 

chaperonnes d’histones N1/N2 qui sont apparentés à NASP et qui ont des homologues chez 

la levure (Ai and Parthun, 2004; Dunleavy et al., 2007), les mammifères (O’Rand et al., 1992; 

Richardson et al., 2000; 2006; Finn et al., 2008) et chez C.elegans. NASP serait une chaperonne 

de H1 (Richardson et al., 2000; 2006; Finn et al., 2008) et aussi de H3-H4 en corrélation avec la 

fonction de N1/N2 chez le xénope (Wang et al., 2008; Osakabe et al., 2010).

III.1.2.b. NAP1.

NAP1 a été identifié comme ayant la capacité d’assembler des nucléosomes in vitro 

(ISHIMI et al., 1984; 1987). D’autres protéines homologues à NAP1 ont été découvertes comme 

NAP1L1 et NAP1L4. Les protéines de cette famille sont caractérisées par la présence d’un 

domaine central très conservé de 300 aa qui est suffisant pour assembler des nucléosomes 

et nécessaire à la dimérisation de NAP1 (Fujii-Nakata et al., 1992; Park and Luger, 2006). La 

partie C-terminale très acide permet l’enlèvement du dimère H2A-H2B et le glissement des 

nucléosomes (Park et al., 2005). La proteine NAP1 montre une liaison préférentielle pour 

H2A-H2B par rapport à H3-H4 in vivo chez les eucaryotes confirmant son rôle de chaperonne 

d’histone (figure 19) (ISHIMI et al., 1983; Ito et al., 1996; Dong et al., 2005), cependant ce 

mécanisme n’est pas connu, car la structure de NAP1 complexé aux histones n’est pas encore 

connu. NAP1 permet aussi le transport de H2A-H2B du cytoplasme vers le noyau grâce à son 

interaction avec une importine Kap114 (figure 19) (Mosammaparast et al., 2002; 2005). NAP1 a 

aussi la capacité de faciliter la transcription in vitro (Walter et al., 1995; Levchenko et al., 2005; 

Park et al., 2005) et in vivo lors d’échanges avec la variante d’histone H2AZ (Paolo Piatti, 2011).

III.1.2.c. CAF-1.

La découverte de CAF-1 découle directement d’un effort de recherche pour identifier des 

facteurs impliqués dans l’assemblage de la chromatine lors de réplication. CAF-1 a été mis en 

évidence dans des systèmes in vitro pour étudier la réplication de plasmide contenant l’origine 

de réplication du SV40 en présence de l’antigène T. Il a été démontré également que CAF-1 

permet l’assemblage de nucléosomes sur l’ADN nouvellement synthétisé (Stillman, 1986; Smith 

and Stillman, 1989). Des homologues ont ensuite été identifiés chez la drosophile (Kamakaka 
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et al., 1996; Tyler et al., 1996; 2001) et la levure (Enomoto et al., 1997; Kaufman et al., 1997), 

ce qui indique que CAF-1 est conservé au cours de l’évolution. CAF-1 est une chaperonne de 

H3-H4 et un complexe de trois protéines p150, p60 et p48 (Kaufman et al., 1995). La sous-unité 

p48 seule peut suffire à la fixation de H3-H4. CAF-1 est capable de cibler spécifiquement H3-H4 

nouvellement synthétisé pour les déposer sur l’ADN nouvellement répliqué grâce à l’interaction 

entre la sous-unité p150 et le PCNA (figure 19) (Shibahara and Stillman, 1999; Moggs et al., 2000). 

Le complexe CAF-1-H3-H4 est alors nommé CAC et présente des modifications spécifiques des 

histones nouvellement synthétisées c’est-à-dire une mono et di acétylation des lysines 5, 8 et 

12 (figure 19) (Sobel et al., 1995; Verreault et al., 1996). CAF-1 est également important dans la 

formation de l’hétérochromatine, car il se lie à la protéine HP1 (Murzina et al., 1999; Quivy et 

al., 2004) et au complexe MBD1-SETDB1 (Sarraf and Stancheva, 2004) qui sont impliqués dans 

la méthylation de la lysine 9 de l’histone H3 et la méthylation de l’ADN.

III.1.2.d. Asf1.

Asf1 est une chaperonne d’histone essentielle ayant un double rôle dans l’assemblage 

et le désassemblage des nucléosomes ; elle est surtout une chaperonne des histones H3-H4 

nouvellement synthétisées. Asf1 a été identifié d’abord chez la levure (Le et al., 1997; Singer et 

al., 1998) et ensuite chez la drosophile (Tyler et al., 1999) en complexe avec CAF-1 et les histones 

H3-H4. C’est une petite protéine contenant une région N-terminal ayant un repliement de type 

immunoglobuline suffisant pour la fonction de chaperonne et une partie C-terminal variable 

suivant les espèces (Daganzo et al., 2003). Asf1 interagit avec les histones H3-H4 nouvellement 

synthétisées qui sont importées grâce à une série d’autre chaperonnes comme NASP, RBAP46 

et HAT1 et l’importine 4 (figure 19) (Campos et al., 2010; Jasencakova et al., 2010; Alvarez et 

al., 2011; Cook et al., 2011). Il est admis que le tétramère (H3-H4)2 est déjà formés lors de sa 

déposition sur l’ADN, cependant il a été montré que CAF-1 et Asf1 sont associés à des dimères 

H3-H4 (Tagami et al., 2004; English et al., 2005) ce qui remet en cause le mode d’assemblage 

du tétramère sur l’ADN. Une fois que Asf1 a fixé le dimère H3-H4, il va interagir avec CAF-1 par 

l’intermédiaire de la sous-unité p60 (figure 19) (Mello et al., 2002), là encore on ne sait pas si 

Asf1 aide CAF-1 à déposer H3-H4 ou s’il s’agit juste d’un donneur d’histone. Récemment, Asf1 

a été impliqué dans le désassemblage de la chromatine au niveau de la fourche de réplication 

et donc du recyclage des histones « parentales». Initialement, Asf1 a été identifié comme ayant 

la capacité d’enlever H3-H4 des promoteurs lors de la transcription chez la levure (Schwabish 

and Struhl, 2006). Asf1 (Groth et al., 2007) et FACT (Gambus et al., 2006; Tan et al., 2006) 
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interagissent avec le complexe MCM au niveau de la fourche de réplication (figure 19). FACT 

est composé de deux protéines SSRP1 et Spt16 et se comporte comme une chaperonne des 

histones H2A-H2B. On suppose qu’il enlève les deux dimères H2A-H2B lors du passage de la 

fourche de réplication (figure 19) comme cela est le cas lors de la transcription (Reinberg, 2004). 

L’enlèvement du dimère H2A-H2B expose la queue C-terminale de H4  et permet à Asf1 de fixer 

le tétramère (H3-H4)2 (figure 19). Il est très probable que Asf1 joue un rôle important dans le 

recyclage des tétramères (H3-H4)2, cependant il reste des zones d’ombres : il faut notamment 

clarifier le rôle de FACT dans la réplication et également la dynamique entre le tétramère et 

Asf1 au niveau de la fourche de réplication (English et al., 2006). 

Figure 19 : Modèle de réplication couplé à l’assemblage de la chromatine. Les nouvelles histones 

sont prises en charge par différents chaperonnes. H2A-H2B est assisté par NAP1 qui va les déposer 

sur le tétramère H3-H4. Asf1 récupère les dimères H3-H4 grâce à NASP, RBAP46, HAT1 et l’importine 

4 (IMP4) pour assister CAF-1 dans leur déposition de la chromatine. Au niveau de la fourche, FACT 

et Asf1 vont assister le complexe MCM dans le désassemblage des nucléosomes, mais leurs rôles 

restent à préciser. Adapté de Alabert and Groth, 2012.
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III.2. L’assemblage de la chromatine en dehors de la réplication de 
l’ADN.

Les études sur les variantes d’histones ont permis d’arriver à la conclusion que ces 

histones alternatives sont incorporées dans le nucléosome et participent à la régulation de la 

structure de la chromatine. La synthèse des variantes d’histones à lieu en dehors de la phase 

S du cycle cellulaire à la différence des histones canoniques qui sont couplées à la réplication.

L’assemblage de la chromatine pendant la réplication fait intervenir toute une machinerie 

qui semble agir en deux étapes : elle déposerait d’abord le tétramère (H3-H4)2 et ensuite les 

deux dimères H2A-H2B. H3 et H4 sont déposés sous forme de dimère par un complexe spécifique 

contenant les chaperonnes d’histones CAF-1 et Asf1 pendant la réplication uniquement. En 

accord avec ces données, H3.3 ne s’associe pas avec ce complexe, mais avec deux autres 

complexes en fonction de la région où il doit être déposé. Au niveau des gènes, H3.3 est déposé 

par HIRA (Tagami et al., 2004) alors que Daxx et ATRX le déposent au niveau des télomères et 

de l’hétérochromatine péricentrique (Drané et al., 2010). 

H2AZ-H2B a été retrouvé associé avec la chaperonne d’histone NAP1 et Chz1 chez la 

levure (Luk et al., 2007). H2AZ fait aussi partie du CRC SWR1 chez la levure. Des expériences 

de ChIP ont démontré l’importance de SWR1 dans la localisation de H2AZ (Li, 2005; Luk et al., 

2010). Le remplacement de H2A par H2AZ sur des nucléosomes reconstitués est catalysé par 

SWR1 de manière ATP dépendante (Mizuguchi et al., 2004). SRCAP qui est l’homologue de 

SWR1 chez les mammifères a aussi été impliqué dans la déposition de H2AZ (Ruhl et al., 2006), 

en revanche aucunes chaperonne spécifique de H2AZ n’a été identifié chez les mammifères.

L’échange de H2AZ catalysé par un CRC de manière ATP dépendante permet de penser 

qu’un mécanisme similaire existe pour incorporer toutes les autres variantes d’histones en 

dehors de la phase S du cycle cellulaire. Il reste encore à identifier et caractériser ces mécanismes 

pour les autres variantes d’histones.

La variété de la structure de la chromatine et des modifications des histones récapitulée 

ici reflète la complexité de l’information épigénétique et notre connaissance limitée de ces 

mécanismes. La partie expérimentale de ce manuscrit décrit un effort de recherche pour 

la caractérisation et l’identification de nouveaux partenaires protéiques impliqués dans la 

dynamique de la variante d’histone H2AZ chez les mammifères.
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I. Contexte et question posée.
La régulation des gènes nécessite une reconfiguration locale de la chromatine qui permet 

de créer des domaines accessibles aux éléments régulateurs. La modification de la structure de 

la chromatine est régulée par trois processus :

-	 Les modifications covalentes des queues N-terminales des histones comme 

l’acétylation, la méthylation, la phosphorylation, l’ubiquitination et la sumoylation.

-	 Les complexes de remodelage de la chromatine ATP dépendant qui sont capables 

de faire glisser et déstabiliser les nucléosomes.

-	 Les chaperonnes d’histones qui vont réguler l’assemblage et le désassemblage 

de la chromatine.

Les variantes d’histones permettent de former de nouveaux domaines à des endroits 

spécifiques du génome. Cette incorporation est réalisée avec l’assistance de complexes de 

remodelage de la chromatine ATP dépendant et de chaperonnes d’histones spécifiques.

Notre équipe s’intéresse tout particulièrement aux variantes d’histones. Au cours de ma 

thèse, je me suis focalisé, sur H2AZ qui est une variante de l’histone H2A. H2AZ est impliqué 

dans plusieurs processus cellulaires comme la ségrégation des chromosomes (Rangasamy et 

al., 2003), la réparation de l’ADN (Kalocsay et al., 2009), la formation de l’hétérochromatine 

(Meneghini et al., 2003), la progression du cycle cellulaire (Dhillon et al., 2005) et la transcription 

des gènes (Santisteban et al., 2000a). La distribution de H2AZ semble être majoritairement 

au niveau des promoteurs, de part et d’autre d’une région ne contenant pas de nucléosome 

(Zlatanova and Thakar, 2008). Il est nécessaire de déposer H2AZ à des sites spécifiques pour 

qu’il assure ses fonctions. Chez la levure H2AZ est déposé par la chaperonne d’histone Chz1 

(Luk et al., 2007) qui fait partie du complexe de remodelage SWR1 capable d’échanger H2AZ 

pour H2A de manière ATP dépendante (Krogan et al., 2003; Kobor et al., 2004; Mizuguchi et al., 

2004). SRCAP, l’homologue humain de SWR1, est aussi responsable de la déposition de H2AZ 
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(Ruhl et al., 2006), mais aucune chaperonne d’histone n’a été caractérisée à ce jour pour H2AZ 

chez les vertébrés.

→ Quelles sont les chaperonnes de la variante d’histone H2AZ chez les vertébrés ?

Dans le but d’identifier de nouveaux partenaires impliqués dans la dynamique de H2AZ, 

nous avons purifié le complexe de prédéposition de H2AZ à partir d’extrait nucléaire soluble 

de cellule HeLa. Nous avons mis en évidence Anp32e qui est un nouveau partenaire spécifique 

de H2AZ et qui possède les caractéristiques d’une chaperonne d’histone. Ensuite, nous avons 

cartographié l’interaction entre ces deux protéines et enfin nous avons testé la capacité 

d’Anp32e d’agir sur la déposition ou sur l’éviction de H2AZ de la chromatine.

II. Résultats et discussion.
Nos résultats sont présentés dans la publication ci-après : « Anp32e, a histone chaperone 

specialized in the removal of H2A.Z from chromatin ».
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Anp32e, a histone chaperone specialized in 
the removal of H2A.Z from chromatin.

Arnaud Obri1, Khalid Ouararhni1, Christophe Papin1, Christophe Romier2,

Stefan Dimitrov3 and Ali Hamiche1,§

Abstract
H2A.Z is an essential histone variant implicated in the regulation of several epigenetic 

phenomena. Despite the numerous efforts invested, the vertebrate chaperones responsible for 

H2A.Z deposition and removal from chromatin remain still unknown. Here we have identified 

the protein Anp32e as a H2A.Z chaperone. We show that Anp32e is a member of the presumed 

H2A.Z histone-exchange complex p400/TIP60. Anp32e interacts with a short region (containing 

the αC helix) of the docking domain of H2A.Z. This interaction is achieved via a novel Anp32e 

motif, termed ZID. Depletion of Anp32e interferes with both the de-repression of hormone 

dependent genes and H2A.Z removal from their promoter upon hormone treatment. In vitro 

experiments using highly purified proteins illustrate the ability of Anp32e to remove the H2A.Z/

H2B dimer, but not the conventional H2A/H2B dimer, from the nucleosomes. All these data 

reveal that Anp32e is a histone chaperone specialized in the removal of H2A.Z from chromatin.
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Introduction

Histones	variants   are   non-allelic   isoforms   of   conventional   histones.   Each conventional  

histone,  except  H4,  possesses  histone  variants.  H2A.Z,  a  histone variant from the H2A 

family, is found in all eukaryotes. H2A.Z is highly conserved (90% identity) between different 

organisms but shares only limited conservation (60% identity) with conventional H2A 1. The 

available data show that H2A.Z is implicated in key biological processes, including transcription 
2-11, repair 12, genomic stability 13,14 and cancer initiation and progression 9,15.

The overall crystal structure of the H2A.Z nucleosome is similar to the conventional 

one 16. However, the H2A.Z nucleosome exhibits an altered H2A.Z/H2B dimer interface and 

an extended accessible acidic surface, the acidic patch 16. These structural modifications are 

believed to play key role in the differential stability of the canonical  and  variant  nucleosomes  
17,18.  The  acidic  patch,  determined  by  the negative charge of the docking domain of H2A.Z, 

regulates both the assembly of higher H2A.Z chromatin structure and H2A.Z chromatin fiber 

interactions with HP1 19,20. Intriguingly, a small part of the docking domain of H2A.Z (containing 

its αC helix and known as the M6 box) is required for H2A.Z specific functions and Drosophila 

survival 21.

The proper incorporation of conventional and variant histones into the nucleosome 

is achieved via specific histone chaperones (for a review see 22). Recently, HJURP and DAXX 

were identified in mammalian cells as chaperones for the histone variants CENP-A and H3.3, 

respectively 23,24. The incorporation of yeast H2A.Z into chromatin is mediated by the histone 

chaperone Chz1 25-27  and the histone-exchanging nucleosome remodeling complex SWR1 
28-30. Two SWR1-related multiprotein complexes, SRCAP and p400, were described in higher 

eucaryotes 31-36. However, no H2A.Z specific histone chaperone has been identified so far in 

metazoan.

Here, by using a double immunoaffinity procedure, we have isolated the H2A.Z 

predeposition   complex   from   HeLa   cells.   We   identified   the   acidic   nuclear phosphoprotein 

32 kilodalton e (Anp32e) as a member of this complex. We show that Anp32e is a H2A.Z 
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chaperone, able to specifically remove H2A.Z from the nucleosome.

Results

Anp32e is a member of the H2A.Z predeposition complex.

The aim of this work is to identify a H2A.Z specific chaperone and to analyze how it 

functions. We reasoned that the H2A.Z chaperone, as the chaperones for both H3.3 (DAXX, 24) 

and CENP-A (HJURP, 23) should be a member of a soluble predeposition complex. With this in 

mind we have established stable HeLa cell lines expressing conventional H2A (e-H2A) or H2A.Z 

(e-H2A.Z) histones fused to N-terminal double HA and FLAG tags (Figure 1a). We next purified 

from these cell lines the respective predeposition complexes (e-H2A.com and e-H2A.Z.com) 

by double immunoaffinity 24. The  purified  complexes  were  run  on  an  SDS  PAGE  and  

their  members  were identified by mass spectrometry (Figure 1b,c). The e-H2A.Z.com contains 

several specific protein subunits (p400, TRRAP, SRCAP, Brd8, Tip60, YL1, ING3, etc.), which are 

not present within the conventional e-H2A.complex (Figure 1b, c and Supplementary Table 

1). Of note, these subunits are also part of either the SRCAP or the p400/TIP60 complexes, 

which are believed to exchange H2A for H2A.Z in chromatin 28-32,35,36. Intriguingly, the major 

interactive specific partner within the e- H2A.Z.com was a 32 kD protein, which we identified 

as the Anp32e protein (Figure1c and Supplementary Table 1). This was further confirmed by 

Western blotting using anti-Anp32e antibody (Figure 1d).

To additionally study the physical association of the different components of the  

e-H2A.Z.com,  the  purified  complex  was  fractionated  on  a  15-35%  glycerol gradient (Figure 

2). The different fractions were then run on a denaturing 4-12% gradient gel, and the proteins 

were silver-stained. Three distinct subcomplexes with different molecular masses were 

identified (Figure 2, upper panel). Western blotting revealed the presence of selected distinct 

e-H2A.Z.com members within the fractions (Figure 2, lower panel). Of note, the e-H2A.Z high 

molecular weight subcomplex (HMWC), running close to the bottom of the gradient, contains 

all the e-H2A.Z members analyzed by the Western blotting. Importantly, Anp32e and p400 

were clearly identified within the HMWC. The low molecular weight subcomplex (LMWC) 
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contains mainly Anp32e and H2A.Z/H2B dimers while the Middle molecular weight subcomplex 

(MMWC) is enriched in DNA repair proteins like XRCC5 and XRCC6. These  results  were  further  

confirmed  by  mass  spectrometry  analysis (Supplementary Table 2). We conclude that Anp32e 

is part of three different H2A.Z multiprotein complexes.

Identification of the Anp32e domain responsible for the specific interaction 
with H2A.Z

Anp32e is a highly conserved vertebrate protein belonging to the ANP32 family 37. The  

proteins  from  the  ANP32  family  exhibit  two  highly  conserved  regions:  the leucine-rich 

N-terminal part and the C-terminal tail 37. The human Anp32e N-terminal part contains four 

leucine rich repeats (LRR), while its C-terminus comprises an unusually long (>100 amino acids) 

acidic region (Figure 3a and 37). This latter feature of Anp32e as well as the finding that it is the 

major member of the e-H2A.Z.com (Figure 1c) make it a good candidate for a H2A.Z chaperone. 

If this was the case, Anp32e should specifically interact with H2A.Z. To test this we have carried 

out a series of in vitro and in vivo experiments (Figure 3b-f). GST-pull down experiments using  

purified  GST-Anp32e  as  bait  shows  that  Anp32e  binds  to  the  variant H2A.Z/H2B dimer, but 

not to the conventional H2A/H2B dimer (Figure 3b). This interaction is highly specific and very 

stable since it is not affected by treatment with 1M NaCl (Figure 3b). As expected, the acidic 

region (AA 151-268) of Anp32e was required for the binding of Anp32e to the H2A.Z/H2B dimer 

(Figure 3c). Further deletion analysis of Anp32e shows that a shorter sequence (AA 195-268) of 

Anp32e was sufficient for the recognition and binding to the variant H2A.Z/H2B dimer (Figure 

3d). Alignment of the sequences of the Anp32e from different species identifies the presence 

of highly conserved region (spanning AA 215-240 in human Anp32e) within its C-terminal acidic 

tail (Figures 3a, g) suggesting that this region is determinant for the binding to H2A.Z. Indeed, 

deletion of this region, termed ZID (H2A.Z Interacting Domain), abolishes completely the in 

vitro binding of Anp32e to H2A.Z/H2B dimer (Figure 3e and accompanying paper).

The in vivo association of Anp32e with H2A.Z was studied by using HeLa cell lines stably 

expressing double HA and FLAG fusion of Anp32e (e-Anp32e). The purified soluble nuclear 

e-Anp32e complex (e-Anp32e.com) from these cells contained large amount of   H2A.Z   as   

evidenced   by   mass   spectrometry   (Figure   3f   and Supplementary Table 3a/b) and 
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immunoblotting (Figure 3f, right panel). Several other proteins (p400, TRRAP, Brd8, Tip60, Tip49 

a,b, ING3, etc.) were identified as members of the e-Anp32e.com (Figure 3f and Supplementary 

Table 3b). Importantly, SRCAP was not found associated with the e-Anp32e.com. Taken as a 

whole, the described data reveal that: (i) Anp32e binds specifically both in vitro and in vivo to 

H2A.Z via the novel Anp32e-ZID domain and, (ii) Anp32e is a member of the p400, but not of 

the SRCAP complex.

The αC helix of the docking domain of H2A.Z is required for binding to Anp32e.

The very strong and specific interaction between H2A.Z and Anp32e suggests, in addition 

to the presence of the Anp32e-ZID in Anp32e, the existence within H2A.Z of a sequence via 

which this interaction is realized. Such sequence should be highly specific for H2A.Z and crucial 

for its function. The M6 H2A.Z region (encompassing AA 89-100) was identified in the past to 

exhibit these features (Figure 4a and 21,38,39). We hypothesized that the M6 H2A.Z region was 

determinant for the binding of H2A.Z to Anp32e. Pull down experiments using GST-Anp32e 

shows that the aminoacid sequence encompassing AA 92-114, and thus containing the M6 

region (Figure 4a), is necessary for the binding of Anp32e to H2A.Z (Figure 4b). The major 

difference between the M6 sequence of conventional H2A and H2A.Z resides within the small 

αC helix (Figure 4c) suggesting that the H2A.Z αC helix is required for the binding to Anp32e. 

The GST-Anp32e pull-down experiments using H2B-H2AZNKLLG (a H2A.Z swapped αC H2A 

mutant, which contains the αC helix of H2A) demonstrate that this is indeed the case (Figure 

4d). To analyze if the αC helix of H2A.Z is also essential for its binding to Anp32e in vivo, we 

have purified from HeLa stable cell lines expressing  the  double  HA-and  FLAG  fusion  of  

H2A.ZNKLLG   (e-H2A.ZNKLLG)  the nuclear soluble e-H2A.ZNKLLG  complex (e-H2A.ZNKLLG.

com). The members of the e- H2A.ZNKLLG.com were identified by both mass spectrometry 

and Western blotting (Figure 4e and Supplementary Table 4). Both techniques showed that 

Anp32e was absent, as expected, from the e-H2A.ZNKLLG.com. Of note, p400, TRRAP, Tip60 

and Brd8 were also not found associated with the e-H2A.ZNKLLG.com (Figure 4e, right panel 

and Supplementary Table 4). These data demonstrate that the αC helix of H2A.Z is essential for 

the in vivo binding of Anp32e to H2A.Z and the subsequent Anp32e-mediated incorporation of 

H2A.Z in the p400 complex. Interestingly, YL1, Tip49b, SRCAP were part of the e-H2A.ZNKLLG.

com (Figure 4e), thus suggesting the αC helix of H2A.Z might not be a key player for the 
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incorporation of H2A.Z within the SRCAP complex.

Anp32e-mediated H2A.Z removal from the cyp24A1 promoter is required for 
cyp24A1 activation.

All the above-presented data evidence that Anp32e is a H2A.Z specific chaperone. A 

H2A.Z specific chaperone should be involved in the in vivo either deposition or removal (or 

both) of H2A.Z from the nucleosome. To analyze how Anp32e function in vivo we have used the 

CYP24A1 gene as a model system (Figure 5). This gene, whose basal expression is very low, is 

upregulated by the active form of vitamin D(1α,25(OH)2D3) 
40. In agreement with the available 

data, treatment of HeLa cells with vitamin D resulted in a drastic (50-80 fold) increase of the 

expression of the CYP24A1 gene (Figure 5a, left upper and lower panels). However, shRNA- 

mediated depletion of either Anp32e (Figure 5a, upper right panel) or p400 (Figure 5a, lower 

right panel) severely impaired the capacity of vitamin D to induce the expression of this gene 

(Figure 5a, left lower and upper panels). Interestingly, very similar dramatic effects (Figure 5a, 

middle upper and lower panels) were also observed for the transcriptional derepression of the 

retinoic acid (RA) dependent STRA6 gene 41 when either Anp32e or p400 were depleted (Figure 

5a, right upper and lower panels) by specific shRNAs.

We  next  asked  why  the  depletion  of  Anp32e  or  p400  affected  so  strongly  the 

hormone dependent induction of gene transcription. We focused on the CYP24A1 gene. We 

addressed this question by using ChIP (Figure 5b). ChIP analysis showed that the non-induced 

CYP24A1 gene promoter contains H2A.Z nucleosomes (Figure 5b, left panel). Treatment with 

vitamin D of the naïve HeLa cells resulted in a removal of H2A.Z from the promoter of CYP24A1 

and a strong recruitment of Polymerase  II  (Figure  5b).  However,  the  depletion  of  the  

expression  of  either Anp32e or p400 led to loss of the cell capacity to remove (upon vitamin D 

treatment) the H2A.Z nucleosomes from the promoter of the CYP24A1 (Figure 5b, left panel). 

This was accompanied by the lack of recruitment of PolII to the CYP24A1 promoter (Figure  

5b,  right  panel).  All  this  suggests  that  the  removal  of  the  CYP24A1 promoter H2A.Z 

nucleosome(s) via the p400 complex and in particular via its Anp32e subunit is a conditio sine 

qua non for the vitamin D-dependent up-regulation of the CYP24A1 gene.
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To analyze the ability of Anp32e to directly remove H2A.Z from the nucleosomes we 

carried out in vitro experiments. Conventional and H2A.Z nucleosomes were reconstituted on a 

mini-circle DNA 23,42 and both samples were incubated with increasing amount of highly purified 

Anp32e. As seen (Figure 5c, left panel), the presence of Anp32e in the H2A.Z nucleosome 

reaction mixture resulted in the appearance of (H3-H4)2 tetramer particle, which amount is 

increasing upon increase of the amount of Anp32e. We attributed this effect to the Anp32e-

induced eviction of the H2A.Z-H2B dimer from the H2A.Z nucleosome. And indeed, the 2D 

SDS-PAGE analysis showed that the nucleosome-like particle with lower mobility generated 

by the treatment with Anp32e contains only H3 and H4 (Figure 5c, right panel). No such 

effect was, however, observed when either conventional H2A nucleosomes or nucleosomes 

reconstituted with the H2A.Z-NKLLG mutant were used as substrates (Figure 5c, left and right 

panels). Therefore, Anp32e through its specific interaction domain (ZID) is able to directly 

remove H2A.Z from the nucleosome particle.

Concluding remarks

Histone chaperones are histone-binding proteins responsible for the safe delivery of 

histones to DNA as well as for histone storage, transfer, exchange and removal. They  recognize  

and  bind  specific  histone  interface.  In  this  work,  we  show  that Anp32e, a member of the 

presumed p400/TIP60 H2A.Z histone variant exchange complex, exhibits these characteristics. 

We identified within Anp32e a novel unique motif, ZID, which was required for the specific 

interaction of Anp32e with H2A.Z. We also found that a short region of the docking domain 

of H2A.Z (including its αC helix) determines H2A.Z ability to bind to Anp32e. In addition, we 

found that Anp32e alone and in the absence of ATP, was able to remove in vitro H2A.Z from 

the variant H2A.Z nucleosome. All these data define Anp32e as a H2A.Z specific chaperone 

implicated in the removal of H2A.Z from nucleosomal templates.

This conclusion is further supported by the 1.48 Å crystal structure of the Anp32e/

H2A.Z-H2B complex we solved and the detailed analysis of the interactions between wild-type 

and point-mutated Anp32e and H2A.Z-H2B dimers (see accompanying paper). In addition, the 

crystal structure of the Anp32e/H2A.Z-H2B complex suggests a very intriguing mechanism of 

H2A.Z/H2B eviction implying a shielding of one of the H2A.Z/H2B DNA-interacting region from 
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DNA binding and a large extension of the αC helix generated by Anp32e interaction with the 

nucleosome (see accompanying paper).

The ChIP experiments illustrate that Anp32e is also required for the H2A.Z eviction in 

vivo, since upon induction of hormone dependent genes no H2A.Z nucleosome removal was 

observed in the absence of Anp32e. Anp32e crucial role in the de- repression of these genes 

was further high lighted by the inability of the hormones to de-repress them in HeLa cells 

depleted of Anp32e.

Importantly, the H2A.Z αC helix was shown in the past to be essential for the formation 

of the distinct extended acidic patch on the H2A.Z histone octamer and to play a key role in 

both H2A.Z chromatin fiber structure 19,20, fly survival 21 and H2A.Z deposition and function 

in yeast 38,39. In this work we described a novel function of H2A.Z  αC  helix,  namely  its  key  

role  in  H2A.Z  removal  and  subsequent  H2A.Z nucleosome de-assembly. Since Anp32e is a 

member of the p400/TIP60, but not of the SRCAP complex, we speculate that the p400 complex 

is “specialized” in the removal  of  H2A.Z,  while  the  SRCAP  complex  would  be  implicated  

in  the incorporation of H2A.Z into chromatin. We predict that a non-identified member of the 

SRCAP complex would be the “deposition” chaperone for H2A.Z into chromatin.

The presented data suggest a “bound to be removed” role for the H2A.Z promoter 

nucleosome, which in turn indicates why and how the overexpression of H2A.Z is associated with 

cancer initiation and progression 9, 15. For example, in human breast cancer the MYC dependent 

overexpression of H2A.Z 15 may lead to the mis- incorporation of H2A.Z in the promoter of 

multiple genes (including genes important for both proliferation and differentiation) and make 

them “poised” for quick activation. Consequently, some of  these  genes  would  be  aberrantly  

expressed  via,  among other, the help of the p400/TIP60 complex and the cells may lost the 

control of proliferation and differentiation and thus, acquire some cancer phenotype features.
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Methods

Full details on stable cell line establishment, purification of protein complexes and 

recombinant proteins, pull-down assays, DNA substrate preparations, retrotranscription, 

quantitative PCR and ChIP assay are provided in Supplementary Information.
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Figure 1: Immunopurification of e-H2A and e-H2A.Z pre-deposition complexes from soluble 
nuclear fractions.(a) Stable expression of e-H2A and e-H2A.Z in HeLa cells. Cells expressing e-H2A 
or e-H2A.Z and control cells were stained with anti-HA (green) and DAPI (blue). (b) Silver staining 
of proteins associated with e-H2A. The pre-deposition complex of e-H2A (e-H2A.com) was purified 
by tandem immune-affinity and the associated polypeptides were identified by mass spectrometry. 
Lane M, protein molecular mass marker. Lane Mock, mock purification from a non-tagged HeLa 
cell line. (c) Silver staining of proteins associated with e-H2A.Z. The pre-deposition complex of 
e-H2A.Z (e-H2A.Z.com) was purified by tandem immuno-affinity and the associated polypeptides 
were identified by mass spectrometry. Lane M, molecular mass marker. (d) Western Blot analysis 
of Anp32e in the e-H2A.Z pre-deposition complex. e-H2A.com and e-H2A.Z.com were run on a 12% 
SDS PAGE and after transfer, the blot was revealed with an anti-Anp32e and an anti-HA (in order to 
detect e-H2A.Z or e-H2A).
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Figure 2: H2A.Z, Anp32e and p400.com are stably associated in a H2A.Z subcomplex. (a) Silver 
staining e-H2A.Z pre-deposition complex fractionated on a glycerol gradient (top). Fractions were 
pooled as indicated at the top of the gel (LMWC, MMWC and HMWC) and were analyzed by mass 
spectrometry upper panel; lower panel, immunoblotting of fractions containing e-H2A.Z nuclear 
subcomplexes with the indicated antibodies.
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Figure 3: Anp32e interacts specifically with H2A.Z via a novel ZID domain. (a) Schematics of the 
Anp32e domain organization. Anp32e contains four leucine rich domains (LRR) in the N-terminal 
part and an acidic asparagine/glutamine rich domain (Asp/Glu) in the C-terminal part. (b) Anp32e 
associates with H2A.Z/H2B, but not with H2A/H2B dimers when expressed in bacteria. GST-Anp32e 
was coexpressed with either FLAG-H2A/His-H2B (lane 1-3) or with FLAG-H2A.Z/His-H2B (lane 4-6).
Complexes were purified and washed with different concentration of NaCl. The purified material was 
separated on SDS-PAGE and stained with Coomassie. Elution and input were immunoblotted with 
anti-FLAG antibody. (c, d) The acidic C terminal domain of Anp32e is required for the interaction with 
H2AZ/H2B. The indicated Anp32e deletion mutants fused to GST were coexpressed with FLAGH2A.Z/
His-H2B and allowed to bind to Glutathione agarose beads. The attached proteins were next washed 
with different concentration of NaCl. Eluted proteins were run on SDS-PAGE and stained with 
Coomassie blue. Elution and input were immunoblotted with anti-FLAG antibody. (e) ZID is essential 
for the Anp32e interaction with H2A.Z. GST-Anp32e and GST-Anp32eΔZID were coexpressed with 
FLAG-H2A.Z/His-H2B in bacteria. The GST-purified materials was run on SDSPAGE and stained with 
Coomassie blue and immunoblotted with anti-FLAG antibody. (f) Anp32e associates with H2A.Z H2B 
dimer in HeLa cells. Silver staining of proteins associated with e-Anp32e are presented. Left panel, 
the nuclear complex of e-Anp32e (e-Anp32e.com) was purified by tandem immunoaffinity from 
stable HeLa cell lines and the associated polypeptides were identified by mass spectrometry; right 
panel, Western blotting with anti-H2A.Z antibody of the e-H2A.Z.com and e-Anp32e.com. The lower 
mobility of e-H2A.Z in the e-H2A.Z.com is due to the presence of the double HA and Flag tags. 
(g) The H2A.Z Interacting Domain (ZID) of Anp32e is highly conserved. Alignment of the Anp32e 
sequences from the indicated species is shown. The ZID sequence is indicated by brackets.
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Figure 4: H2A.Z associates with Anp32e and p400.com via a specific motif. (a) Schematics of 
the structure of H2A.Z. The positions of the M6 and M7 cassettes are indicated. (b) The H2A.Z 
sequence encompassing AA 1-92 is not necessary for the H2A.Z interaction with Anp32e. GST-
Anp32e was coexpressed with H2B and FLAG-H2A.Z deletion mutants in bacteria and purified by 
GSTchromatography. The attached to the glutathione beads complexes were washed with different 
concentration of NaCl. The purified materials were run on SDS-PAGE and stained with Coomassie 
blue. Elution and input were immunoblotted with anti-FLAG antibody. (c) Sequence alignment of 
H2A.Z (AA 94-110), H2A (AA 91-108) and the H2A.ZNKLLG mutant. (d) The H2A.Z DSLI motif is essential 
for the interaction with Anp32e. The indicated proteins were co-expressed in bacteria and purified 
by GST-chromatography. The purified samples were then run on a SDS-PAGE and stained with 
Coomassie blue. Elution and input were revealed by Western blotting using anti-FLAG antibody. (e) 
The H2A.Z DSLI motif is required for the in vivo binding to Anp32e. Stable HeLa cell lines expressing 
either the epitope tagged e-H2A.Z or the epitope tagged mutant e-H2A.ZNKLLG were used to purify 
the respectivecomplexes by tandem immuno-affinity. The associated polypeptides of the e- H2A.
ZNKLLG.com were identified by mass spectrometry (left panel) and analyzed by immunoblotting with 
the indicated antibodies (right panel). Lane Mock, mock purification from non-tagged HeLa cell line. 
Lane M, protein molecular mass marker.
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Figure 5: Both Anp32e and p400 are required for H2A.Z eviction from CYP24A1 and STRA6 
promoters. (a) Depletion of either Anp32e or p400 results in decrease of both CYP24A1 and STRA6 
de-repression. Time-course of the vitamin D-mediated CYP24A1 (lower left and upper left panels) 
or retinoic acid-mediated STRA6 (lower middle and upper middle panels) expression measured by 
RT-PCR in control (treated with scramble sh) HeLa cell lines or Hela cell depleted of either Anp32e 
(upper left and upper middle panels) or p400 (lower left and lower middle panel) using specific 
shRNA. Cells were treated with vitamin D or retinoic acid for the indicated times and the expression 
of CYP24A1 or STRA6 were measured by RT-PCR (means ± s.d., n=3). Anp32e (upper right panel) 
and p400 (lower right panel) shRNA efficiency were determined by Western blot using anti- Anp32e, 
anti-p400 and anti-β−tubulin antibodies. (b) Depletion of either Anp32e or p400 interferes with the 
eviction of H2A.Z from the CYP24A1 promoter after vitamin D treatment. The amount of H2A.Z 
(left panel) and PolII (right panel) on CYP24A1 promoter (after 4 hours vitamin D treatment) was 
measured by ChIP assays in either control HeLa stable cell lines expressing e-H2A.Z or in the same 
cell lines but shRNA depleted of either Anp32e or p400 (means ± s.d., n=3). (c) Specific in vitro 
removal of the H2A.Z/H2B dimer by Anp32e; H2A.Z-, H2A.ZNKLLG- and conventional nucleosomes were 
reconstituted on negatively supercoiled human alpha-satelite DNA corresponding to topoisomer 
-1. The samples (1 μM) were then incubated with two different amounts of Anp32e (5 μM and 10 
μM, respectively) for 30 min at 37°C). The reaction products were analyzed on native 4.5% PAGE 
(left panel). Lane 1, topoisomer -1 DNA and H3-H4 tetrasome particle. The positions of the naked 
topoisomer -1 DNA, the tetrasome particle and the nucleosomes are indicated; right panel, 18% 
2D-SDS-PAGE of the different nucleosomal particles. The bands corresponding to the indicated 
different particles (either control (-) or treated with 10 μM Anp32e) were cut from the native gel and 
run on a second dimension SDS-PAGE Gel. Proteins were visualized by silver staining. The positions 
of the different histones are indicated. Note the absence of H2A.Z and H2B in the tetrasome particle 
generated upon incubation with Anp32e.
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Supplementary Methods & Datas

Cell lines

H2A, H2A.Z and Anp32e proteins fused to N-terminal or C-terminal Flag- and HA- epitope tags 

(e-H2A/e-H2A.Z/e-ANP32E) were stably expressed in Hela cells by retroviral transduction 1,2.

Tandem affinity purification

Full-length human cDNA clone of ANP32E (IMAGE 100002516) and H2A.Z (IMAGE 

IRATp970D10109D) were purchased from Source Bioscience. Human histones H2A was PCR 

amplified from HeLa cells genomic DNA by using Vent-DNA polymerase (New England Biolabs). 

The different full-length cDNAs were then subcloned into the XhoI-NotI sites of the pREV-HTF 

retroviral vector 1  using standard techniques.   e-H2A, e-H2A.Z and e-Anp32e nuclear complexes 

and their respective mutants were purified by double immunoaffinity as previously described 
1,2. For glycerol density gradient, samples were loaded onto a 4,5 mL glycerol gradient (15%-

35%) and spun 45,000 in a Beckman SW60 rotor for 16h. Fractions were collected from the 

bottom.

Mass spectrometry

Identification of proteins was carried out using an ion-trap mass spectrometer (ThermoFinnigan 

LTQ-Orbitrap Velos) or by Taplin Biological Mass Spectrometry Facility (Harvard Medical School, 

Boston, MA).

Immunofluorescence

Immunofluorescence  was  performed  using  standard  procedures.  Rat  anti-HA antibody 

(Roche) was used at 1/200 dilution; the secondary antibody used is a goat antiRat IgG coupled 

to Alexa Fluor 488 (Molecular Probes) at 1/400 dilution.
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Antibodies

Antibodies employed were as follows: monoclonal antibody Flag M2 (SIGMA); anti- HA 

3F10 (Roche); anti-TIP49B (610918, 612482, BD Transduction); and polyclonal antibody anti-

ANP32E (SAB2100124, SIGMA); anti-SRCAP (sc-133312, Santa Cruz Biotechnology); anti-p400 

(HPA016704 SIGMA); anti-Ku86 (Santa Cruz Biotechnology) and polyclonal antibodies from 

ProteinTech Group anti-Tip60 (10824-1-AP); anti-YL1 (15143-1-AP); anti-Brd8 (10476-1-AP); 

anti-ZnF-Hit (16595-1-AP). Anti-polII and anti-TRRAP were produced by the IGBMC facility. 

Anti-H2A.Z, a kind gift from Dr. Stefan Dimitrov (Institut Albert Bonniot, Grenoble France).

 

Histones

Human histones were PCR amplified and cloned into a homemade bicistonic pET28b vector. 

H2B was cloned at the NdeI-BamHI sites of pET28b in frame with an N- terminal His tag, 

whereas Flag-tagged H2A was cloned at the EcoRI-NotI sites. Human H2A.Z and its mutants 

were cloned at the EcoRI-NotI sites in frame with an N-terminal Flag tag. Coding sequence 

of H2AZ was mutated by megraprime PCR to produce H2A.Z-NKLLG mutant. Histones were 

co-expressed with the different GST- ANP32E constructs in BL21-CodonPlus-RIL (Stratagene) 

and purified as described previously described 3. Non tagged human recombinant, wild-type 

or mutant, core Histones (H2A, H2A.Z, H2A.Z-NKLLG, H3 and H4) were individually expressed 

in BL21-CodonPlus-RIL (Stratagene), purified and reconstituted as octamers or tetramers as 

previously described 4,6.

Preparation of recombinant Anp32e

The full-length and deletions mutants of ANP32E were PCR amplified from pCMV- ANP32E 

(Source Bioscience) and subcloned into pGEX-5X.1 vector (GE Healthcare) for bacterial 

expression and pFastBac-His vector (Invitrogen) for baculovirus expression. GST and His fusion 

proteins were purified by standard methods.

Purification of GST-fusion complexes expressed in bacteria.

GST-fusion Anp32e and its deletion mutants were coexpressed with H2A (or H2A.Z or H2A.Z-
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NKLLG)/H2B in Escherichia coli strain BL21-CodonPlus-RIL-pLysS (Stratagene) at 37°C using 

multi-expression bicistronic vectors as previously described 3. The soluble proteins were 

purified on glutathione Sepharose 4B beads (Amersham) or anti-Flag M2 beads (Sigma) using 

standard methods.

shRNA design

ShRNA sequence against, Anp32e (sh-Anp32e-1 CAGAATAGTAAAGGTTCTAT and sh-Anp32e-2            

TATGGCTAATGTGGAACTAA), p400 (sh-p400-1 GCCAAACTTTACAGGAAGAAT  and  sh-p400-2  

GCGGAAACTCATGGAGGAAAT) and scramble shRNA (CCTAAGGTTAAGGTTAAGTCG) were cloned 

into pLKO.1(blast) vector (Addgene) for stable suppression of ANP32E and p400 mRNA.

Retrotranscription and real-time quantitative PCR

Total RNAs were purified using standard methods and cDNA was synthesized by random priming. 

Real-time quantitavive PCR was done in the LightCycler 480 SYBR Green I Master kit (Roche) and 

the Mastercycler Realplex apparatus (Eppendorf). CYP24A1,  5’-CTGACTAGTCTCAACTCTGT-3’ 

and 5’-AGCTCCCTGTGTTTGCTGCT-3’ for STRA6, and 5’-TGACACTGGCAAAACAATGCA-3’ and 

5’-GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT-3’ for HPRT. Results were normalized to HPRT.

ChiP assay

15 cm dishes of subconfluent cells were treated or not with 1α,25-dihydroxyvitamin D3, a 

hormonaly   active   form   of   vitamin   D3,   and   chromatin   immunoprecipitation experiments 

were next performed  as previously described 2. Immunoprecipitated DNA were quantified 

by real-time quantitative PCR by using the oligonucleotide pairs 5’-AGCACACCCGGTGAACTC-3’    

and    5’-TGGAAGGAGGATGGAGTCAG-3’    for CYP24A1 and 5’-CGAGTCCTTCTTCTCCCAGTA-3’                     

and 5’- GCTTGCAAAGGCTAAAGCCAA-3’ for the control region.

Histone eviction assay

Assay of histone H2A.Z eviction in the presence of the histone chaperone Anp32e was performed 
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using a negatively supercoiled DNA topoisomer −1 prepared from the 360-bp human alpha-

satelite DNA 3. This fragment was purified from an EcoRI digest of  the  plasmid  pBSK360,  32P  

end-labeled,  and  circularized  in  the  presence  of ethidium bromide   5.   Recombinant    H2A.Z-,    

H2A.ZNKLLG-   and    conventional nucleosomes  were  reconstituted  on  negatively  supercoiled  

human  alpha-satelite DNA corresponding to topoisomer -1 using the salt jump method 5  and 

a histone to DNA ratio rw  = 0.5. Nucleosome substrates (1 µM)  were then incubated with 

two different amounts of His-Anp32e (5 µM and 10 µM, respectively) for 30 min at 37°C in 20 

mM Tris-Cl (pH 7.5), 50 mM NaCl, 3 mM MgCl2 and 0.01% BSA. The reaction products were 

analyzed on 4.5% native polyacrylamide gel 1 x TG (0.025 M Tris, 0.192 M glycine), run at room 

temperature for 2h30 at 120V. Control tetrasomes were assembled on circular DNA according 

to the “salt jump” method as previously described 5.
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Supplementary Table 1 : Mass spectrometry analyses of e-H2A and e-H2A.Z complexes.
Table summarizing polypeptides detected by mass spectrometry analysis of e-H2A and
e-H2A.Z complexes, presented in Figure 1 and purified by double immunoaffinity.Supplementary Table 1 : Mass spectrometry analyses of e-H2A and e-H2A.Z complexes.

Table summarizing polypeptides detected by mass spectrometry analysis of e-H2A and
e-H2A.Z complexes, presented in Figure 1 and purified by double immunoaffinity.

p400/TIP60.com

SRCAP.com

DNA repair

histone chaperone

e-H2A.com
Entry Proteins Peptides

P78527-1 PRKDC 201
P09874 PARP1 54
P13010 XRCC5 49
P12956 XRCC6 41
Q08945 SSRP1 28
Q9Y5B9 SUPT16H 50

Q9Y265-1 RUVBL1 4
Q9Y230 RUVBL2 6
P11387 TOP1 30
P55209 NAP1L1 14
Q99733 NAP1L4 11
Q13547 HDAC1 12
P11021 HSPA5 11

P11142-1 HSPA8 14
P68431 H3 13
P62807 H2B 25
P0C0S8 H2A 30
P62805 H4 15

DNA repair

FACT.com

histone chaperone

e-H2A.Z.com
Entry Proteins Peptides

Q9Y4A5-1 TRRAP 229
Q96L91-2 EP400 105
Q9H0E9-3 BRD8 32
Q9NV56 MRGBP 3

Q9H2F5-1 EPC1 23
Q52LR7 EPC2 22

Q92993-2 TIP60 18
Q9NXR8-1 ING3 14

Q15014 MRGX 3
Q9UBU8 MRG15 3
O95619 GAS41 5
Q9NPF5 DMAP1 30

Q9Y265-1 RUVBL1 23
Q9Y230 RUVBL2 30
Q15906 YL1 9

O96019-1 ACTL6A 16
ZNHIT1 4

Q6ZRS2-2 SRCAP 63
Q9GZN1 ACTR6 6

Q05BQ5-3 MBTD1 9
P11142-1 HSPA8 27
P78527-1 PRKDC 84
Q01831 XPC 8

P49916-2 LIG3 8
P52701-2 MSH6 2
P43246 MSH2 7
P18887 XRCC1 7
P13010 XRCC5 18
P12956 XRCC6 22
P54727 RAD23B 6
Q9BTT0 Anp32E 6
P55209 NAP1L1 6
Q99733 NAP1L4 1
P68431 H3 4
P62807 H2B 26
P62805 H4 3
P0C0S5 H2A.Z 30

O43257
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Supplementary Table 2 : Mass spectrometry analyses of the different H2A.Z subcomplexes. 
Table summarizing polypeptides detected by mass spectrometry analysis of e-H2A.Z subcomplexes 
fractionated by glycerol gradient and presented in Figure 2.Supplementary Table 2 : Mass spectrometry analyses of the different H2A.Z subcomplexes.

Table summarizing polypeptides detected by mass spectrometry analysis of e-H2A.Z 
subcomplexes fractionated by glycerol gradient and presented in Figure 2.

gradient e-H2A.Z
Entry Proteins HMWC MMWC LMWC

Q9Y4A5-1 TRRAP 163 56 7
Q96L91-2 p400 95 29 12
Q9H0E9-3 BRD8 21 6 2
Q92993-2 TIP60 7 0 0
Q9NPF5 DMAP1 24 16 0

Q9H2F5-1 EPC1 9 2 0
Q52LR7 EPC2 10 1 0
Q15014 MRGX 4 0 0
Q9NV56 MRGBP 3 0 0
Q9UBU8 MRG15 1 0 0
Q92993-2 TIP60 7 0 0
Q9NXR8-1 ING3 5 0 0

O95619 GAS41 12 0 0
Q9GZN1 ACTR6 9 0 0
Q15906 YL1 8 5 0

Q9Y265-1 RUVBL1 28 8 5
Q9Y230 RUVBL2 41 9 4

Q6ZRS2-2 SRCAP 68 15 0
P12956 XRCC5 0 35 0
P13010 XRCC6 1 32 0
O43257 ZNHIT1 2 0 0

P78527-1 DNA-PK 123 47 0
P78527-1 PARP1 0 28 0
Q08945 SSRP1 4 2 0
Q9Y5B9 SUPT16H 12 7 0
P55209 NAPL1 0 7 1
Q9BTT0 Anp32E 5 2 25

IPO9 16 29 3
P62807 H2B 5 8 12
P68431 H3 0 2 0
P62805 H4 0 3 0
P0C0S5 H2AZ 4 6 15

Q96P70
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Supplementary Table 3 : Mass spectrometry analysis of e-Anp32e complex and its associated 
H2A variant subtype. a) Table summarizing specific H2A.Z peptides detected by mass spectrometry 
analysis of H2A variant subtype associated with e-Anp32e complex, presented in Figure 3f. b) Table 
summarizing polypeptides detected by mass spectrometry analysis of e-Anp32e complex , presented 
in Figure 3f and purified by double immunoaffinity.

Supplementary Table 3 :  Mass spectrometry analysis of e-Anp32e complex and 
its associated H2A variant subtype. a) Table summarizing specific H2A.Z peptides detected by 
mass spectrometry analysis of H2A variant subtype associated with e-Anp32e complex,
presented in Figure 3f.  b) Table summarizing polypeptides detected by mass spectrometry 
analysis of e-Anp32e complex , presented in Figure 3f and purified by double immunoaffinity.

e-Anp32e
Entry Proteins
Q9Y4A5-1 TRRAP 25
Q96L91-2 EP400 20
Q9Y230 RUVBL2 17

Q9Y265-1 RUVBL1 10
O96019-1 ACTL6A 5
Q15014 MRGX 2
Q9UBU8 MRG15 3
Q9NV56 MRGBP 4

Q9H2F5-1 EPC1 6
Q52LR7 EPC2 7

Q92993-2 TIP60 2
Q9NXR8-1 ING3 5

O95619 GAS41 3
Q9NPF5 DMAP1 9
P13010 XRCC5 13
P12956 XRCC6 14
Q16531 DDB1 13

P52701-2 MSH6 16
P43246 MSH2 16

Q92878-3 RAD50 11
P11142-1 HSPA8 20
Q9BTT0 ANP32E 30
P62807 H2B 22
P0C0S5 H2A.Z 25

a

b
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Supplementary Table 4 : Mass spectrometry analyses of e-H2A.ZNKLLG complex. Table summarizing 
polypeptides detected by mass spectrometry analysis of e-H2A.ZNKLLG complex, presented in Figure 
4e and purified by double immunoaffinity.Supplementary Table 4 : Mass spectrometry analyses of e-H2A.ZNKLLG complex.

Table summarizing polypeptides detected by mass spectrometry analysis of e-H2A.ZNKLLG  
complex, presented in Figure 4e and purified by double immunoaffinity.

SRCAP.com 

FACT.com

DNA repair

histone chaperone

e-H2A.ZNKLLG
Entry Proteins Peptides

O95619 GAS41 2
Q9NPF5 DMAP1 27

Q9Y265-1 RUVBL1 14
Q9Y230 RUVBL2 25

O96019-1 ACTL6A 10
Q15906 YL1 3
O43257 ZNHIT1 2

Q6ZRS2-2 SRCAP 64
Q9GZN1 ACTR6 3
Q9Y5B9 SUPT16H 13
Q08945 SSRP1 11
P13010 XRCC5 24
P12956 XRCC6 21

P78527-1 PRKDC 70
Q01831 XPC 11

P52701-2 MSH6 3
P43246 MSH2 4

P11142-1 HSPA8 31
P55209 NAP1L1 13
Q99733 NAP1L4 5
P68431 H3 15
P62807 H2B 24
P62805 H4 14
P0C0S5 H2A.Z 27



I. Contexte et question posée.

Les résultats décrits plus haut ont mis en évidence la caractérisation d’une nouvelle 

chaperonne de la variante d’histone H2AZ. En collaboration avec le Dr. Christophe Romier de 

l’équipe de Pr. Jean Cavarelli nous avons obtenu une structure du complexe Anp32e-H2AZ-H2B 

a une résolution de 1.48 Å qui confirme clairement la fonction d’éviction de la chaperonne 

d’histone Anp32e. Cette structure présente les bases moléculaires de la reconnaissance de 

H2AZ par le domaine ZID d’Anp32e et donne une nouvelle fonction à l’hélice αC de H2AZ.

II. Résultats et discussion.

Nos résultats sont présentés dans la publication ci-après : « Structural basis for recognition 

of histone variant H2A.Z by human chaperone Anp32e ».
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Structural basis for H2A.Z recognition 
and nucleosomal removal by human 

chaperone Anp32e
Marie‐Laure Diebold1, Arnaud Obri2, Khalid Ouararhni2, Martin Marek1, Stefan 

Dimitrov3, Ali Hamiche2* & Christophe Romier1*

Abstract
Histone variants are essential for shaping the chromatin landscape and regulating nuclear 

mechanisms1,2. H2A.Z, an essential histone variant3, is implicated in numerous cellular events4‐7 

and  plays  an  important  role  in  transcriptional  regulation8‐15.  However,  the  mechanism  of 

H2A/H2A.Z exchange on chromatin remains elusive. In addition, the H2A.Z histone chaperones 

in higher eukaryotes are not known. We have identified human Anp32e protein as a H2A.Z 

chaperone responsible for H2A.Z specific removal from chromatin (see accompanying paper). 

H2A.Z removal is achieved via a small region of the Anp32e C‐terminus, termed Anp32e‐

ZID (H2A.Z Interacting Domain). Here we present the structure at 1.48 Å resolution of the 

complex formed between Anp32e‐ZID and the H2A.Z/H2B histone dimer. The N‐terminus of 

the Anp32e‐ZID specifically recognizes and interacts with the H2A.Z/H2B pair. This leads to 

an extension of the H2A.Z αC helix to the double of its canonical length, thus making the new 

conformation of the H2A.Z docking domain incompatible with nucleosome binding. The C‐

terminus of Anp32e‐ZID, in turn, shields one H2A.Z/H2B DNA‐interacting region from DNA 

binding. As a consequence, the H2A.Z/H2B interactions with both H3‐H4 and nucleosomal 

DNA are strongly destabilized and H2A.Z/H2B is removed from the nucleosome. Our results 

provide structural determinants for human H2A.Z recognition by a specific chaperone, and 

illustrate a novel mechanism for H2A.Z removal from chromatin. The described findings explain 

how the epigenetic properties of histone variant chromatin could be acquired, modified, and 

propagated.

1Département de Biologie Intégrative and 2Département de Génomique Fonctionnelle et 
Cancer, Institut de  Génétique et  Biologie Moléculaire et  Cellulaire (IGBMC), UDS, CNRS, 
INSERM, 1  rue Laurent Fries, B.P. 10142, 67404 Illkirch Cedex, France.
3Université Joseph Fourier ‐ Grenoble 1, INSERM, Institut Albert Bonniot, U823, Site Santé, 
B.P. 170, 38042 Grenoble Cedex 9, France.
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Fax: +33‐3‐88‐65‐32‐00; E‐mail:  romier@igbmc.fr. Ali Hamiche: Tel: +33‐3‐88‐65‐32‐50; Fax: 
+33‐3‐88‐65‐ 32‐00; E‐mail: hamiche@igbmc.fr.



We report in the accompanying paper that Anp32e (Acidic nuclear phosphoprotein 32kDa 

e) is a vertebrate‐specific member of the p400/Tip60 remodeling complex, one of the human 

homologs of the yeast SWR1 complex that catalyzes H2A.Z‐H2A histone exchange16‐21. Anp32e 

recognizes and evicts H2A.Z/H2B dimers from nucleosomes, both in vitro and from promoters 

upon transcriptional activation, via its Anp32e‐ZID (H2A.Z Interacting Domain, encompassing 

AA 215‐240; Fig. 1a and Supplementary Fig. 1 and 2; see accompanying paper).

The aim of this work is to understand the structural basis for H2A.Z recognition by Anp32e, 

and to explain how Anp32e is able to specifically remove H2A.Z from the nucleosome. To this 

end, we have used X‐ray diffraction analyses combined with in vitro and in vivo biochemical 

approaches. Crystals of the Anp32e‐ZID in complex with H2A.Z and H2B deleted from their NH2‐

unstructured tails (AA 18‐127 and 30‐125, respectively) were obtained. These crystals diffracted 

to 1.48 Å resolution. The structure of the complex was solved by molecular replacement, using 

one H2A.Z/H2B dimer from the H2A.Z nucleosome structure22  as search model, followed by 

cycles of model building and refinement (Supplementary Table 1).

Our structure reveals that the Anp32e‐ZID interacts with one tip of the H2A.Z/H2B dimer 

(Fig.1b). The Anp32e‐ZID has no defined secondary structure elements, except for a small N‐

terminal α‐ helix (αN). Strikingly, in the Anp32e‐ZID/H2A.Z/H2B structure, the H2A.Z αC helix is 

extended twice compared to its canonical length within the nucleosome (compare Fig. 1 b with 

Fig. 1d; Fig 1c). This αC helix has been shown to be the only absolutely essential region of H2A.Z 

for Drosophila development (cassette M6; Fig. 1e) 4. Note that the rest of the H2A.Z C‐terminal 

tail (AA 108‐127) is not seen in density.

Importantly, the H2A.Z αC conformational change impedes the remaining part of the 

docking domain ‐ that mediates the main nucleosomal interactions of H2A and H2A.Z with the 

H3/H4 pair22,23 ‐ to adopt the same conformation as the one observed in the nucleosome (Fig. 

1c; Supplementary Fig. 3). Notably, the residues that participate in the extended part of H2A.Z 

αC helix do not fold back anymore onto the H2A.Z α3 helix, and this position is now occupied 

by the Anp32e‐ZID αN helix (Fig.1b‐d; Supplementary Fig. 3). This should in turn destabilize 

or completely abrogate the extensive interaction between the C‐terminal part of the docking 

domain (cassette M7; Fig. 1e) and a H3/H4 pair within the nucleosome.
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Anp32e‐ZID binding appears to be the driving force for αC H2A.Z conformational change. 

Consistent with this, upon H2A.Z binding the Anp32e‐ZID αN helix provides three residues 

(L218, L221, and M222) that form hydrophobic interactions with residues of helices α3 and αC 

of H2A.Z,  as well as with helix α2 of H2B (Fig. 2 a‐b). Importantly, residues belonging to the 

extended part of H2A.Z αC, in particular T103 and I104, contribute to these interactions and 

stabilize this extended conformation. Notably, T103 hydroxyl forms a bidentate hydrogen bond 

with (i) the main chain amide of H2A.Z L99, that belongs to the canonical H2A.Z helix αC, and 

(ii) the side chain of R72 from H2B α2 (Fig. 2a).

Surprisingly, both T103 and I104 are fully conserved in H2A (T101 and I102), indicating 

that this canonical histone could have the same extended αC helix (Fig. 1e). However, a major 

difference between H2A and H2A.Z is the presence of an additional conserved glycine (G98) 

two residues before the conserved threonine‐isoleucine motif (Fig. 1e). Beside its helix breaker 

propensity, this glycine would shift by one residue the position of T101 and I102 in an extended 

H2A αC helix. This would prevent in turn the formation of a bidentate hydrogen bond by H2A 

T101, as observed for H2A.Z T103. Of note, H2A T101 would then be replaced at this position 

by V100 (Fig. 1e).

Thus, binding of Anp32e‐ZID  N‐terminal helix to H2A.Z/H2B enables the specific 

recognition of this dimer over the H2A/H2B pair by creating and stabilizing a conformational 

change in H2A.Z that cannot be accommodated by H2A. Importantly, the other H2A histone 

variants αC helices also have  an  additional  residue  before  their  conserved  threonine‐

isoleucine  motif,  suggesting  that Anp32e also discriminates H2A.Z from the other H2A variants 

(Supplementary Fig. 4).

The region of the Anp32e‐ZID that follows helix αN is conserved both in terms of high 

acidic residue content and length (Fig. 2b). It is however less well defined in density and does 

not interact extensively with the H2A.Z/H2B dimer, suggesting that its role is to form an acidic 

linker. In contrast, the C‐terminal part of the Anp32e‐ZID interacts strongly with the surface 

formed by H2A.Z loop L2 and the H2B α1‐loop L1‐α2 region (Fig. 2c). Anp32e‐ZID main chain 

and side chains of D232 and D234 form a hydrogen bond network with residues from H2A.Z 
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and H2B, whereas Y235 is involved in hydrophobic interactions with H2B residues (Fig. 2b‐c). 

These interactions do not allow further discrimination of H2A.Z over H2A. Rather, they shield 

the H2A.Z loop L2/H2B loop L1 region, which is known to interact with DNA close to the entry/

exit sites of the nucleosome22,23.

To investigate the importance of the Anp32e‐ZID for the functional role of Anp32e, three 

mutants were designed in the context of the full‐length protein, targeting both H2A.Z/H2B 

binding regions of the Anp32e‐ZID: m1 (L218A/L221A/M222A), m2 (D232A/D234A/Y235A), 

and m12 (L218A/L221A/M222A/D232A/D234A/Y235A). Co‐expression in  E.  coli  of  these 

mutants with  the H2A.Z/H2B dimer showed that they have lost completely their ability to 

interact with the H2A.Z/H2B dimer (Fig. 3a).

We next expressed each one of these mutants in HeLa cells and purified the complexes 

they form. In contrast to the wild‐type Anp32e, all three mutants were unable to bind the 

H2A.Z/H2B dimer, thus confirming our co‐expression data in E. coli (Fig. 3b‐c). In agreement 

with this, the Anp32e‐m12 mutant loses its capacity to remove H2A.Z/H2B dimers from the 

nucleosome (Fig. 4a).

Taken together, our data show that Anp32e‐ZID binding is involved in both H2A.Z specific 

recognition and destabilization of the H2A.Z/H2B binding to nucleosomes via αC helix extension 

and DNA shielding. This destabilization is further enhanced by: (i) the Anp32e‐ZID acidic linker 

clashing with residues from H3 LN loop, (ii) the positioning of the Anp32e‐ZID N‐terminus at the 

site occupied by the small β‐sheet formed between the C‐terminus of H4   and H2A.Z residues 

(which in the Anp32e‐ZID/H2A.Z/H2B complex  form the end of the extended αC helix), and (iii) 

the new position ‐ resulting from the αC extension ‐ of the H2A.Z C‐terminal tail at the center 

of the histone octamer, where it may not be easily accommodated (Fig. 4b‐c).

The above described results suggest the following mechanism for the Anp32e mediated 

eviction  of  H2A.Z/H2B  from  the  nucleosomes  (Fig.  4b‐c).  Initially,  AnpE32‐ZID  recognizes  

and interacts through its DNA shielding domain with the H2A.Z loop L2/H2B loop L1 region. 

This results in destabilization of H2A.Z/H2B binding to DNA at the entry/exit sites. This 
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destabilization is further increased by the Anp32e‐ZID acidic linker, which tends to occupy the 

space of the LN region of H3 and the C‐terminal part of the docking domain, thus altering the 

interaction of H3 with the H2A.Z

 

docking domain. As a result, the H2A.Z αC helix becomes accessible to the Anp32e‐ZID 

αN. The positioning of this latter helix as well as H2A.Z αC helix extension leads to large 

steric clashes and subsequent eviction of the H2A.Z/H2B dimer. This scenario implies initial 

accessibility of the H2A.Z loop L2/H2B loop L1 region to Anp32e, which could be achieved 

thanks to the nucleosome end breathing24. Note that, in vivo, H2A.Z nucleosome remodeling 

by p400 could greatly facilitate this mechanism and the H2A.Z/H2B eviction.

Chz1, a yeast H2A.Z histone chaperone, has also been reported to interact directly with 

the H2A.Z/H2B dimer and to assist SWR1 in H2A.Z/H2B deposition25. Chz1 is much less invasive 

than Anp32e and leaves, upon binding, the H2A.Z αC helix and its following region in the 

same conformation as it is seen in the nucleosome (Supplementary Fig. 5)26. This apparently 

creates only some steric hindrance with DNA.  This hindrance, in agreement with a deposition 

mechanism of H2A.Z/H2B by Chz1 following H2A/H2B removal, should most likely be easily 

accommodated since DNA at this position would be loosely bound due to the absence of a 

H2A/H2B pair (Supplementary Fig. 6). Intriguingly, H3 variant histone chaperones also show 

potentially similar DNA shielding propensities27‐29.

The prevailing view in the literature is that histone variants are deposited and exchanged 

via deposition‐exchange complexes1. Our data (this manuscript and the accompanying paper) 

refine this view, and suggest the existence of complexes specialized either in the removal or in 

the deposition of histone variants. In the case of human H2A.Z, we show that the cell exploits 

this mechanism for de‐repression of hormone‐dependent genes by p400/Tip60‐dependent 

H2A.Z removal (see accompanying paper), whereas the role of the deposition complex could be 

played by SRCAP. Yet, H2A.Z removal/deposition complexes might be implicated, as H2A.Z itself, 

in a wide range of epigenetic regulations. For example, H2A.Z nucleosomes are maintained 

during mitosis, but they are shifted from the +1 position to the TSS of genes that need to be 

rapidly reactivated after mitosis30. The reactivation mechanism might require the removal of 
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the H2A.Z nucleosome from the TSS and thus, the p400/Tip60 complex.

METHODS SUMMARY

The complexes used in this study were produced by co‐expression of their subunits 

in E. coli using the pET‐MCN multi‐expression vector series. Purification was carried out by 

Talon affinity chromatography against His‐tagged Anp32e constructs, thrombin cleavage of the 

His‐tag, followed by either FLAG‐tag affinity chromatography against FLAG‐H2B constructs for 

analytical purifications, or gel filtration for large scale purifications. Crystals of the described 

complex were obtained by vapor diffusion by mixing equal amounts of complex at 10 mg/ml 

and reservoir containing 0.1 M Na Cacodylate pH 7.0, 0.2 M Na Formate and 24% to 30% PEG 

3350. Prior to data collection, crystals were transferred to a solution of reservoir supplemented 

with 20% PEG 200 and quickly frozen in liquid nitrogen. Crystallographic data were collected 

on beamline PROXIMA1 at the SOLEIL synchrotron and processed with HKL2000. Structure 

determination was carried out by molecular replacement with MOLREP using as search model 

a H2A.Z/H2B dimer obtained from the H2A.Z nucleosome structure (PDB code 1F66). Model 

building and refinement were carried out with COOT, PHENIX and BUSTER. In vivo complexes 

purification and in vitro eviction experiments were carried out as described elsewhere (see 

accompanying paper).
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Figure 1. Binding of human Anp32e to the H2A.Z/H2B dimer results in a two‐fold extension of 
H2A.Z αC helix. a, Schematic presentation of the primary structure of Anp32e. The positions of 
the Leucine Rich Repeats (LRR) domain, the acidic C‐terminal region and the Anp32e‐ZID (blue) are 
indicated. b, Structure of the complex formed by the Anp32e‐ZID (blue) in complex with the H2A.Z/
H2B pair (colored red and gray, respectively). The part of H2A.Z αC helix which is extended upon 
Anp32e binding is colored yellow. c, Superposition of the H2A.Z/H2B pairs from (i) the Anp32e‐ZID/
H2A.Z/H2B complex (from panel a) and (ii) the H2A.Z nucleosome (from panel d). Anp32e binding 
induces a doubling of H2A.Z helix αC (cassette M6) canonical length that, in turn, results in a strong 
conformational change of the C‐terminal part of the H2A.Z docking domain (cassette M7) that 
normally interacts extensively in the nucleosome with a H3/H4 pair22,23. d, Structure of the H2A.Z/
H2B dimer (colored orange and dark gray, respectively) from the H2A.Z nucleosome. e, Alignment of 
human and S. cerevisae H2A and H2A.Z. The position of H2A.Z docking domain as well as cassettes 
M6 and M7, essential in vivo4, are indicated. Residues participating in the H2A.Z specific recognition 
and helix αC extension are indicated with a yellow diamond and blue circles, respectively.

a

Human
Anp32e

1 160 268215 240
LRR Domain Acidic Region

Anp32e-ZID
b c d

Anp32e-ZID/H2A.Z/H2B
complex

Nucleosomal
H2A.Z/H2B pair

Superposition of
Anp32e-ZID-bound and

nucleosomal H2A.Z/H2B pairs

H2A.Z

H2B

Anp32e
ZID

N

C

N

1

2

3

C
N

C
C

N

2

1
N

3

C

L1

L2

L1

L2

H2A.Z

H2B

3

C
N

C
C

N

C

Docking
domain

Interaction
H3/H4

Conformational
change upon
Anp32e-ZID

binding

3
C

Canonical + Extended

M6 M7
Docking Domain

H2A.Z

H2B

3

CN

C

N

C

Docking
domain

Interaction
H3/H4

e

hsH2A.Z
scH2A.Z

hsH2A
scH2A

K R I T P R H L Q L A I R G D E E L D S L I . K A T I A G G G V I P H I H K S L I G K K 121
K R I T P R H L Q L A I R G D D E L D S L I . R A T I A S G G V L P H I N K A L L L K V 126

T R I I P R H L Q L A I R N D E E L N K L L G R V T I A Q G G V L P N I Q A V L L P K K 119
T R I I P R H L Q L A I R N D D E L N K L L G N V T I A Q G G V L P N I H Q N L L P K K 120

                                            

                                            
                                            
                                            

                                            

80 85 90 95 100 105 110 115

80 85 90 95 100 105 110 115 120

Figure 1



Article 2

Page | 97

Anp32e -

H2AZ -

WT   m1   m2  m12 MW  WT    m1    m2   m12

His His+FLAG

FLAG-H2B -

- e.Anp32e

--

H2A.Z -

HA -

a

b

c

*

Anp32e

MW   WT   m1    m2   m12 Mock

Anp32e.com

H2A.Z

H2B

WT   m1  m2  m12

Figure 3

Figure 2. Human Anp32e discriminates between H2A.Z and H2A through a single amino acid 
insertion in H2A. a, Hydrophobic and hydrogen bond interactions made by residues from Anp32e‐
ZID (blue) αN helix (L218, L221, and M222), H2A.Z (red) α3 and αC helices, and H2B (gray) α2 helix. 
These interactions enable stabilization of the extended conformation of H2A.Z αC helix (yellow). The
presence of an additional glycine in H2A M6 cassette prevents this full network of interactions to be
formed. b, Sequence alignment of the Anp32e‐ZID. Residues forming major contacts with the 
H2A.Z/H2B pair are indicated with yellow up‐ (as in panel a) and down‐ (as in panel c) triangles. c, 
Hydrophobic and hydrogen bond interactions made by residues from Anp32e‐ZID (blue) C‐terminus 
(D232, D234, and Y235), H2A.Z (red) loop L2, and H2B (gray) α1‐loop L1‐α2 region.
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Figure 3. Mutations in full‐length Anp32e abolish the interaction of Anp32e with the H2A.Z/
H2B pair. a, Coexpression of full‐length Anp32e, either wild‐type or mutant (m1, L218A/L221A/
M222A; m2, D232A/D234A/Y235A; m12, L218A/L221A/M222A/D232A/D234A/ Y235A), with the 
H2A.Z/H2B pair. Mutants cannot bind H2A.Z/H2B. ‘*’ indicates proteolytic fragments of Anp32e. b, 
Purification from HeLa cells of Anp32e complexes, either wild‐type or mutant. Mutant complexes 
do not incorporate H2A.Z/H2B. c, Western‐blotting of the complexes with anti‐H2A.Z and anti‐HA 
antibodies. All mutant complexes are completely devoid of H2A.Z.
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Figure 4. Mutations in full‐length Anp32e impede the removal of H2A.Z from the nucleosome. a,
Nucleosomal H2A.Z/H2B eviction experiments (also see accompanying paper). In contrast to wildtype 
Anp32e, the m12 mutant cannot evict H2A.Z/H2B from nucleosomes. b, Model of the Anp32e‐
ZID/H2A.Z/H2B complex replacing a H2A.Z/H2B pair in the H2A.Z nucleosome. Arrows indicate 
zones of steric clashes, suggesting a mechanism for H2A.Z/H2B nucleosomal eviction by Anp32e. 
c, Closeup on steric clashes with H3, H4 and the canonical H2A.Z docking domain that would be 
caused by Anp32e‐ZID N‐terminus positioning. The nucleosomal docking domain, that forms a small 
ϐ‐sheet with H4 C‐terminus, is shown in orange. The extended part of H2A.Z αC helix is shown in 
yellow.
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Supplementary Methods & Datas

Complexes preparation

The various constructs used were amplified by standard PCR procedures, and inserted using 

NdeI and BamHI restriction sites in the pET‐MCN multi‐expression vectors31 pnEA‐ tH (Anp32e 

constructs), which codes for an N‐terminal His‐tag followed by a thrombin cleavage site, and 

pnCS (H2A.Z and H2B constructs), which codes for either no or an N‐terminal FLAG‐tag. For 

the H2A/H2B or H2A.Z/H2B pairs, further concatenation of the pnCS vectors was carried out to 

obtain a single vector co‐expressing both partners, as already described31. Co‐expression of all 

complex subunits was made by co‐transforming Escherichia coli BL21[DE3] cells (Novagen) with 

pnEA‐tH and pnCS vectors, as well as the pRare2 vector (Novagen). Cells were grown in 2xLB 

at 37°C to an absorbance of 0.3 at 600 nm and the temperature was then switched to 25°C. 

Growth was then carried on until cells reached an absorbance of 0.8‐1.0 at 600 nm. Expression 

was induced by adding a  final  concentration of  1  mM  isopropyl‐b‐D‐thiogalactopyranoside 

(Euromedex) and  cells  were further grown overnight at 25°C. Cells were collected by low 

speed centrifugation, resuspended in buffer A (10 mM Tris pH 8.0; 200 mM NaCl) and lysed by 

sonication. The soluble fraction recovered by high‐speed centifugation was mixed with Talon 

resin (Clontech). After 1 hour incubation, the supernatant was removed and the resin washed 

extensively with buffer A. The complex was then eluted from the resin by cleavage of the His‐tag 

using bovine thrombin (MP Biomedicals) overnight at 4°C. For analytical purifications, a second 

step of affinity purification was carried out against the FLAG‐tagged H2B subunit using the 

ANTI‐FLAG M2 Affinity Gel purified immunoglobulin beads (Sigma). For the large scale cultures, 

the supernatant was recovered and applied onto a gel filtration column Hiload 16/60 Superdex 

75 (Amersham Pharmacia) equilibrated with buffer A and 2 mM DTT (Euromedex). The purified 

proteins were concentrated on Microsep 10K Omega (Pall Filtron) to a final concentration of 

around 10 mg/ml as assayed with Bio‐Rad protein assay (Bio‐Rad). Wild‐type and mutant full‐

length Anp32e were sensitive to non‐specific proteolytic degradation that occurred during 

purification at the boundary between the LRR domain and the acidic region, explaining the 

degradation product observed in Fig. 3.
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Crystallization and data collection

Crystals of the complex formed by human Anp32e (residues 215‐240), H2A.Z (residues 18‐127), 

and H2B (residues 30‐125) were obtained within a couple of days by vapor diffusion by mixing 

equal amounts of complex and reservoir solution containing 0.1 M Na Cacodylate pH 7.0, 0.2 

M Na Formate and 24% to 30% PEG 3350 (all reagents from Fluka). Prior to data collection, 

crystals were transferred to a solution of reservoir supplemented with 20% PEG 200 and quickly 

frozen in liquid nitrogen. Crystallographic data at 1.48 Å resolution were collected at 110K on 

beamline PROXIMA1 at the SOLEIL synchrotron (Supplementary Table 1).

Structure determination, model building and refinement

All data were processed and scaled with HKL200032. Structure determination was carried out 

by molecular replacement with MOLREP33 using as search model a H2A.Z/H2B dimer, without 

N‐terminal tails, obtained from the H2A.Z nucleosome structure (PDB code 1F66). Model 

building and refinement were carried out with COOT, PHENIX and BUSTER34‐36. The final model 

includes residues 215‐237 of Anp32e, 18‐107 of H2A.Z, 34‐125 of H2B, and 212 waters, with 

R‐factor and R‐free of 16.8% and 19.5%, respectively, and good deviations from ideal geometry 

(Supplementary Table 1). Most of the residues of the three constructs are seen in density with 

the exception of a few N‐ and C‐terminal residues, as well as residues forming loop L1 in H2A.Z. 

A major exception concerns H2A.Z C‐terminal residues 108‐127 which are not seen in density. 

The coordinates of the complex have been deposited within the PDB databank under the PDB 

code XXX. Figures have been made using ALINE37 and PYMOL (The PyMOL Molecular Graphics 

System, Version 1.5.0.4 Schrödinger, LLC).

In vivo complex purifications

All in vivo complexes were purified as described elsewhere (see accompanying paper).

In vitro eviction experiments

All in vitro eviction experiments were carried out as described elsewhere (see accompanying 

paper).
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Supplementary Table 1. Data collection and refinement statistics

2

Supplementary Table 1. Data collection and refinement statistics

 Anp32e-ZID/H2A.Z/H2B 
native 

Data collection 
Space group P21

Cell dimensions
    a, b, c (Å) 31.82, 66.08, 45.29  
 () 90.00, 95.76, 90.00  
Resolution (Å) 99.0-1.48 (1.53-1.48)*

Rsym or Rmerge 0.038 (0.192)  
I / I 34.12 (5.36)  
Completeness (%) 98.8 (97.8)  
Redundancy 3.6 (3.4)  

Refinement 
Resolution (Å) 37-1.48  
No. reflections 30793  
Rwork / Rfree 0.168/0.195  
No. atoms  
    Protein 1617  
    Water 212  
B-factors 
    Protein 21.92  
    Water 34.97  
R.m.s. deviations   
    Bond lengths (Å) 0.01  
    Bond angles () 1.00  
* Values in parentheses are for highest-resolution shell. 
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Supplementary Figure 1. Anp32e ZID spans an Anp32e‐specific region. Multiple alignment of
the human members of the ANP32 protein family. Anp32d, which is much shorter and ends around 
residue 130, has been omitted for clarity. The alignment clearly shows a specific insertion present in 
Anp32e. The An32e ZID (H2A.Z Interacting Domain), which interacts specifically with H2A.Z, spans 
most of this specific region. The Anp32e‐ZID C‐terminal region is also poorly conserved among the 
ANP32 family members. The numbering above the sequences corresponds to Anp32e. Sequence 
conservation is shown by shading from red (high) to green/blue (low).
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Supplementary Figure 2. Anp32e‐ZID is highly conserved. Multiple alignment of Anp32e from 
various organisms. Sequences were retrieved by PSI‐Blast search using human Anp32e as search 
sequence. Only vertebrate sequences could be identified, indicating that Anp32e is a vertebratespecific 
H2A.Z histone chaperone. The Anp32e‐ZID is strongly conserved in all these organisms and is flanked 
by acidic regions of lower conservation. The numbering above the sequences corresponds to human 
Anp32e. Sequence conservation is shown by shading from red (high) to green/blue (low).
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Supplementary Figure 3. H2A.Z αC helix undergoes a large conformational change upon
Anp32e‐ZID binding. The conformation of the α3‐αC region of H2A.Z is shown in the H2A.Z 
nucleosome (panel a), the Anp32e/H2A.Z/H2B complex (panel b), and as a superposition of views 
from panels a and b (panel c). The upper views show only H2A.Z α3‐αC region, clearly highlighting 
the conformational change occurring upon Anp32e‐ZID binding: the extension of H2A.Z αC helix 
(extension is shown in yellow). The lower views are the same as the upper views, but the Anp32e‐ZID 
αN helix and the following residues are shown in addition, clearly showing that Anp32e‐ZID occupies 
a position previously occupied by the H2A.Z C‐terminal part of the docking domain (cassette M7). 
Thus Anp32e‐ZID can strongly destabilize the canonical conformation of this docking domain that 
makes intensive interactions with the H3/H4 pair in a nucleosomal context.
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Supplementary Figure 4. Other human H2A histone variants have an additional residue in
their M6 cassette compared to H2A.Z. Multiple alignment of human canonical and variant H2A 
histones. All these histones have an additional residue in their M6 cassette compared to H2A.Z 
(labeled with a yellow diamond). This should enable Anp32e to discriminate H2A.Z from all other 
H2A histones. For clarity, the C‐terminal sequence of MacroH2A is not shown. Of note, the histone 
variant H2A.Bbd, which has a completely divergent sequence at the level of the docking domain, 
is not shown. Consequently, this analysis cannot apply to H2A.Bbd. The numbering above the 
sequences corresponds to human H2A.Z. Sequence conservation is shown by shading from red 
(high) to green/blue (low).
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Supplementary Figure 5. Yeast Chz1 does not induce large conformational changes upon
H2A.Z/H2B binding. Pairwise superposition of the nucleosomal H2A.Z pair, the human Anp32e‐
ZID H2A.Z/H2B complex, and the yeast Chz1/H2A.Z(Htz1)/H2B complex. Complexes superposed are 
indicated above the structures. a,b,c, View of the full length proteins. d,e,f, Close‐up view of the 
H2A.Z α3‐αC region. The position of the C‐terminal part of Chz1 is shown in panels b, c, e and f, 
showing that it does not interact extensively with H2A.Z αC helix. In strong contrast to human Anp32e 
(blue), yeast Chz1 (purple) does not induce large conformational changes in H2A.Z and H2B upon 
binding (compare panels b,e and c,f). Notably, the H2A.Z docking domain conformation is similar 
to the one observed in the nucleosome (panels c and f). This indicates that this conformation of the 
docking domain is preferred in solution since Chz1 does not interact with the C‐terminal end of the 
αC helix and the M7 cassette. This is in agreement with its proposed deposition mechanism, where 
a “preformed” H2A.Z/H2B pair could be brought to the nucleosome by Chz1. In contrast, Anp32e 
creates large conformational changes which are in agreement with its H2A.Z/H2B nucleosomal 
removal activity.
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the H2A.Z 3‐C region. The position of the C‐terminal part of Chz1  is shown in panels b, c, e 
and  f,  showing  that  it does not  interact extensively with H2A.Z C helix.  In  strong contrast  to 
human  Anp32e  (blue),  yeast  Chz1  (purple)  does  not  induce  large  conformational  changes  in 
H2A.Z and H2B upon binding (compare panels b,e and c,f). Notably, the H2A.Z docking domain 
conformation  is similar to the one observed  in the nucleosome (panels c and f). This  indicates 
that  this  conformation  of  the  docking  domain  is  preferred  in  solution  since  Chz1  does  not 
interact with the C‐terminal end of the C helix and the M7 cassette. This is in agreement with 
its proposed deposition mechanism, where a “preformed” H2A.Z/H2B pair could be brought to 
the nucleosome by Chz1. In contrast, Anp32e creates large conformational changes which are in 
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Supplementary Figure 6. Anp32e and Chz1 approach the nucleosome differently. Superposition of 
the human Anp32e‐ZID/H2A.Z/H2B and the yeast Chz1/H2A.Z/H2B complexes onto a H2A.Z/H2B 
pair from the H2A.Z nucleosome. The nucleosomal H2A.Z/H2B pair that served for superposition 
was replaced by the H2A.Z/H2B pair (colored red) of the Anp32e‐ ZID/H2A.Z/H2B complex, whereas 
the second nucleosomal pair was not replaced (colored orange in panels c and d). Anp32e (blue) and 
Chz1 (purple) are shown after superposition. Panels a and b only show the superposed complexes 
and the nucleosomal DNA. Panels c and d provide the same information in the context of the full 
histone octamer. Structures in the panels b and d were generated from the structures in panels a and 
c upon a 70° rotation. The same coloring is used as in Figure 4b. Anp32e and Chz1 are diametrically 
opposed, the former being at the center of the nucleosome, whereas the latter is at the surface of 
the nucleosome. This is in agreement with the removal and deposition roles of Anp32e and Chz1, 
respectively. Yet, Chz1 creates steric hindrance with its N‐terminal part. Such a steric hindrance could 
most likely be accommodated if the H2A/H2B pair to be replaced has already been removed and the 
DNA at the position of the steric hindrance is loosely or not bound anymore to the histone octamer. 
Alternatively, or in addition, remodeling by the Swr1 complex should facilitate this accommodation 
and H2A.Z/H2B deposition.
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Mon travail de thèse se place dans une démarche contributive à la compréhension des 

processus moléculaires impliqués dans la dynamique de la variante d’histone H2AZ. Pour 

assurer le contrôle de l’information génétique, la cellule eucaryote a développé différents 

moyens de régulation de l’expression des gènes. Un de ces mécanismes utilise les variantes 

d’histones, des isoformes non alléliques des histones canoniques H2A, H2B, H3 et H4, qui sont 

présentes chez tous les organismes eucaryotes.

Lors de ma thèse, je me suis focalisé sur H2AZ, une variante d’histone de la famille H2A. 

Alors que l’histone H2AZ est très conservée au cours de l’évolution de la levure à l’homme avec 

environ 90 % d’identité, celle-ci ne possède que 60 % d’identité avec l’histone H2A (Zlatanova 

and Thakar, 2008). Ces changements créent une structure unique de la chromatine aux endroits 

où H2AZ est déposée. En effet, H2AZ contient au niveau de sa partie C-terminale un domaine 

d’ancrage alternatif et un « patch » acide beaucoup plus grand que celui de H2A (Zlatanova 

and Thakar, 2008). H2AZ joue un rôle dans de multiples processus biologiques comme la 

transcription (Santisteban et al., 2000a), le développement (Faast et al., 2001), la réparation 

de l’ADN (Kalocsay et al., 2009), la ségrégation des chromosomes (Rangasamy et al., 2003) et la 

progression dans le cycle cellulaire (Dhillon et al., 2005).

I. Anp32e, une chaperonne d’histone spécialisée dans l’évic-
tion de H2AZ.

Les chaperonnes d’histones sont nécessaires pour fournir les histones sur le lieu de 

leur déposition et participent ainsi à leur déposition ou à leur éviction de la chromatine. Le 

mécanisme d’incorporation de H2AZ dans la chromatine est assez bien décrit. En effet, il est 

aujourd’hui admis que la majorité de l’incorporation de H2AZ dans la chromatine est assurée 

par le complexe protéique SWR1 (chez la levure) ou SRCAP (chez les vertébrés), qui a la capacité 

d’échanger au sein d’un nucléosome un dimère H2A-H2B par un dimère H2AZ-H2B (Morrison 

and Shen, 2009). À l’inverse, le processus par lequel un dimère de H2AZ-H2B est évincé d’un 
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nucléosome reste inconnu. Dans le but d’éclaircir ce processus, nous avons entrepris, via 

une approche protéomique, d’identifier les protéines spécifiquement associées à H2AZ chez 

l’homme. Nous avons ainsi montré que la protéine Anp32e lie spécifiquement la variante 

d’histone H2AZ et que Anp32e est capable d’enlever un dimère H2AZ-H2B d’un nucléosome. 

Ces caractéristiques biochimiques la définissent clairement comme une chaperonne de la 

variante d’histone H2AZ. 

Anp32e appartient à la famille des protéines Anp32. Ces protéines partagent deux 

domaines conservés : le domaine LRR situé à l’extrémité N-terminale, et une queue acide à 

l’extrémité C-terminale (Matilla and Radrizzani, 2005). Alors que Anp32e a été initialement 

identifiée comme impliquée dans le développement cérébral et la synaptogénèse en modulant 

l’activité de la protéine phosphatase 2A (Costanzo et al., 2006), Anp32b, a été caractérisée 

comme une chaperonne d’histone du dimère H3-H4 (Tochio et al., 2010).

II. La protéine Anp32e et le complexe p400/TIP60 sont asso-
ciés à l’enlèvement de H2AZ de la chromatine.	

La caractérisation du complexe H2AZ humain nous a permis de confirmer, en accord avec 

la littérature, que H2AZ interagit avec le complexe SRCAP et le complexe p400/TIP60 (Choi et 

al., 2009). Des études récentes, chez les vertébrés et chez la drosophile, ont montré que ces 

deux complexes sont homologues au complexe SWR1 chez la levure au niveau de l’activité 

d’échange de H2A-H2B par H2AZ-H2B au sein d’un nucléosome (Kusch et al., 2004; Ruhl et al., 

2006; Gévry et al., 2007; Wong et al., 2007). 

Chez les eucaryotes supérieurs, la protéine à activité ATPase p400 est retrouvée associée 

avec la protéine à activité acétyltransférase TIP60, créant ainsi un complexe hybride contenant 

les complexes de levure SWR1 et NuA4. Notre étude démontre que Anp32e fait partie du 

complexe p400/TIP60 et qu’ils agissent ensemble pour enlever H2AZ-H2B de la chromatine. 

Cependant, nous ne savons pas comment Anp32e est incorporée dans le complexe p400/TIP60, 

ni quelle est la fonction exacte des différentes sous-unités du complexe dans le mécanisme 

d’éviction de H2AZ-H2B. Deux hypothèses sont possibles :

-	 Dans un premier cas, Anp32e est recrutée en même temps que p400/TIP60 

au niveau d’un nucléosome contenant H2AZ pour réaliser l’éviction du dimère H2AZ-

H2B. Dans ce contexte, Anp32e et p400/TIP60 agissent de façon coordonnée, Anp32e 

apportant la spécificité et p400/Tip60 fournissant l’énergie nécessaire à la réaction.



Discussion

Page | 113

-	 Dans un deuxième cas, le complexe p400/TIP60 est déjà présent sur la chromatine 

et le recrutement d’Anp32e entraine l’éviction de H2AZ-H2B. 

III. Les complexes SRCAP et p400/TIP60 ont deux rôles anta-
gonistes sur la dynamique de H2AZ.

L’incorporation de H2AZ au sein de la chromatine est assurée par le complexe protéique 

SWR1 (chez la levure) ou SRCAP (chez les vertébrés), au sein de ce processus, plusieurs protéines 

ont été décrites pour interagir physiquement avec H2AZ-H2B in vivo. 

Nap1, une chaperonne de H2A, peut fixer un dimère H2AZ-H2B libre pour l’importer 

du cytoplasme vers le noyau et l’incorporer au complexe de déposition SWR1 (Mizuguchi et 

al., 2004; Luk et al., 2007; Straube et al., 2010). Mais Nap1 ne présentant pas d’interaction 

spécifique avec l’histone H2AZ, elle agit probablement plus dans l’import des histones de 

l’ensemble de la famille H2A vers le noyau. 

Par ailleurs, Chz1 a été montrée comme une chaperonne spécifique de l’histone H2AZ de 

levure. Elle est probablement responsable de l’incorporation de H2AZ dans le complexe SWR1 

et dans sa déposition sur la chromatine (Luk et al., 2007). Aussi, au début de ce travail, nous 

nous sommes focalisés sur la protéine HIRIP3, l’homologue humain de Chz1 (De Koning et al., 

2007; Luk et al., 2007), mais nous n’avons jamais pu détecter cette protéine comme partenaire 

de l’histone H2AZ in vivo. Par ailleurs, nous avons mis en évidence que HIRIP3 lie avec la même 

affinité l’histone canonique H2A et la variante d’histone H2AZ (A.O et A.H, travaux non publiés). 

L’ensemble de ces données suggère qu’il n’y a pas eu de conservation de la fonction de Chz1 

de la levure à l’homme.

Enfin, le complexe FACT, composé des protéines SSRP1 et Sp16, a été impliqué dans 

l’incorporation et l’enlèvement de H2A-H2B de la chromatine. Il a été proposé que FACT assure 

également cette fonction pour H2AZ chez la levure. En effet, en l’absence de Nap1 et Chz1, 

FACT est capable d’escorter H2AZ au complexe SWR1 (Luk et al., 2007; Mahapatra et al., 2011). 

Mais, bien que SSRP1 et Spt16 aient été clairement identifiées comme partenaires de l’histone 

H2A, nous n’avons jamais pu visualiser le complexe FACT au sein du complexe H2AZ.

Notre étude n’a pas encore permis de mettre en évidence une chaperonne d’histone 

impliquée dans la déposition spécifique de H2AZ-H2B au sein de la chromatine chez l’homme. 

Selon les données actuelles, il paraît très probable que cette protéine soit une sous-unité 

du complexe SRCAP. Plusieurs candidats sont possibles et nos travaux en cours permettront 
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certainement d’identifier cette chaperonne. Les candidats potentiels seront exprimés dans le 

système baculovirus et testés pour leur capacité à directement interagir avec H2AZ puis pour 

leur capacité à déposer le dimère H2AZ-H2B sur un tétrasome (H3-H4)2 assemblé in vitro. 

IV. H2AZ et son rôle positif et négatif sur la transcription.
Plusieurs expériences d’immunoprécipitations de chromatine sur l’ensemble du génome 

ont permis de dresser une cartographie de la localisation de H2AZ. Chez la levure, H2AZ est 

distribuée sur les promoteurs cibles de l’ARN polymérase II. H2AZ se situe au niveau des gènes 

actifs et inactifs, et plus particulièrement sur les nucléosomes -1 et +1 par rapport au site 

d’initiation de la transcription (Guillemette et al., 2005; Raisner et al., 2005; Zhang et al., 

2005). La même distribution a été observée chez les eucaryotes supérieurs, mais seulement 

sur les gènes actifs (Schones et al., 2008; Whittle et al., 2008; Hardy et al., 2009; Jin et al., 

2009; Rando and Chang, 2009). Actuellement, il est proposé que la déposition de H2AZ sur les 

promoteurs définit une chromatine dite transcriptionnellement permissive, la dérepression de 

la transcription nécessitant une éviction des nucléosomes contenant H2AZ (Zhang et al., 2005).

Nos données in vivo montrent que la délétion de Anp32e empêche la dérepression des 

gènes régulés par la vitamine D ou l’acide rétinoïque (cyp24a1 et stra6 respectivement). De plus, 

nos résultats d’immunoprécipitations de chromatine mettent en évidence une accumulation 

de H2AZ et une absence de recrutement de l’ARN polymérase II sur le promoteur de cyp24a1 

lorsque Anp32e est invalidée dans la cellule. Ces résultats sont en accord avec un rôle positif 

et négatif de H2AZ sur la transcription. Cependant, il reste encore à décrire le mécanisme par 

lequel la transcription est inhibée lorsque H2AZ est présent sur le promoteur. Pour cela, il serait 

intéressant de caractériser les protéines associées à H2AZ sur la chromatine.

V. Un nouveau rôle pour l’hélice αC de H2AZ
Une des différences majeures entre H2AZ et H2A réside dans le « patch » acide étendu qui 

est formé par l’hélice αC de H2AZ. Des études génétiques chez la levure ont montré l’importance 

de cette région dans la déposition de cette variante d’histone. La conformation de cette région 

permet de créer une interface inédite par rapport à H2A, ce qui facilite le recrutement de 

facteurs spécifiques (Jensen et al., 2011; Wang et al., 2011). La délétion de cette hélice entraine 

un défaut de développement chez la drosophile (Clarkson et al., 1999). 

Notre étude biochimique a permis d’identifier le domaine ZID comme essentiel à 
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la reconnaissance de H2AZ par Anp32e. Ce domaine distingue spécifiquement la région 

comprenant l’hélice αC de H2AZ. La résolution de la structure de Anp32e en interaction avec le 

dimère H2AZ-H2B à 1.48 Å nous a permis de décortiquer le mode d’interaction de Anp32e avec 

H2AZ et de proposer un modèle pour l’éviction du dimère H2AZ-H2B du nucléosome. Dans ce 

modèle, la chaperonne Anp32e reconnaît et interagit avec les boucles L2 de H2AZ et L1 de H2B 

entrainant une déstabilisation de l’interaction entre le dimère H2AZ-H2B et l’ADN. Le domaine 

ZID de Anp32e s’intercale entre le domaine d’ancrage de H2AZ et H3 ce qui rend l’hélice αC 

accessible. L’interaction avec l’hélice αN de ZID entraine un changement de conformation de 

l’hélice αC conduisant à plusieurs gênes stériques et empêchant toute interaction avec H3-H4. 

Tous ces changements conformationnels vont aboutir à la dissociation du dimère H2AZ-H2B du 

nucléosome. 

Il est intéressant de comparer le mode d’interaction de Anp32e avec H2AZ a celui de 

Chz1, qui est une chaperonne de déposition de H2AZ chez la levure. La structure de Chz1 

en interaction avec le dimère H2AZ-H2B ne montre pas de changement de conformation de 

l’hélice αC mais seulement une modulation des interactions avec l’ADN (Zhou et al., 2008). On 

constate une très nette différence au niveau du mode d’interaction de ces deux chaperonnes 

avec H2AZ, ce qui est compatible avec des fonctions opposées. 

VI. Anp32e et les autres fonctions de H2AZ.
Mon travail de thèse s’est principalement focalisé sur le rôle de H2AZ et de Anp32e dans 

la régulation de l’expression génique. Mais H2AZ est aussi impliquée dans d’autres processus.

VI.1. La réparation de l’ADN.

Un rôle de H2AZ dans la réparation de l’ADN a été proposé très récemment chez la levure 

(Kalocsay et al., 2009). Ce nouveau concept s’ajoute à de nombreux travaux sur H2AX, une 

autre variante de H2A, qui ont mis en avant son rôle de senseur dans la réparation (Rossetto et 

al., 2010). Il a été démontré que H2AZ était déposé très rapidement sur le lieu d’une cassure 

double brin. Il y a là une grande différence avec H2AX qui est localisée aux alentours de la cassure 

pour recruter la machinerie de réparation de l’ADN (Rossetto et al., 2010). Il serait intéressant 

de vérifier si l’on retrouve H2AZ sur les sites de cassure double brin d’ADN chez les eucaryotes 

supérieurs. Nos données sont en accord avec cette hypothèse, puisque le fractionnement du 

complexe H2AZ sur un gradient de glycérol révèle un complexe contenant exclusivement H2AZ, 

Anp32e et plusieurs protéines de la réparation (DNA-PK, XRCC5, XRCC6, XRCC1, RAD23, XPC 
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et LIG3). Ces observations suggèrent que Anp32e, par sa fonction de chaperonne de H2AZ 

puissent être impliquées dans la réparation des dommages de l’ADN.

VI.2. L’intégrité du génome.

La maintenance de la stabilité et de l’intégrité du génome est essentielle pour la survie de 

la cellule. L’instabilité génomique est une marque de nombreux cancers chez l’homme (Negrini 

et al., 2010). L’expression et la localisation de H2AZ doivent être strictement contrôlées, car une 

surexpression de cette dernière corrèle avec une prolifération cellulaire anarchique (Rangasamy 

et al., 2004; Hua et al., 2008). Une étude récente chez la levure a montré que le complexe 

INO80 est capable d’enlever H2AZ de la chromatine (Papamichos-Chronakis et al., 2011). 

INO80 aurait pour fonction d’enlever le dimère H2AZ-H2B lorsqu’il est déposé à un mauvais 

endroit. En effet, des souches déficientes pour Swr1 ou Ino80 présentent une hypersensibilité 

à certaines drogues et une mauvaise localisation de H2AZ sur le génome (Morillo-Huesca et 

al., 2010; Papamichos-Chronakis et al., 2011). Ces données montrent l’importance de SWR1 et 

INO80 dans le contrôle de la localisation de H2AZ. Il serait pertinent de vérifier si un mécanisme 

similaire est présent chez les eucaryotes supérieurs. Notre approche protéomique n’a pas 

permis de lier le complexe INO80 à H2AZ chez les eucaryotes supérieurs. Dès lors, on peut se 

demander si les complexes SRCAP et de p400/TIP60 sont impliqués dans la maintenance de 

l’intégrité du génome en contrôlant la localisation génomique de H2AZ.

VI.3. Le cancer du sein.

Les oestrogènes sont des hormones de la famille des stéroïdes connues pour jouer un rôle 

critique dans l’initiation et la progression du cancer du sein (Deroo and Korach, 2006). L’action 

des oestrogènes est assurée par les récepteurs aux oestrogènes ER-α et ER-β qui ciblent au 

niveau de l’ADN les éléments de réponse ERE. Une étude récente a montré qu’une surexpression 

du gène TIFF1, régulé par les oestrogènes, est associée au cancer du sein (Prest et al., 2002). 

Les auteurs ont montré que dans les cellules cancéreuses, l’expression de TIFF1 est due à une 

localisation aberrante de H2AZ au niveau des éléments ERE du promoteur de TIFF1. Cette 

mauvaise localisation de H2AZ entraîne un recrutement de FoxA1 en réponse aux oestrogènes 

qui induit l’activation transcriptionnelle. Ces données montrent qu’une surexpression de H2AZ 

peut être à l’origine de l’expression aberrante de certaines protéines et par conséquent dans la 

genèse du cancer de sein (Hua et al., 2008). 

Par ailleurs, une autre étude a mis en évidence que dans le cancer du sein, la dérégulation 



Discussion

Page | 117

de six gènes prédit l’apparition de métastase au niveau des poumons (Landemaine et al., 2008). 

De manière très intéressante, Anp32e fait partie de ce groupe de gènes et il a été montré que 

son expression était multipliée par 6 dans les cancers agressifs. Cette étude montre combien la 

machinerie de déposition et d’éviction de H2AZ peut avoir un rôle clé dans les mécanismes de 

cancérogenèse. H2AZ et Anp32e pourraient être ainsi des marqueurs oncogéniques voir des 

cibles thérapeutiques dans le traitement du cancer du sein.

VII. Conclusion.
L’ensemble des données présentées dans cette thèse illustre le rôle essentiel des variantes 

d’histones dans des processus biologiques aussi variés que la régulation transcriptionnelle, la 

réparation des dommages de l’ADN, la régulation du cycle cellulaire ou le maintien de l’intégrité 

du génome. L’identification des facteurs protéiques spécifiquement associés à H2AZ est une 

étape nécessaire à la compréhension de la dynamique spatio-temporelle de cette variante de 

H2A. Depuis quelques années des études génétiques associées à des approches biochimiques 

ont ainsi permis de décrire les bases moléculaires qui décrivent la déposition ou l’éviction de 

H2AZ de la chromatine. Pour autant, la description des mécanismes régissant la dynamique 

de l’ensemble des variantes d’histones dans le temps et dans l’espace reste élémentaire. Nous 

commençons seulement à comprendre le rôle fondamental des variantes d’histones dans la 

régulation génique, ce qui laisse à présager que les études futures dans ce domaine seraient 

fascinantes.
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Å			   Ångström

aa			   acide aminé

ACF			   ATP-utilizing chromatin assembly and remodeling factor	

ADN			   Acide désoxyribonucléique

ADP 			   Adénosine diphosphate

Anp32			   Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family

ARN			   Acide ribonucléique

ARNi			   ARN interférence 

ARNm			   Acide ribonucléique messager

Asf1			   Anti-silencing function protein 1

ATM			   Ataxia telangiectasia mutated

ATP			   Adénosine triphosphate 

ATR			   Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein

BAF			   BRG1-associated factors

BAP			   Brahma-associated proteins

BRCA1			  Breast cancer type 1 susceptibility protein homolog

CAC			   Chromatin assembly complex

CAF-1			   Chromatin assembly factor 1

CATD			   CENP-A targeting Domain

CDC45			  Cell division control protein 45

CDK2			   Cyclin-dependent kinase 2

CEMOVIS		  Cryomicroscopie electronique en couche vitrifiée

CenpA			   Centromere protein A

CHD			   Chromodomain

ChIP			   Chromatin Imunnopurification

CHRAC			  Chromatin-accessibility complex

CRC			   Complexe de remodelage de la chromatine
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Cryo-EM		  Cryomicroscopie electronique

DAXX			   Death domain-associated protein

DNA-PK		  DNA-dependent protein kinase

ERE			   Estrogen responsive element

FACT			   Facilitates chromatin transcription complex

GNAT			   Guanine nucleotide binding protein

HAT			   Histone acetyltransferase

HAT1			   Histone acetyltransferase 1		

Hat1			   Histone acetyltransferase 1

HDAC			   Histone deacetylase

HFD			   Histone fold domain

HJURP			   Holliday junction recognition protein

HKMT			   Histone lysine methyltransferase

HMT			   Histone methyltransferase

HP1			   Heterochromatin protein 1

IMP4			   importin 4

INO80			   Inositol requiring 80

Ioc			   ISWI one complex

IpL1			   Increase-in-ploidy protein 1 

ISWI			   Imitation switch

JMJD			   Jumonji domain containing 6

kb			   kilobase

kDa			   kiloDalton

LRR			   Leucine Rich Repeat

LSD1			   Lysine-specific histone demethylase 1

LTR			   Long terminal repeat

MBD			   Methyl-CpG binding domain

MBD1			   Methyl binding domain 1

MCM			   Minichromosome maintenance complex

MECP2			  Methyl CpG binding protein 2

NAD 			   Nicotinamide adenine dinucleotide

NAP1			   Nucleosome assembly protein 1

NAP1L1		  Nucleosome assembly protein 1-like 1
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NAP1L4		  Nucleosome assembly protein 1-like 4

NASP			   Nuclear autoantigenic sperm protein

nm			   nanomètre

NoRC			   nucleolar remodeling complex

NPM			   Nucleoplasmin/nucleophosmin

P53BP1		  Tumor suppressor p53-binding protein 1

PARG 			   Poly (ADP-ribose) glycohydrolase

PARP 			   Poly (ADP-ribose) polymerase

pb			   paire de base

PBAF			   Polybromo-associated BAF

PBAP			   Polybromo-associated BAP

PCNA			   Proliferating cell nuclear antigen

PHD			   plant homeodomain

PHF			   PHD finger protein

PRC1L 			  Polycomb repressive complex 1-like

PRMT			   Protein arginine methyltransferase

PRMT			   Protein arginine methyltransferase

RbAp			   Rb-associated protein			

RBAP46 		  Retinoblastoma-binding protein p46

RING			   Really interesting new gene

RING 			   Really Interesting New Gene

RNF			   Ring finger protein

RSC			   Remodels the structure of chromatin			

RSF			   Remodeling and spacing factor

SETDB1		  SET domain, bifurcated 1

Sir2			   Sirtuin 2

SLBP			   Stem-loop binding protein

SRCAP			   SNF2-related CREB-activator protein

SUMO			   Small ubiquitin-related modifier

SV40			   Simian virus 40

SWI/SNF 		  SWItch/Sucrose NonFermentable

TIFF			   Trefoil family factor

Tip5			   Transcription termination factor I-interacting protein 5
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Tip60			   Tat-interactive protein 60

TRRAP			   Transformation/transcription domain-associated protein

UHRF1 		  Ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains

UV			   Ultraviolet

WCRF			   WSTF-related chromatin-remodeling factor

WICH			   WSTF-ISWI chromatin remodeling complex

WSTF			   Williams syndrome transcription factor

ZID			   H2AZ Interacting Domain



Figure 1 : Structure cristallographique du nucléosome à 2,8 Å.

Figure 2 : Structure des histones.

Figure 3 : Structure d’ordre supérieur de la chromatine.

Figure 4 : Les différents modèles de structure de la fibre de 30 nm.

Figure 5 : L’hétérochromatine et l’euchromatine.

Figure 6 : Les modifications covalentes des histones.

Figure 7 : L’acétylation des lysines des histones.

Figure 8 : La méthylation des lysines et des arginines des histones. 

Figure 9 : Les sites de modifications des méthyltransférases.

Figure 10 : Déimination des résidus arginines des histones.

Figure 11 : Relation entre les modifications covalentes des histones.

Figure 12 : Mode d’action des complexes de remodelages de la chromatine.

Figure 13 : Les familles de complexes de remodelages de la chromatine.

Figure 14 : Structure des principales variantes d’histones.

Figure 15 : Alignement des séquence en acides aminés de H2A et H2AZ. 

Figure 16 : Comparaison des nucléosomes contenant H2A ou H2AZ.

Figure 17 : Le désassemblage de la chromatine durant la réplication.

Figure 18 : Ségrégation des histones lors de l’assemblage de la chromatine pendant la réplication.

Figure 19 : Modèle de réplication couplé à l’assemblage de la chromatine.
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Etude Structurale et Fonctionnelle de la 
variante d’histone H2az.

Résumé
La variante d’histone H2AZ joue un rôle important dans l’activation de la transcription, la 
prolifération cellulaire, le développement et la différentiation. H2AZ orne les promoteurs 
de la majorité des gènes, mais les mécanismes de bases de cette localisation sont inconnus. 
La compréhension de l’assemblage et du désassemblage du nucléosome passe par la 
caractérisation de la dynamique du nucléosome et des chaperonnes d’histones. L’objectif de ma 
thèse était d’identifier des chaperonnes spécifiques impliqués dans la dynamique de H2AZ en 
utilisant une approche de protéomique. Pour élucider les mécanismes de déposition/éviction 
de H2AZ, nous avons purifié le complexe prénucléosomale de H2AZ et caractérisé toutes les 
protéines associées. Nos travaux montrent que Anp32e fait partie du complexe p400/TIP60 qui 
est présumé être responsable de l’échange de H2AZ sur la chromatine. Anp32e présente une 
spécificité pour le dimère H2AZ-H2B, car il n’interagit pas avec le dimère H2A-H2B. L’interaction 
est accomplie via une petite région dans le domaine d’ancrage sur H2AZ et au niveau d’un 
nouveau domaine ZID sur Anp32e. Finalement, nous avons montré que la suppression de 
Anp32e par siRNA entraine : un défaut dans la d’activation des gènes inductibles sous contrôle 
hormonal et l’accumulation de H2AZ sur les promoteurs de ces gènes. Dans l’ensemble, ces 
résultats identifient Anp32e comme une nouvelle chaperonne de la variante d’histone H2AZ 
impliquée dans l’éviction de H2AZ chez les mammifères et dissèque son mécanisme d’action.

Mots clés : variante d’histone, H2AZ, chaperonne d’histone, Anp32e, transcription.

Arnaud OBRI

Summary
The histone variant H2AZ has emerged as a key regulator of chromatin function and plays an 
essential role in transcriptional activation, cell proliferation, development, and differentiation.  
H2AZ marks nucleosomes flanking the promoters of most genes, but the mechanistic basis 
for this localization is unknown.  A mechanistic understanding of nucleosome assembly/
disassembly requires a detailed knowledge of nucleosome thermodynamics and histone 
chaperones. The aim of my thesis was to identify specific chaperones involved in H2AZ 
dynamic by using biochemical and proteomic strategies. To elucidate the mechanism of H2AZ 
deposition/eviction, we have purified the prenucelosomal H2AZ complex and characterized in 
details the interacting protein partners. We found that Anp32e is a member of the presumed 
H2A.Z histone-exchange complex p400/TIP60. Bacterially expressed Anp32e binds specifically 
to the H2AZ/H2B dimers but not to the H2A/H2B dimers. Anp32e interacts with a short region 
of the docking domain of H2A.Z. The binding occurred through a novel Anp32e motif, termed 
ZID. Finally, we show that down regulation of Anp32e interferes with both the de-repression 
of hormone dependent genes and H2A.Z removal from their promoter. Our data identified 
Anp32e as a novel mammalian H2AZ chaperone invoved in H2AZ eviction and dissected its 
mode of action.

Key words : histone variant, H2AZ, histone chaperone, Anp32e, transcription.
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