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CARACTERISATION BIOCHIMIQUE ET FONCTIONNELLE DE L’INTERACTION
ENTRE LA GRANDE SOUS-UNITE DE CAF-1 ET LA PROTEINE
D’HETEROCHROMATINE HP1 CHEZ LA DROSOPHILE

LEROUX-COYAU Mathieu

Le complexe trimérique CAF-1 a été initialement isolé et caractérisé comme un
chaperon d’histones capable d’assembler in vitro les diméres d’histone H3-H4 sur I’ADN
nouvellement synthétisé. Des études menées dans les cellules murines en culture indiquent
que l’interaction de la grande sous-unité de CAF-1 avec la protéine d’hétérochromatine HP1
est nécessaire a la duplication et au maintien des régions d’hétérochromatine en phase S du
cycle cellulaire et que cette interaction est essentielle a la prolifération cellulaire. Ces deux
fonctions distinctes décrites pour la grande sous-unité de CAF-1 impliquent des niveaux
différents de I’organisation de la chromatine. Ces propriétés sont également conservées chez
la drosophile. D’une part, la grande sous-unité de CAF-1, P180 chez Drosophila
melanogaster, est impliquée dans I’incorporation des diméres d’histones H3-H4 lorsque
I’ADN est nouvellement synthétisé : I’étude d’un alléle nul pour le gene codant la protéine
P180 montre que cette fonction est essentielle a la viabilité larvaire car elle est requise pour
la réplication efficace des régions euchromatiques du génome et l’organisation des
nucléosomes sur I’ADN nouvellement répliqué. D’autre part, la grande sous-unité de CAF-1
interagit directement avec la protéine HP1a et mes travaux ont permis d’identifier, par la
technique de GST pull-down, un petit domaine de vingt-sept acides aminés situé dans la
partie carboxyterminale de la protéine P180 nécessaire a cette interaction. L’obtention de
lignées transgéniques exprimant la protéine P180 tronquée de son domaine d’interaction
avec HP1a m’a permis de montrer que l’interaction de la grande sous unité de CAF-1 avec
HP1a n’est pas nécessaire a la viabilité des larves de drosophiles: cette forme tronquée de la
grande sous-unité de CAF-1 permet donc I’assemblage des diméres H3/H4 sur I’ADN
nouvellement répliqué. En revanche, la perte de I'interaction entre P180 et HP1a /) induit la
désorganisation de I’hétérochromatine a un locus soumis au phénoméne de variégation par
effet de position et /i) provoque des défauts de ségrégation des chromosomes qui n’ont pas
recombiné au cours de la premiére division de méiose dans les ovocytes chez la femelle. Ces
défauts sont corrélés a une perte du maintien de |’appariement des régions
péricentromériques nécessaire a ce mode de ségrégation atypique. Ainsi mes travaux ont
permis de séparer les deux fonctions de la grande sous-unité de CAF-1 chez la drosophile. s
fournissent un outil puissant pour analyser les multiples phénotypes qui restent a explorer
dans les différents types cellulaires de cet organisme.



Mots clés : Drosophila melanogaster, CAF-1, HP1, hétérochromatine, variégation par
effet de position, méiose, ségrégation achiasmatique.
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1. La chromatine : une structure dynamique

A la fin du 19°™ siécle, Walther Flemming, biologiste allemand fondateur de la
cytogénétique, employa pour la premiere fois le mot "chromatine" (du grec khroma
signifiant coloré) pour désigner la structure colorée présente dans le noyau des cellules
(Flemming, 1882). Historiquement, la chromatine fut donc définie du point de vue
cytologique par sa capacité a fixer les colorants basiques. La structure élémentaire de la
chromatine fut depuis lors élucidée : il s'agit du nucléosome, un complexe nucléoprotéique
constitué de petites protéines basiques appelées histones autour desquelles s'enroule la
double hélice d'ADN (Kornberg, 1974).

Dans cette premiére partie, nous allons voir comment I’architecture complexe de la

chromatine permet I’organisation des chromosomes a I’intérieur du noyau.
1.7 Structure de la chromatine

1.1.7 Le nucléosome, unité de base de la chromatine
L'existence et la définition du nucléosome ont émergé de deux séries de travaux
indépendants. D'un cé6té, la digestion de la chromatine issue de noyaux d’hépatocytes de
rat par une nucléase endogene aboutissait au clivage de I'ADN en fragments de longueurs
multiples de 180-200 paires de bases (Hewish and Burgoyne, 1973) suggérant |'existence
d'une structure répétée. En paralléle de ces travaux, les observations par microscopie
électronique ont aussi révélé le caractére régulier et répété de la chromatine dont I'aspect
rappelle celui d'un "collier de perles" (Olins and Olins, 1974). Ainsi, I'organisation
élémentaire de la chromatine était proposée : il s'agit d'une structure réguliére dont I'unité
de base répétée est le nucléosome (Kornberg, 1974; Oudet et al., 1975). La répétition du
nucléosome forme la fibre nucléosomale ou "fibre de 11 nm" qui constitue le premier
niveau de compaction élémentaire de I'ADN en chromatine .
La composition du nucléosome fut proposée par Roger Kornberg en 1974 suite a des

expériences de biochimie étudiant |'association des histones entre elles en solution,



complémentées par des expériences de diffraction aux rayons X d'un complexe ADN-
histones (Kornberg, 1974). Le nucléosome est composé (1) d'une particule coeur
nucléosomale formée d'un octamére d'histones H2A, H2B, H3 et H4 autour desquelles
s'enroule 146 pb de la double hélice d'ADN et (2) d'une séquence d'ADN internucléosomale
qui connecte les particules coeurs nucléosomales entre elles et dont la longueur (au
minimum 50 pb) varie selon les types cellulaires, selon les organismes et selon les régions
du génome considérées (Kornberg, 1977). L'octameére d'histones est composé d'un
tétramére central d'histones (H3-H4)2 flanqué de deux dimeres d'histones H2A-H2B .

Les histones sont de petites protéines basiques (environ 20kDa) trés conservées au cours
de I'évolution. Les histones de la particule coeur sont caractérisées par la présence d'un
domaine central "histone-fold", composé de trois hélices _, impliqué dans la dimérisation
des histones (Arents and Moudrianakis, 1995). La résolution de la structure fine de la
particule coeur du nucléosome montre I'agencement des histones entre elles et leurs
contacts avec I'ADN ((Davey et al., 2002; Luger et al., 1997). Les régions N- et C-terminales
des histones sont peu structurées et émergent a la surface du nucléosome (Luger et al.,
1997).

Aux quatre histones de la particule coeur s'ajoute une cinquiéme histone, appelée
"histone linker" qui se lie a I'ADN internucléosomal (ou ADN "linker") et scelle ainsi les
deux tours d'ADN au niveau de son point d'entrée/sortie a la surface du nucléosome. La
famille des histones "linker" dont I'histone H1 est |'exemple le mieux connu, se lie a environ
20 paires de bases de I'ADN "linker" grdce a son domaine globulaire, mais est aussi en
contact avec I'ADN nucléosomal enroulé autour de I’octamere d'histones. La famille des
histones H1 est impliquée dans la condensation de la chromatine en structures d'ordre
supérieur au nucléosome. Au-dela de ce réle structural, H1 pourrait jouer aussi un réle dans
la régulation de la transcription en contrélant par exemple I'accés de la chromatine a des

facteurs de remodelage (Happel and Doenecke, 2009; Happel et al., 2009).

1. 1.2 Compactions d'ordre supérieur

La fibre nucléosomale est condensée en structures d'ordre supérieur permettant la
compaction des deux metres d'ADN dans le noyau qui ne fait que quelques micrométres de
diamétre. Un premier niveau de compaction est permis par la présence des histones linker
H1. Finch et Klug proposeérent qu'en présence de ces histones de lien ou en présence d'ions
Mg**, la chaine de nucléosomes forme une fibre au diamétre approximatif de 30nm (Finch

and Klug, 1976; Thoma et al., 1979). L'organisation exacte des nucléosomes au sein de
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cette fibre est toujours sujette a débat a I'heure actuelle. Deux modéles ont été proposés :
(1) le modéle "one-start" (issu du modéle de la fibre solénoide initialement proposée par
Finch et Klug (1976) et Thoma et al. (1979) qui décrit I'enroulement des nucléosomes
consécutifs en une hélice gauche, avec I'ADN internucléosomal au centre de la fibre
(Robinson and Rhodes, 2006) et (2) le modéle "two-start" dans lequel les nucléosomes
arrangés en zigzag sont reliés entre eux par I'ADN internucléosomal qui va d'un cété a
I'autre du zigzag (Dorigo et al., 2004; Schalch et al., 2005). Il est a noter que la présence
d'un ADN internucléosomal court favorise la formation du modéle "two-start" plus
compact alors qu'un ADN internucléosomal plus long permettrait la formation du modéle
"onestart” (Kruithof et al., 2009; Routh et al., 2008). De plus, il a été montré réecemment
que ces deux structures coexisteraient sous certaines conditions in vitro au sein de la fibre de
30nm (Grigoryev et al., 2009).

En conclusion, il faut garder a l'esprit la nature dynamique des fibres de nucléosomes
qui suggere |I'existence in vivo des différentes structures qui pourraient étre sujettes a des
transitions dynamiques d'un état a un autre (pour revues, (Maeshima et al., 2010;
Tremethick, 2007)). La compaction de I'ADN génomique en structures d'ordre supérieur est
plus ou moins bien caractérisée. Elle atteint un niveau de condensation extréme avec le
chromosome métaphasique, qui assure la séparation correcte des deux chromatides sceurs
lors de la mitose.

De nombreuses protéines non-histones participent a la compaction de la chromatine. Les
protéines HMG ("High Mobility Group"” A, B et N) sont des protéines "architecturales” qui
organisent la chromatine en pliant de facon appropriée I'ADN. Ces protéines sont, apres les
histones, les protéines les plus abondantes de la chromatine. Elles participent a la
régulation de la transcription par interaction avec les nucléosomes, mais aussi avec des
facteurs de transcription et des facteurs de remodelage de la chromatine (Bianchi and
Agresti, 2005). De plus, la présence de protéines HP1 (Heterochromatin Protein 1),
caractéristiques de I'hétérochromatine, ou la présence d'un composant ARN, participent a
la régulation de I'architecture de la chromatine. Nous allons maintenant décrire leur

importance pour la formation de domaines nucléaires fonctionnels au sein du noyau.

1. 1.3 Une forme de chromatine compacte : I'hétérochromatine

Historiquement, la chromatine a été divisée en deux domaines distincts sur la base
d'observations microscopiques : I'hétérochromatine (préfixe hétéro- venant du grec
signifiant : "l'autre” chromatine) et I'euchromatine (la "vraie" chromatine).

L'hétérochromatine est définie comme les régions de chromatine qui restent condensées a
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travers tout le cycle cellulaire, alors que |'euchromatine est décondensée pendant
l'interphase et n'est compactée qu'au moment de la mitose (Henikoff, 2010). L'observation
en microscopie électronique d'un noyau d'hépatocyte montre que I'hétérochromatine est le
plus souvent située en périphérie nucléaire et autour du nucléole.

En 1928, Heitz émit I'hypothése que I'hétérochromatine contenait les génes silencieux et
correspondait a une chromatine inactive (Heitz, 1928). La distinction est maintenant mieux
caractérisée sur le plan moléculaire. L 'hétérochromatine correspond en effet a des régions
de la chromatine pauvres en génes et transcriptionnellement silencieuses par opposition aux
régions d'euchromatine riches en génes et qui peuvent étre transcriptionnellement actives
(Craig, 2005; Delcuve et al., 2009). De plus, I'euchromatine est en général répliquée de
facon précoce au cours de la phase S du cycle cellulaire, alors que I'hétérochromatine est
répliquée plus tardivement (Gilbert, 2002).

Brown distingua deux types d'hétérochromatine: |'hétérochromatine constitutive et
I'hétérochromatine facultative (Brown, 1966). L’hétérochromatine facultative implique des
régions du génome qui peuvent étre différentes d’un type cellulaire a I’autre ou au sein
d’une méme cellule diploide, d’'un chromosome homologue a I’autre. L'exemple le plus
connu et le mieux décrit est l'inactivation aléatoire d'un des deux chromosomes X dans les
cellules de mammiferes femelles au cours du développement. Ceci permet d'obtenir une
compensation de dose vis-a-vis des cellules méles qui ne possedent qu'un seul
chromosome X. Une telle inactivation est a ce jour le seul exemple d'inactivation de génes
couvrant un chromosome entier (Chow and Heard, 2009).

L'hétérochromatine constitutive implique des régions qui sont hétérochromatiques dans
toutes les cellules. Elle correspond le plus souvent aux régions fonctionnelles du génome
comme les centromeres (hétérochromatine péricentrique encore appelée
péricentromérique) ou les téloméres. Chez plusieurs organismes, les blocs
d'hétérochromatine péricentrique situés sur différents chromosomes se regroupent
ensemble en une structure appelée chromocentre, aisément identifiable par un marquage
intense de I'ADN par le colorant nucléaire DAPI (Guenatri et al., 2004; Maison et al., 2002).
Le maintien conforme de |'organisation de I'hétérochromatine péricentrique est essentiel
pour assurer la ségrégation correcte des chromosomes lors de la mitose (Peters et al.,
2001a; Taddei et al., 2001) et a donc un réle essentiel pour le maintien de la stabilité du
génome (Ekwall et al., 1997). Les régions d'hétérochromatine péricentrique sont
caractérisées par la présence d'une combinaison spécifique de facteurs nécessaires a
I'établissement et au maintien de ces régions chromatiniennes particulieres. Ceci inclus la
présence de séquences d'ADN spécifiques (séquences souvent répétées), des modifications

d'histones, le recrutement de protéines spécifiques et la présence d'ARN.
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L'hétérochromatine péricentrique est composée principalement de séquences répétées
d'ADN riches en A-T qui favorisent la compaction de I'ADN et la fixation de protéines
(Fitzgerald et al., 1994; Ugarkovic, 2005). Ces séquences incluent des éléments
transposables et des séquences satellites répétées qui sont connus chez la souris sous le nom
de satellites majeurs (234 pb) (Jones, 1970; Pardue and Gall, 1970) et satellites _ (171 pb)
chez I'homme. Chez la souris, les régions centriques sont aussi riches en séquences répétées
de 120 pb qui sont appelées satellites mineurs (Plohl et al., 2008; Probst and Almouzni,
2008). Ces régions qui ne sont pas faites d'hétérochromatine, sont accolées aux
chromocentres en interphase sous forme d'entités séparées. Alors que ces séquences
répétées ont été longtemps considérées comme de I'ADN "poubelle", des travaux récents
ont mis en lumieére I'importance de ces blocs pour I'organisation structurale et fonctionnelle
du génome (Plohl et al., 2008).

En plus des séquences répétées de I'ADN, I'hétérochromatine contient plusieurs marques
caractéristiques telles que la méthylation de I'ADN ou la triméthylation de I'histone H3 sur
la lysine 9 (H3K9me3) qui sont vraisemblablement transmises a travers les divisions
cellulaires. Une autre marque essentielle des régions d'hétérochromatine péricentrique est
la présence de la protéine HP1 (Heterochromatin Protein 1), qui se lie grace a un domaine
spécifique a H3K9me3 (Bannister et al., 2001a; Lachner et al., 2001b). HP1 est une protéine
trés conservée au cours de I'évolution et possede des homologues chez de nombreux
organismes de Schizosaccharomyces pombe (Swi6) aux mammiféres ou trois isoformes
nommeées HP1_, HP1_ et HP1_ ont été identifiées (Singh et al., 1991). Les protéines HP1 sont
cependant absentes de la levure Saccharomyces cerevisiae.

Initialement, I'hétérochromatine a été percue comme une région hautement compactée,
rigide et inerte. Cependant, I'utilisation de techniques d’imagerie telle que la technique de
FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) a permis de mettre en évidence que de
nombreuses protéines telles que la protéine HP1 ont une association dynamique avec la
chromatine (Cheutin et al., 2003a; Festenstein et al., 2003a). Ceci suggére que
I'hétérochromatine peut étre une région potentiellement dynamique et plastique dans

lequel I'accés a I'ADN n'est pas forcément impossible.

Le noyau est une structure organisée et des données de plus en plus nombreuses
convergent vers I’idée que cette organisation est nécessaire au bon fonctionnement de
divers processus cellulaires. Les mécanismes de régulation de cette organisation

commencent a étre décryptés et font intervenir une grande variéteé de facteurs.
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1.2 Organisation fonctionnelle de la chromatine

Dans sa définition moderne, le terme épigénétique désigne les parametres,
héritables au cours des divisions cellulaires, qui contribuent a la régulation d’états
fonctionnels au sein d’une cellule sans affecter directement la séquence d’ADN. Cette
appréciation de l'importance de paramétres non codés génétiquement a pris un essor
particulier avec les récents progrés réalisés dans la connaissance de |’organisation du
génome au sein du noyau des cellules. C’est la chromatine et non I’ADN seul qui est
impliquée dans tous les événements moléculaires faisant intervenir le matériel génétique, a

savoir la réplication, la transcription, la réparation et la recombinaison.

L’information épigénétique au sein de la chromatine est principalement véhiculée par
des modifications de I’ADN et des histones. Je m’intéresserai dans les prochains
paragraphes a la méthylation de I’ADN en tant que marque associée a la chromatine,
transcriptionnellement silencieuse chez les mammiferes, ainsi qu’aux différentes formes
d’histones et leurs principales modifications dans la modulation de l’information

épigénétique.

1.2.17 Les variants d’histones

Chaque histone de la particule coeur, excepté H4, existe dans la cellule sous plusieurs
formes protéiques, qui ont des homologies de séquences variables et sont codées par des
génes différents (Franklin and Zweidler, 1977). Pour chaque histone I’ensemble de ces
formes est regroupé sous le terme de « variants d’histones ». Ces variants sont souvent

retrouves associés a des régions de la chromatine présentant des propriétés distinctes.

L’étude de la composition des nucléosomes a permis de mettre en évidence la présence
de différents variants pour trois des quatre histones : H2A, H2B et H3 (Polo and Almouzni,
2006; Sarma and Reinberg, 2005; Talbert and Henikoff, 2010). Ces variants peuvent étre
regroupés en deux catégories : /) les histones « canoniques» dont I’expression est maximale
au cours de la phase S, ce qui fournit les histones nécessaires au maintien de la structure
chromatinienne au cours de la réplication ; ii) les histones dites de « remplacement » dont le
profil d’expression ne montre pas de changement notable au cours du cycle cellulaire. Les
différentes histones de remplacement ont généralement des caractéristiques fonctionnelles
difféerentes de I’histone canonique en raison de la présence de modifications post-
traductionnelles originales et/ou de la possibilité de former des interactions avec des

protéines spécifiques (Sarma and Reinberg, 2005). Ces variants peuvent diverger de
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I’histone canonique d’un seul acide aminé a un domaine protéique entier. Certains d’entre
eux sont conservés entre les espéces alors que d’autres apparaissent spécifiques d’un

embranchement phylogénétique.

Les différents variants d’histones peuvent avoir une fonction spécifique par rapport a
I’histone canonique, mettant en jeu une ou plusieurs particularités dans leurs modifications
post-traductionnelles, leur voie d’incorporation dans la chromatine ou encore dans leurs
interactions avec des protéines non-histones (Sarma and Reinberg, 2005). L’expression des
variants d’histones apparait aussi étre régulée differemment de celle des histones
canoniques. En effet, les genes des histones canoniques sont principalement exprimés dans
toutes les cellules au cours de la phase S alors que les génes codant les variants de
remplacement sont en général exprimeés plus faiblement mais pendant toute la durée du
cycle cellulaire et parfois dans certains types cellulaires tres spécifiques (Malik and Henikoff,
2003). Cette proprieété résulte en I’expression exclusive des variants d’histones en dehors de

la phase S et en particulier dans les cellules différenciées qui ne se divisent plus.

1.2.2 Les modiifications post-traductionnelles des histones

L’organisation fonctionnelle de la chromatine n’est pas seulement affectée par sa
conformation ou la présence de variants d’histones. Les histones peuvent également subir
des modifications post-traductionnelles par addition covalente d’un groupe chimique sur
certains résidus (pour revue, voir Kouzarides, 2007). Ces modifications peuvent affecter les
propriétés physiques de la particule coeur du nucléosome, participer au recrutement de
protéines non-histones ou encore étre impliquées dans des voies de signalisation. Elles
participent aussi activement aux divers processus mettant en jeu la chromatine comme la

transcription, la réparation ou la division cellulaire.

L’importance de ces modifications a été recemment analysée dans plusieurs études
s’intéressant au cycle de vie de souches de S. cerevisiae exprimant des versions mutées et
non modifiables de ces histones (Dai et al., 2008; Govin et al.; Nakanishi et al., 2008).
J'illustrerai le réle de ces modifications avec I’exemple de I’acétylation des histones. Certains

aspects de leur méthylation seront abordés dans la partie suivante.

Acétylations des histones nouvellement synthétisées

L’aceétylation est une modification post-traductionnelle des histones, mise en évidence
dans les années 1960 (Allfrey et al., 1964). Cette modification peut notamment neutraliser
la charge positive de la lysine en remplacant un atome d’hydrogéne par un groupement

acétyle (H;CO'). La grande majorité des lysines des extrémités amino-terminales des
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histones ainsi que certains résidus localisés dans les domaines globulaires (H3K56) peuvent
étre acétylés. Ces modifications sont dynamiques et relévent d’un équilibre entre I’action de
deux types d’enzymes : les Histone-Acétyl-Tansferases (HAT) et les Histone-DéACétylases
(HDACQ).

Des analyses a l’échelle du génome ont montré que les régions transcrites sont
globalement hyperacétylées alors que les régions silencieuses sont plutét hypoacétylées
(Pokholok et al., 2005a). Les HAT de type A sont généralement des co-activateurs de la
transcription. Leur rdle dans I’activité transcriptionnelle a d’abord été attribué au fait que
I’acétylation neutralise la charge positive du résidu lysine et donc pourrait déstabiliser
I’interaction entre I’ADN et la particule cceur du nucléosome facilitant I’accessibilité aux

différents facteurs de transcription.
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La méthylation des histones

De nombreuses lysines (K) et arginines (R) des histones peuvent étre méthylées. Il s’agit
des acides aminés R2, K4, K9, R17, R26, K27, K36 et K79 de I’histone H3 et R3 et K20 de
I’histone H4 (Kouzarides, 2007). Alors que les lysines ou les sérines/thréonines ne peuvent
subir qu’une seule acétylation ou qu’une seule phosphorylation, la chaine latérale d’une
lysine peut étre mono-, di- ou triméthylée et celle d’une arginine peut étre mono- ou
diméthylée. Cette particularité augmente considérablement le nombre de combinaisons
possibles pour ces modifications le long des extrémités N-terminales des histones. De
maniére générale, les enzymes responsables de la méthylation des lysines portent un
domaine « SET » (Su(var)3-9, Enhancer of Zeste, Trithorax) et celles responsables de la
méthylation des arginines font partie de famille des PRMT (Protein Arginine (R) N-
MethlyTransferase) (Zhang and Reinberg, 2001). De nombreuses études ont permis de
caractériser un nombre considérable de deméthylases de lysines (Shi and Whetstine, 2007).
La méthylation des lysines est donc réversible mais aucune déméthylase d’arginine n’a éte
identifiée a ce jour. Le degré de méthylation d’une lysine ou d’une arginine dépend
d’un équilibre entre les activités des « Histone-MéthylTransférases » (HMT) et des

déméthylases ou des désaminases d’histones.

La méthylation des histones et ['activation transcriptionnelle

Les méthylations de deux lysines de I’histone H3 sont clairement impliquées dans
I’activation de la transcription. Il s’agit des lysines 4 et 36, la plus étudiée étant la
méthylation de la lysine 4. Des études a grande échelle, utilisant des anticorps spécifiques,
ont montré que la forme triméthylée (H3K4me3) est retrouvée spécifiquement en 5’ des
séquences codantes de génes transcrits alors que les formes mono- et diméthylées sont
retrouvées aux alentours de ces séquences (Barski et al., 2007; Bernstein et al., 2005;
Pokholok et al., 2005b; Schneider et al., 2004). Plusieurs études d’H3K4me3 au niveau des
promoteurs de génes transcrits indiquent clairement que cette modification est une marque
permettant de recruter divers facteurs nécessaires au bon déroulement de la transcription.
Contrairement a la triméthylation de la lysine 4 d’H3, la di- et triméthylation de la lysine 36
d’H3 sont préférentiellement retrouvées en 3’ de ces génes et pourraient jouer un réle
important dans le contréle de la transcription  (Bannister et al., 2005; Barski et al.,
2007) . 1l a été proposé que |’enzyme nécessaire a cette modification (Set2) interagirait

avec la partie C-terminal de I’ARN polymérase Il (Kizer et al., 2005).
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La méthylation des histones et la répression transcriptionnelle

Les méthylations de deux autres lysines de I’histone H3, les lysines 9 et 27, ainsi que la
méthylation de la lysine 20 de I’histone H4, ont été associées a la répression de la
transcription. La modification la mieux caractérisée est la méthylation de la lysine 9 de
I’histone H3. Elle peut étre effectuée par différentes HMT, dont Suv3-9 (Rea et al., 2000) et
G9a (Tachibana et al., 2001). L’utilisation d’anticorps spécifiques pour les formes mono-,
di- ou triméthylée de cette lysine ont permis de déterminer ou se localisent ces différentes
modifications dans le noyau. Par exemple, les di- ou triméthylations (H3K9me2 ou
H3K9me3) sont globalement retrouvées au niveau des génes réprimés alors que la
monomeéthylation (H3K9me1) est retrouvée au niveau de certains génes transcrits (Barski et
al., 2007). De plus, H3K9me2 est spécifiquement enrichie sur le chromosome X inactif des
femelles mammiferes (Rougeulle et al., 2004) et H3K9me3 est principalement retrouvée
dans les régions d’hétérochromatine constitutive (Peters et al., 2003). En outre, H3K9me3
permet le recrutement de la protéine d’hétérochromatine HP1 (voir le chapitre sur les
fonctions d’HP1) au niveau des régions d’hétérochromatine constitutive (Bannister et al.,
2001b; Jacobs and Khorasanizadeh, 2002; Lachner et al., 2001a; Nakayama et al., 2001 ).

La méthylation de la lysine 27 de I’histone H3 présente aussi une répartition spécifique
en fonction de sa mono-, di- ou triméthylation. En effet, la monométhylation (H3K27me1)
est fortement retrouvée dans les régions d’hétérochromatine constitutive (Peters et al.,
2003) alors que la triméthylation (H3K27me3) est spécifiquement associée au chromosome
X inactif des femelles mammiféres (Plath et al., 2003; Rougeulle et al., 2004; Silva et al.,
2003). De maniére similaire au recrutement d’HP1 par H3K9me3, la triméthylation de
H3K27 est reconnue spécifiquement par le chromodomaine de la protéine Polycomb (Fischle
et al., 2003; Min et al., 2003) et participe ainsi au recrutement de nombreuses protéines du
groupe Polycomb. Enfin, les mono-, di- et triméthylations de la lysine 20 de I’histone H4
sont elles aussi localisées differemment et pourraient avoir des fonctions bien distinctes.
Ainsi, alors que la triméthylation (H4K20me3) est associée a I|’hétérochromatine
constitutive, ou elle jouerait un réle dans la répression transcriptionnelle (Karachentsev et
al., 2005; Schotta et al., 2004), la monométhylation (H4K20me1) est retrouvée au niveau
des promoteurs des geénes transcrits (Barski et al., 2007; Talasz et al., 2005). Les fonctions
des différentes méthylations des arginines des histones restent encore mal caractérisées.

Toutefois, il a récemment été montré chez la levure que la diméthylation de I’arginine 2 de
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I’histone H3 est associée aux régions d’hétérochromatine ainsi qu’aux génes réprimés
(Kirmizis et al., 2007).

1.2.3 La methylation de 'ADN

La molécule d’ADN peut elle aussi étre méthylée. La méthylation de I’ADN la mieux
caractérisée est celle du carbone 5 des cytosines du dinucléotide CpG, qui forme une « mini »
séquence palindromique CG/GC dont les deux cytosines peuvent étre méthylées de maniere
symétrique sur I’ADN double-brins. Chez de nombreuses espéces, les CpG sont souvent
retrouvés en groupes ou « ilots », localisés en 5’ des genes (Takai and Jones, 2002). Il est
important de noter que si les deux cytosines d’un palindrome CG/GC sont méthylées dans
une cellule mére, cette modification sera en partie héritée par les deux cellules filles apreés la
réplication du génome et la mitose. En effet, chaque cellule fille hérite alors de I’'un des deux
CpG méthylées de la cellule mere, formant une séquence CG/GC hémi-méthylée qui ne
portera qu’une seule cytosine méthylée. Il existe deux types d’enzymes permettant la
méthylation des cytosines : la méthylation de novo et la méthylation de maintien, qui
permet de compléter la méthylation d’une séquence palindromique CG/GC hémi-méthylée
(pour revue, voir (Bird, 2002; Miranda and Jones, 2007)). Ce deuxiéme type d’enzyme

explique comment la méthylation de I’ADN est propagée au cours des divisions cellulaires.

La méthylation des CpG est catalysée par des enzymes appelées DNMTs (DNA
MethylTransferases). Elle est globalement associée a la répression transcriptionnelle. Ces
modifications peuvent directement affecter la conformation de I’ADN et/ou bloquer le
recrutement de facteurs de transcription. Elles permettent aussi le recrutement de protéines
portant un domaine MBD (Methyl-DNA Binding Domain) qui sont souvent associées a la

répression des genes ou a la formation de I’hétérochromatine.

D’un point de vue fonctionnel, la méthylation de I’ADN a surtout été décrite chez les
mammifeéres, ou elle est impliquée dans de nombreux processus du développement, tels que
la mise en place de I’empreinte parentale (Edwards and Ferguson-Smith, 2007), la
différenciation cellulaire au cours de I’embryogeneése (Reik et al., 2001) ou l’inactivation du
chromosome X (Heard, 2005). Chez la drosophile, la méthylation des cytosines a longtemps
été considérée comme inexistante jusqu’a ce qu’une méthylase d’ADN soit identifiée par

I’analyse de la séquence du génome (Tweedie et al., 1999). Depuis, une trées faible

19



méthylation des cytosines a été décrite dans cet organisme, principalement retrouvée dans
I’embryon (Lyko et al., 2000). Globalement, il existe des différences de degré de méthylation

et de nucléotide méthylé entre les différents organismes.

Chez la drosophile, la méthylation des cytosines a longtemps été considérée comme
inexistante jusqu’a ce qu’une méthylase d’ADN soit identifiée par I’analyse de la séquence
du génome (Tweedie et al., 1999). Depuis, une trés faible méthylation des cytosines a été
décrite dans cet organisme, principalement retrouvée dans I’embryon (Lyko et al., 2000).
Globalement, il existe des différences de degré de méthylation et de nucléotide méthylé

entre les différents organismes.

/l. La protéine d’hetérochromatine 1 (HPT)

/1.7 La variegation par effet de position

De nombreuses protéines non-histones participent a la dynamique de la structure
chromatinienne. Une des plus étudiées et des mieux caractérisées est la protéine
d’hétérochromatine 1 (HP1). Ce sont les travaux pionniers de Joel Eissenberg et Sarah Elgin
chez la drosophile qui ont éclairés la fonction de cette protéine. Le géne codant la protéine
HP1 chez la drosophile a dans un premier temps été isolé comme un locus suppresseur de
variégation par effet de position (PEV). Ce phénomene fut découvert dans les années 1930
par lI’équipe d’Hermann Muller grdce a I’étude de réarrangements chromosomiques
obtenus par irradiation de drosophiles (Schultz, 1936). L’exemple le plus classique de
variégation est I’inversion chromosomique In(7)w"™, dans laquelle le géne white, nécessaire
pour la synthese d’un pigment rouge exprimé dans les cellules de I’ceil, est placé a proximité
des régions péricentriques du chromosome X. Le modeéle le plus couramment utilisé pour
expliquer ce phénoméne est que la proximité des régions péricentriques induit une
propagation en cis de la structure hétérochromatique. Il en résulte une mise en silence
stochastique du géne white. Les mouches présentent ainsi des yeux composés d’une
mosaique de cellules plus ou moins rouges illustrant la variabilité du niveau d’expression du

géne white.

Afin de comprendre les mécanismes sous-jacents au PEV, des cribles génétiques ont

permis l’identification de génes dont les mutations augmentaient ou supprimaient ce
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phénomeéne. Le clonage d’un de ces locus, le locus Su(var)205, a montré qu’il correspondait
a des mutations du gene codant la protéine HP1 (Eissenberg et al., 1990). HP1 avait été
identifiée un peu plus t6t comme étant un composant de I’hétérochromatine (James and
Elgin, 1986). Il est intéressant de noter que le phénomeéene de variégation est
particuliérement sensible a la dose d’HP1 puisque qu’une diminution de moitié de la dose
d’HP1 supprime ce phénomene alors que I’augmentation d’une dose I’'amplifie (Eissenberg
et al., 1992). La nature essentielle d’HP1 a depuis été analysée et la létalité due a sa perte
de fonction semble majoritairement due a la formation d’aberrations chromosomiques
(fusion des téloméres) illustrant le roéle important d’HP1 dans la protection de I’intégrité des
teloméres (Fanti et al., 1998b; Kellum and Alberts, 1995).

/1.2 Structure des protéines de la famille HP7

La plupart des organismes étudiés possédent une a cinq isoformes d’HP1 (Lorentz et al.,
1994; Saunders et al., 1993; Singh et al., 1991; Smothers and Henikoff, 2001b; Ye and
Worman, 1996). Ainsi, la levure S. pombe et le champignon Neurospora crassa n’expriment
qu’une isoforme d’HP1 alors que les mammiféres en expriment trois et la drosophile cinq.
Ces isoformes sont nommés HP1a, HP1f3 et HP1y chez les mammiferes et HP1a, HP1b, HP1c,
HP1d et HP1e chez la drosophile (Lomberk et al., 2006b). Enfin, aucun homologue d’HP1
n’est retrouvé chez la levure S. cerevisiae mais les protéines Sir (Silent regulatory), qui
jouent un réle dans la répression transcriptionnelle au cours de PEV ainsi que dans la
formation de régions d’hétérochromatine, pourraient représenter les homologues
fonctionnels d’HP1 dans cet organisme (pour revue, voir (Moazed, 2001)). Les protéines de
la famille d’HP1 sont relativement petites (15-35 kDa). Elles contiennent deux domaines
protéiques tres conservés, le « chromodomaine » (chromosome organization modifier) en N-
terminal et le « chromo-shadowdomaine » en C-terminal. Un domaine charniére (ou

« hinge »), beaucoup moins bien conservé, relie ces deux domaines.

Le chromodomaine permet a HP1 d’étre recrutée au niveau de la chromatine. En effet,
ce domaine d’environ 50 acides aminés interagit trés spécifiquement avec la lysine 9
méthylée de I’histone H3 (Bannister et al., 2001b; Lachner et al., 2001a; Nakayama et al.,
2001), principalement retrouvée dans les régions d’hétérochromatine constitutive. Cette
interaction est plus forte in vitro lorsque H3K9 est triméthylée que lorsqu’elle est mono- ou
diméthylée (Jacobs and Khorasanizadeh, 2002). Le chromodomaine est essentiel a la

fonction d’HP1 au cours du PEV. En effet un alléle portant une mutation dans ce domaine
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présente le méme effet suppresseur de variégation que la perte de fonction totale de
Su(var)205, vraisemblablement en empéchant le recrutement d’HP1 aux chromosomes
(Jacobs et al., 2001; Platero et al., 1995).

Le chromo-shadowdomaine permet a HP1 d’interagir avec de nombreuses protéines
nucléaires impliquées dans la dynamique du génome (pour revue, voir (Hiragami and
Festenstein, 2005)). Ce domaine a une structure tres similaire a celle du chromodomaine
mais, contrairement a ce dernier, il peut se dimériser (Brasher et al., 2000; Cowieson et al.,
2000). Un dimére de chromo-shadowdomaines peut fixer un motif peptidique PxVxL
(Proline ; Valine ; Leucine ; x indique n’importe quel acide aminé), motif retrouvé dans de
nombreuses protéines avec lesquelles HP1 interagit (Smothers and Henikoff, 2000; Thiru et
al., 2004).

Certaines protéines qui interagissent avec HP1 ne possédent pas de domaine PxVxL. C’est
le cas d’HP2 (Heterochromatin Protein 2), qui est elle aussi impliquée dans la répression
transcriptionnelle au cours du PEV (Shaffer et al., 2002). HP2 interagit physiquement avec
HP1 grdce a deux motifs peptidiques séparés par une vingtaine d’acides aminés (Stephens
etal., 2005).

Le troisieme domaine d’HP1, le domaine charniére, est beaucoup moins conservé entre
les espéces et entre les différentes isoformes au sein d’une méme espéce. Toutefois, alors que
ce domaine est peu structuré, sa séquence protéique et/ou sa phosphorylation pourrait
diriger les localisations spécifiques des différentes isoformes d’HP1 sur les chromosomes et
ses interactions avec d’autres protéines (Badugu et al., 2005; Lomberk et al., 2006a;
Smothers and Henikoff, 2001b). Certaines études suggérent que le domaine charniere
pourrait permettre a HP1 d’interagir avec les acides nucléiques, notamment I’ ARN
(Meehan et al., 2003; Muchardt et al., 2002).

/1.3 Localisation nucleaire d’HP7

Alors que son nom la désigne comme une protéine spécifique de I’hétérochromatine,
certaines isoformes d’HP1 peuvent étre retrouvées dans des régions d’euchromatine. Ainsi,
chez les mammiferes, des marquages immunofluorescents montrent que les isoformes HP1a.
et HP1p sont majoritairement présentes au niveau des centroméres alors que I’isoforme
HP1y est a la fois présente dans des régions d’euchromatine et d’hétérochromatine (Furuta

et al., 1997; Minc et al., 1999; Minc et al., 2000). Chez la drosophile, les localisations des
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trois isoformes d’HP1 les mieux décrites varient aussi le long des chromosomes. Ainsi, sur
des chromosomes polyténes, HP1a est principalement retrouvée au niveau des téloméres et
du chromocentre, une structure regroupant les centroméres de tous les chromosomes dans
les noyaux de certaines cellules, dont les cellules des glandes salivaires de la larve qui sont
polyploides (Fanti et al., 1998a). Si I’ isoforme HP1c est localisée au niveau de régions
d’euchromatine, HP1b est quant a elle retrouvée a la fois sur les fibres d’hétérochromatine

et d’euchromatine (Brower-Toland et al., 2007; Smothers and Henikoff, 2001b).

L’un des facteurs pouvant réguler la localisation des protéines HP1 est leur interaction
avec I’enveloppe nucléaire. En effet, méme si la fonction d’une telle régulation n’est pas
claire, plusieurs études suggérent une interaction dynamique entre la lamine B de la
membrane nucléaire et HP1o. ou HP1y (Kourmouli et al., 2000; Ye and Worman, 1996). Par
ailleurs, les isoformes HP1o, HP1(3 et HP1y se séparent des chromosomes lorsqu’ils sont
condensés au cours de la mitose (Fischle et al., 2005), indiquant que la localisation des
protéines HP1 varie aussi au cours du cycle cellulaire. Enfin, des expériences de « photo-
blanchiment » (ou FRAP, pour Fluorescence Recovery After Photo-bleaching ) réalisées sur
des protéines HP1 fluorescentes montrent qu’elles sont plutét mobiles dans la chromatine
(Cheutin et al., 2003b; Festenstein et al., 2003b). Ce résultat suggére que la stabilité
apparente de I’hétérochromatine résulte en fait d’interactions dynamiques entre des

facteurs non-histones et les nucléosomes.

/1.4 Les multiples fonctions d’HP7

L’ensemble des études visant a caractériser la fonction des isoformes d’HP1 indique que
ces protéines possédent plusieurs fonctions distinctes, dont notamment la formation de
« plateformes » qui pourraient permettre de recruter diverses protéines de la chromatine au

niveau de certaines régions du génome.

11.4.1 Fonctions d’HPT au niveau de I’hétérochromatine et de /a répression

transcriptionnelle

Le réle le mieux caractérisé des isoformes d’HP1 est leur implication dans la structure de
I’hétérochromatine, qui est généralement associée a une répression transcriptionnelle. Par
exemple, des expériences dans des cellules de mammiféres en culture montrent que
certaines isoformes d’HP1, qui n’ont pas pu étre différenciées, sont recrutées au niveau du

promoteur du géne de la Cycline E lorsque celui-ci est réprimé par la protéine Rb
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(Retinoblastoma) (Nielsen et al., 2001). Une autre étude montre que la répression d’un
géne rapporteur, localisé dans I’euchromatine, est corrélée a sa re-localisation dans une
région d’hétérochromatine ainsi qu’au recrutement d’HP1a. a son promoteur (Ayyanathan
et al., 2003). Cette répression transcriptionnelle apparait trés stable puisqu’elle est
maintenue au cours de nombreuses divisions cellulaires en absence du signal répresseur
(Ayyanathan et al., 2003). Chez la drosophile, le recrutement artificiel d’HP1a dans
certaines régions ou la transcription est active peut étre suffisant pour induire une
répression transcriptionnelle de type PEV dans ces régions (Li et al., 2003; Seum et al.,
2001).

Le modéle actuellement le plus plausible expliquant la formation d’une région
d’hétérochromatine est fondé sur I’existence d’une « boucle » de stabilisation qui permet le
recrutement des isoformes d’HP1 associées a I’hétérochromatine et de I’histone-
méthyltransférase Suv3-9. Ce modéle propose un mécanisme en deux temps. Dans un
premier temps, Suv3-9 méthylerait H3K9 dans la région d’hétérochromatine en cours de
formation et recruterait HP1. HP1 serait ensuite maintenue au niveau de cette région par
son interaction avec H3K9me. Dans un second temps, cette isoforme d’HP1 recruterait de
nouvelles protéines Suv3-9 qui méthyleraient a leur tour les H3K9 adjacentes de maniére a
recruter de nouvelles protéines HP1 dans ces régions. Ces deux étapes se succéderaient ainsi

pour étendre la région d’hétérochromatine.

Plusieurs données expérimentales soutiennent ce modéle. Ainsi, il a été montré que
I’isoforme HP1a de drosophile et les trois isoformes d’HP1 des vertébreés interagissent in vivo
avec Suv3-9 (Schotta et al., 2002; Stewart et al., 2005; Yamamoto and Sonoda, 2003). De
plus, chez la drosophile, ces protéines co-localisent au niveau de régions
d’hétérochromatine des chromosomes polyténes (Schotta et al., 2002). En outre, I’absence
de Suv3-9 chez la drosophile induit une forte diminution de la méthylation d’H3K9 dans les
régions d’hétérochromatine constitutive et perturbe fortement le recrutement d’HP1a
(Schotta et al., 2002). Réciproquement, |’absence d’HP1a perturbe fortement le
recrutement de Suv3-9 (Schotta et al., 2002). Ces deux protéines semblent avoir une
fonction similaire dans la répression transcriptionnelle puisque, chez la drosophile, les
pertes de fonction des genes Su(var)3-9 (codant Suv3-9) ou Su(var)205 (codant HP1a)
induisent chacune une suppression de PEV (Schotta et al., 2002). Par ailleurs, chez la
drosophile, la formation de I’hétérochromatine est corrélée a la phosphorylation d’HP1a
(Eissenberg et al., 1994; Zhao and Eissenberg, 1999), suggérant que la formation de
régions d’hétérochromatine pourrait nécessiter certaines modifications post-

traductionnelles des isoformes d’HP1.
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Outre cette coopération entre certaines isoformes d’HP1 et Suv3-9, plusieurs études
indiquent que la méthylation d’H3K9, le recrutement de Suv3-9 et/ou le recrutement d’une
isoforme d’HP1, favorisent le recrutement de différents facteurs jouant un réle dans la
répression transcriptionnelle et dans la formation de I’hétérochromatine. Ainsi, Suv3-9
interagit in vitro avec plusieurs histone-déacétylases, dont les activités de déacétylation des
histones favorisent la méthylation de I’histone H3 par Suv3-9 (Czermin et al., 2001; Vaute et
al., 2002). En outre, H3K9me et/ou HP1o/p peuvent étre nécessaires pour recruter des
méthylases d’ADN (Freitag et al., 2004; Smallwood et al., 2007; Tamaru and Selker, 2001).
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11.4.2 Fonction des protéines HP1 dans /a structure des chromosomes

En plus du réle d‘HP1 et de Suv3-9 dans |’établissement de I’hétérochromatine, ces
protéines sont aussi impliquées dans la cohésion des centroméres et des régions du génome
composées d’hétérochromatine constitutive. Ainsi, I’absence de Swi6, I’homologue d’HP1
chez la levure S. pombe, induit des défauts de ségrégation des chromosomes au cours de la
mitose (Bernard et al., 2001; Ekwall et al., 1995). De méme, I’absence de Suv3-9 chez la
souris induit des défauts de ségrégation des chromosomes au cours de la méiose (Peters et
al., 2001b). Cette fonction des protéines HP1 dans la ségrégation des chromosomes pourrait
étre liée a leur interaction avec la Cohésine, qui a pour le moment été caractérisée chez la
levure (Nonaka et al., 2002). En effet, dans cet organisme, la cohésine est un complexe
nécessaire a la « cohésion » entre les deux chromatides sceurs au cours de la mitose et les
délétions des genes codant ses sous-unités induisent des défauts de ségrégation des

chromosomes (Tomonaga et al., 2000).

Chez la drosophile, HP1a est aussi retrouvée au niveau des télomeres des chromosomes.
L’une des fonctions d’HP1a serait de contribuer a la répression transcriptionnelle de ces
séquences, bloquant ainsi I’élongation des téloméres (Savitsky et al., 2002). Toutefois, la
présence d’HP1a au niveau des télomeres ne dépend pas de la présence des séquences
télomériques puisque cette protéine est présente au niveau des extrémités de chromosomes
dont les téloméres ont éteé tronqués. En outre, I’absence d’HP1a chez la drosophile induit de
nombreuses fusions de télomeres, générant une forte instabilité génomique (Fanti and
Pimpinelli, 2008). L’analyse phénotypique de différents mutants d’HP1a chez la drosophile
suggeére que cette protéine serait recrutée aux télomeéres en deux temps (Perrini et al.,
2004). Dans un premier temps, une interaction directe entre HP1a et I’ADN télomérique,
indépendante du chromodomaine d’HP1a, permettrait son recrutement au télomere
(capping). Dans un second temps, cette interaction permettrait le recrutement de Suv3-9
dans ces régions pour former une structure d’hétérochromatine. Ces observations suggérent
un mécanisme de ciblage d’HP1a au niveau de certaines régions génomiques,
indépendamment des modifications post-traductionnelles des histones via une interaction

directe avec les acides nucléiques, non spécifique de la séquence.

11.4.3 Fonction d’HP1a dans ['activation transcriptionnelle chez la drosophile

De maniére intrigante, et en contraste avec le lien étroit mis en évidence entre certaines

isoformes d’HP1 et I’hétérochromatine, ces protéines ne jouent pas uniquement un réle
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dans la répression transcriptionnelle. En effet, la perte de fonction d’HP1a chez la
drosophile induit clairement une diminution d’expression des genes rolled et /ight localisés
dans des régions d’hétérochromatine (Lu et al., 2000). Toutefois, il est possible qu’une telle
fonction d’HP1a dans I’activation transcriptionnelle au sein de I’hétérochromatine ne soit
pas directe mais liée a la répression, par le biais d’HP1a, d’un facteur qui réprime
normalement ces deux génes. Outre cette fonction « contradictoire » au sein de
I’hétérochromatine, HP1a semble aussi jouer un réle non négligeable dans I’activation
transcriptionnelle de certains génes de I’euchromatine. En effet, I’activation d’un géne de
réponse au choc thermique peut induire le recrutement d’HP1a a ce géne chez la drosophile
(Piacentini et al., 2003). De plus, des études a I’échelle du génome de la drosophile
montrent que de nombreuses séquences codantes de genes exprimés sont enrichies en HP1a
(Cryderman et al., 2005; de Wit et al., 2007). Ainsi, ces observations montrent que le réle
d’HP1a dans le contréle de I’expression du génome chez la drosophile est sans doute plus

subtil qu’il n’en a I’air.

/1.4.4 Les protéines HPT interagissent avec de nombreuses protéines

Le chromo-shadowdomaine permet aux protéines HP1 d’interagir avec de nombreux
facteurs impliqués dans la régulation de I’expression des génes ou dans la dynamique de la
chromatine. Ainsi, les différentes isoformes d’HP1 peuvent interagir avec des protéines
impliquées dans la ségrégation des chromosomes (INCENP), dans la régulation de la
transcription (TAFII130), dans des processus de réplication (ORC), de réparation (Ku70) ou
dans I’assemblage des nucléosomes (CAF-1) (pour revue, voir (Hiragami and Festenstein,
2005; Lomberk et al., 2006b)). Une telle diversité de partenaires interagissant avec HP1
suggeére que, une fois ancrées a la chromatine, les protéines HP1 constituent des
« plateformes » sur lesquelles de nombreux facteurs peuvent étre recrutés, de maniére
modulable en fonction du contexte. De maniere intéressante, le chromo-shadowdomaine
des protéines HP1 peut se dimériser et ainsi former des diméres d’HP1 (Brasher et al., 2000;
Cowieson et al., 2000). Cette particularité suggére que les diméres d’HP1 peuvent étre
composés de la méme isoforme (homodimeres) ou de deux isoformes différentes
(hétérodimeres). De plus, on peut supposer qu’il existe de nombreuses combinaisons
d’interactions entre les isoformes d’HP1 dans une méme région génomique (en cis) mais
aussi entre plusieurs régions génomiques distantes (en trans), de maniére a affecter

I’organisation nucléaire.

11.4.5 Les différents paralogues d’HP1 chez la drosophile
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Le génome de D. melanogaster code cinq paralogues d’HP1 et probablement un
sixieme qui a perdu son chromodomaine récemment au cours de I’évolution (Vermaak and
Malik, 2009). Ces isoformes ont été nommeés HP1a, HP1b, HP1c, HP1d, HP1e et HP6 (HP1a
étant la premiere décrite comme suppresseur de variégation et codée par le géne
Su(var)205). La caractérisation de ces paralogues est restée longtemps un domaine peu
exploré mais des études récentes commencent a lever le voile sur les fonctions partagées et

divergentes des protéines constituant cette famille.

Une premiére étude analysant la localisation nucléaire de ces différents isoformes sur
des cellules en culture a permis de mettre en évidence des localisations extrémement
difféerentes entre ces protéines (Smothers and Henikoff, 2001a; Vermaak et al., 2005). Bien
qu’HP1a et HP1d soient recrutées spécifiquement dans les régions hétérochromatiques,
HP1c est principalement localisé dans I’euchromatine et HP1b montre une distribution
intermédiaire, a la fois dans I’hétérochromatine et I’euchromatine. L’analyse du profil
d’expression montre par ailleurs que HP1a, HP1b et HP1c sont exprimées de maniére
ubiquiste alors que HP1d et HP1e sont plus spécifiquement exprimées dans la lignée

germinale, chez la femelle pour HP1d et le mdle pour HP1e (Vermaak et al., 2005).

Enfin, les analyses phylogénétiques des paraloques d’HP1 réalisées sur les chromo- ou
chromoshadowdomaine ainsi que les informations données par le séquencage de 12
espeéces de drosophiles montrent une tres large diversité qui pourrait expliquer la divergence
de fonction des paralogues d’HP1 (Vermaak and Malik, 2009).

La déplétion d’HP1b induit une dérégulation transcriptionnelle importante (Zhang et
al., 2011). Le recrutement dirigé d’HP1c au promoteur de genes rapporteurs indique qu’elle
aurait plutét un réle positif sur la transcription, en accord avec sa localisation
euchromatique (Font-Burgada et al., 2008). En outre, bien que le chromodomaine d’HP1c
soit capable in vitro d’interagir avec I’histone H3 méthylée sur la lysine 9, sa localisation
semble liée a la présence de facteurs de transcription dans des régions relativement pauvres

pour cette marque (Font-Burgada et al., 2008).

/1. LES CHAPERONS D’HISTONES

De nombreuses études montrent que l|’organisation de la chromatine est

extrémement dynamique. Ainsi, au cours de la vie cellulaire, les protéines chromatiniennes
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et notamment les histones ne restent pas nécessairement associées de manieére continuelle a
I’ADN. Les histones nouvellement synthétisées, par exemple, doivent étre prises en charge et
transportées a leur site d’incorporation alors que les histones endommagées doivent étre
enlevées et dégradées. De plus, divers processus, tels que la transcription, la réplication ou
la réparation nécessitent vraisemblablement une éviction transitoire des histones pour
accéder a la molécule d’ADN. Enfin, les histones sont des protéines fortement basiques et
leur accumulation peut étre toxique pour la cellule. Tous ces problemes sont la raison d’étre
des chaperons d’histone : ce groupe de molécules escorte les histones depuis le cytoplasme,
empéche toute interaction néfaste avec d’autres facteurs et participe a I’incorporation des

histones dans la chromatine au moment opportun.

Les chaperons d’histones se définissent donc comme des facteurs s’associant a des
histones stimulant des réactions impliquant un transfert d’histone (de chaperon a chaperon
ou directement l’incorporation dans la chromatine) sans faire partie du produit final. De
nombreux chaperons ont été identifiés et associés a des fonctions cellulaires précises (pour
revue, voir (De Koning et al., 2007)). Dans ce chapitre, je détaillerai les différents roles des
protéines chaperons d’histones ASF1 (anti-silencing function 1), HIRA (histone regulatory A)
et plus particuliérement le complexe protéique CAF-1 (chromatin assembly 1) dans la

dynamique de la chromatine.
/.1 Le chaperon ASFT

/1.1.71 Un donneur d’histone pour 'assemblage de la chromatine

La protéine ASF1 fut d’abord isolée par crible génétique visant a identifier des genes dont
la surexpression réprime la mise en silence des loci particuliers chez la levure
bourgeonnante, d’ou son nom d’anti-silencing function 1 (Le et al., 1997). Le réle de
chaperon d’histone de la protéine ASF1 fut clairement mis en évidence par la suite par la
purification, chez la drosophile, d’un complexe nommé RCAF (pour Replication-Coupling
Assembly Factor) composé des histones H3-H4 et de ’homologue d’ASF1 (Tyler et al., 1999).
Ce complexe n’est pas intrinsequement capable d’assembler des diméres H3/H4 sur I’ADN.

En revanche il stimule leur incorporation par un autre chaperon d’histone: CAF-1.

Par ailleurs, une interaction entre ASF1 et la sous-unité moyenne du complexe CAF-1 a
été mise en évidence chez la drosophile, I’homme et la levure S. cerevisiae (Mello et al.,

2002; Tyler et al., 2001). ASF1 interagit également avec le chaperon HIRA (pour Hlstone
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Regulatory A), un facteur d’assemblage dont I’activité est indépendante de la réplication
(Tagami et al., 2004).

La purification, a I’aide d’histones étiquetées, des complexes contenant les variants
d’histones H3.1 et H3.3 non encore incorporées confirme qu’ASF1 fait partie des voies
d’assemblage de la chromatine des histones canoniques et de remplacement (Tagami et al.,
2004). La présence d’ASF1 au sein de ces complexes et son incapacité a incorporer ces
histones dans la chromatine suggerent que ce chaperon pourrait servir de fournisseur
d’histones pour CAF-1 et HIRA. Ces deux derniers assureraient alors I’'incorporation des

dimeres H3-H4 dans la chromatine par des mécanismes distincts. (Tagami et al., 2004).

I1.1.2 Role d’ASFT au cours de /a réplication

La réplication est une étape charniere de la dynamique de la chromatine puisque la
progression de la fourche nécessite I’éviction des nucléosomes placés en amont et un
réassemblage en aval sur les brins nouvellement synthétisés. ASF1 apparait comme un
excellent candidat pour assurer I’éviction des nucléosomes. En effet, des analyses
biochimiques et structurales suggérent qu’ASF1 peut disloquer un tétrameére (H3-H4), en
deux dimeres H3-H4 (English et al., 2006; Natsume et al., 2007). De plus, ASF1 a été co-
purifiée avec les hélicases MCM (minichromosome maintenance) chargées de séparer les
deux brins d’ADN en amont de la fourche de réplication (Groth et al., 2007). Enfin, la
déplétion d’ASF1 entraine une accumulation des cellules en phase S, illustrant ainsi un
allongement significatif de la phase S (Groth et al., 2007). Ces résultats indiquent que le
chaperon ASF1 pourrait étre recruté par les MCM et participer au désassemblage des

nucléosomes en amont de la fourche de réplication.

/1.2 Le complexe HIRA

/11.2.7 L’assemblage de la chromatine indépendant de la réplication

Tout comme ASF1, les protéines de la famille Hir ont d’abord été identifiées chez la
levure (Sherwood & Osley 1991) avant que des homologues soient mis en évidence dans la
plupart des organismes, notamment chez I’ homme (Lamour et al., 1995), la drosophile
(Kirov et al., 1998) et le xénope (Ray-Gallet et al., 2002). Cependant, le complexe Hir
identifié chez S. cerevisiae contient quatre sous-unités Hirl, Hir2, Hir3 et Hpc2 alors que la

plupart des eucaryotes expriment un complexe trimérique composé de HIRA, qui porte a la

30



fois les domaines fonctionnels de Hirl et Hir2, et les protéines Cabine 1 et Ubinucléine 1/2,

les homologues respectifs de Hir3 et Hpc2.

L'utilisation des extraits d'oeufs de Xénope a été trés utile pour évaluer la capacité des
chaperons d'histones a fonctionner comme de vrais facteurs d’incorporation d'histones in
vivo. Lorsqu'ils sont déplétés en une protéine impliquée dans la déposition des histones, ces
extraits perdent leur capacité a promouvoir I'assemblage de la chromatine, mais cette
propriété peut étre restaurée par I'addition de la protéine manquante (Ray-Gallet and
Almouzni, 2004). Cette méthode fut utilisée avec succés pour identifier la protéine HIRA
(Histone Regulator A) comme un facteur de déposition des histones H3-H4 de maniere
indépendante de la synthése d'ADN (Ray-Gallet et al., 2002). Cette fonction est conservée
chez la levure (Green et al, 2005; Sharp et al, 2001). Alors que CAF-1 fonctionne
spécifiquement dans I’assemblage des nouvelles histones H3.1-H4 de facon couplée a la
réplication (voir chapitre 111.3), HIRA permet I’incorporation des histones H3.3-H4 sous
forme de diméres de facon indépendante a la réplication (Tagami et al, 2004). Des études
récentes suggérent qu'HIRA participe a l'incorporation d'H3.3 plus spécifiquement au
niveau des régions géniques, mais non au niveau des régions répétées telles que les
téloméres (Elsaesser et al, 2010; Goldberg et al, 2010). De plus, au cours du développement
de la Drosophile, HIRA joue aussi un réle essentiel pour I'assemblage d'H3.3 dans la

chromatine du génome paternel lors de la fécondation (Bonnefoy et al, 2007).

111.2.2 Importance fonctionnelle d’HIRA au cours de I'embryogenése

La fecondation déclenche d’importants changements de la structure chromatinienne du
génome paternel transmis par le spermatozoide. De nombreuses étapes impliquant une
décondensation de ce noyau et I’échange des protamines par des histones fournies par le
cytoplasme de I’ovocyte sont nécessaires pour permettre le développement correct de la
cellule ceuf. L’étude d’un mutant ponctuel du géne codant la protéine HIRA chez la
drosophile a permis de mettre en évidence un réle essentiel de ce chaperon dans ce
processus (Loppin et al. 2005). Ainsi, la protéine HIRA d’origine maternelle, exprimée dans
le cytoplasme de I’ovocyte, s’accumule dans le pro-noyau mdéle apres la fécondation.
Contrairement aux embryons sauvages, les embryons de femelles homozygotes mutantes
pour HIRA n’incorporent pas le variant H3.3 dans ce pro-noyau en formation. Ce défaut
d’incorporation, associé a I’absence de décondensation du noyau mdle entraine le
développement d’embryons haploides qui meurent en fin d’embryogenése (Loppin et al.
2005).
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/1.3 Le complexe protéique CAF-7

Le facteur d’assemblage de la chromatine CAF-1 (Chromatin Assembly Factor-1) a été
initialement isolé a partir d’extraits de cellules humaines pour sa capacité a assembler in
vitro des nucléosomes sur I’ADN d’un minichromosome portant I’origine de réplication du
virus simien $V40 (Smith & Bruce Stillman 1989). Une étude ultérieure a permis de préciser
le réle de CAF-1 dans ce processus puisque ce complexe n’assemble pas des nucléosomes
entiers, il n’est responsable que de l’incorporation des histones H3 et H4 sur I’ADN
nouvellement synthétisé (Smith & Bruce Stillman 1991b). D’autres chaperons sont ensuite

requis pour assembler les histones H2A et H2B dans un mécanisme indépendant de CAF-1.

/11.3. 1 Structure et domaines des sous-unites de CAF-1

La caractérisation biochimique de CAF-1 a montré que ce complexe est composé chez
I’homme de trois sous-unités nommées P150, P60 et P48 en raison de leurs poids
moléculaires (Smith & Bruce Stillman 1991a). Des homologues de ce complexe ont été
identifiés et caractérisés chez la levure S. cerevisiae (Kaufman et al. 1995), la drosophile
(Kamakaka et al. 1996), le xénope (Gaillard et al. 1996), la souris (Murzina et al. 1999), la
plante Arabidopsis Thaliana (H Kaya et al. 2001) et le poulet (Takami et al. 2007) et des
analyses in vitro ont permis de montrer que la capacité d’assemblage de la chromatine

couplée a la réplication est conservée chez toutes ces espéces.

Cependant, malgré une importante conservation de fonction, la conservation de
séquence est relativement faible notamment pour les deux plus grandes sous-unités. Par
exemple, les sous-unités moyennes et grandes de drosophile présentent une identité de 38%
et 26% respectivement avec leurs homologues humains. Il faut par ailleurs noter que chez la
drosophile, la sous-unité moyenne est présente sous deux formes, une forme de 105kDa et
une autre forme de 75kDa correspondant aux trois quart N-terminaux de P105 (Tyler et al.
2001). La petite sous-unité est bien mieux conservée, probablement en raison du fait qu’elle
n’est pas spécifique de CAF-1 et participe a la formation de nombreux complexes impliqués
dans la dynamique de la chromatine comme le complexe de remodelage de la chromatine

NURF (NUcleosome Remodeling Factor) (Martinez-Balbds et al. 1998), ou encore le
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complexe Polycomb Repressing Complex 2 (PRC2) associé a la répression transcriptionnelle

par les protéines du groupe Polycomb (Tie et al. 2001).

Les sous-unités P48 et P60 portent toutes les deux sept répétitions WD bien conservées au
cours de I’évolution. Ces domaines riches en tryptophanes (W) et acides aspartiques (D)
peuvent adopter une structure en forme d’hélice apte a former des interactions protéine-
protéine (Hudson & Cooley 2008). Comme indiqué précédemment, la sous-unité moyenne
de CAF-1 interagit avec le chaperon ASF1 par l’'intermédiaire de son extrémité C-terminale
(Tyler et al. 2001; Mello et al. 2002).

La grande sous-unité P150 possede deux domaines acides : KER, riche en lysines (K),
acides glutamiques (E) et arginines (R) et ED, riche en acides glutamiques et aspartiques
(D). Ces domaines, localisés au cceur de la protéine, créent vraisemblablement une région
fortement acide capable d’interagir avec les histones qui eux sont basiques (Kaufman et al.
1995). Tout comme la sous-unité moyenne, P150 porte un domaine PEST, riche en prolines
(P), acides glutamiques (E), sérines (S) et thréonine (T), qui pourrait étre impliqué dans la
régulation de sa stabilité (Rogers et al. 1986). La grande sous-unité interagit avec P60 par
I’intermédiaire d’un domaine en C-terminal, essentiel pour I’activité correcte du complexe
CAF-1 (Kaufman et al. 1995). Chez I’homme et le xénope, un domaine de dimérisation a
également été identifié en C-terminal des grandes sous-unités de CAF-1 (Quivy et al. 2001).
Le réle de cette dimérisation n’est pas clair, mais pourrait contribuer a la régulation de la
fonction CAF-1 au cours du cycle cellulaire par des modifications post-traductionnelles (A.
Gérard et al. 2006). D’autres protéines comme les hélicases Bloom et Werner (Jiao et al.
2004; Jiao et al. 2007) ou la recombinase Dmc1 (Ishii et al. 2008) ont été identifiées comme

interagissant avec la grande sous-unité de CAF-1 dans différentes espéces.

Des domaines d’interaction entre la grande sous-unité de CAF-1 et PCNA (proliferating
cell nuclear antigen), I’anneau de processivité de I’ADN polymérase, ont été mis en évidence
chez I’homme (Moggs et al. 2000; K.-ichi Shibahara & Bruce Stillman 1999) et pourraient

permettre le ciblage du complexe CAF-1 au niveau des sites de synthése d’ADN.

Enfin, chez les vertébrés, P150 porte un motif de type PxVxL lui permettant d’interagir
avec le chromoshadowdomaine des protéines de type HP1 (Murzina et al. 1999; Takami et
al. 2007). Les implications fonctionnelles de ces deux derniéres interactions feront |’objet

des prochains paragraphes.

111.3.2 CAF-1 et I'assemblage couplé a la synthese d’ADN
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Au cours de la réplication

Les expériences initiales sur des systéemes in vitro indiquent que la capacité du complexe
CAF-1 a assembler la chromatine est strictement dépendante du processus de réplication
(Smith & Bruce Stillman 1989). En effet, I’ajout de complexe purifié a différents temps apres
le démarrage de la réplication montre une importante corrélation entre la quantité de
diméres H3-H4 incorporée et la durée de réplication en présence de complexe CAF-1. La
purification des complexes de pré-déposition des histones dans des lignées exprimant des
histones étiquetées a ensuite permis de montrer que ce complexe fait partie avec ASF1 des
protéines associées a I’histone H3.1. Enfin des expériences de co-marquage permettant de
détecter une co-localisation quasi parfaite entre CAF-1 et I’ADN nouvellement synthétisée ou
PCNA (Krude 1995; K.-ichi Shibahara & Bruce Stillman 1999) confirment que CAF-1 est
vraisemblablement impliqué in vivo dans I’incorporation des histones H3.1-H4 couplée a la
réplication. Le recrutement de CAF-1 au niveau des fourches de réplication dépend tres
certainement de I’interaction entre PCNA et la grande sous-unité du complexe CAF-1. Il est

important de noter que cette interaction pourrait étre régulée au cours du cycle cellulaire.

Au cours de la réparation des dommages a I’ADN

La réponse aux dommages a I’ADN mobilise une importante machinerie de réparation.
Or, dans les cellules eucaryotes, cette réparation doit pouvoir s’effectuer dans un contexte
ou le génome est organisé en chromatine. Un modéle, baptisé « Access, Repair and
Restore », a été proposé pour rendre compte des importants réarrangements de chromatine
nécessaires au cours de ce processus (Green & Almouzni 2002). Notamment, la région lésée
doit devenir accessible aux machineries de réparation (access) et une fois réparée, elle doit
retrouver une structure chromatinienne la plus proche possible de sa configuration initiale
(restore). L’utilisation de systémes modéles in vitro a permis de montrer que CAF-1 est
capable d’assembler des nucléosomes sur un plasmide irradié au cours du processus de
réparation par excision de nucléotides (Gaillard et al. 1996). Le recrutement de CAF-1 dans
le cadre de ce processus de réparation est vraisemblablement similaire a celui observé au
cours de la réplication puisque la réparation par excision de nucléotide nécessite une
synthese d’ADN et donc le recrutement de PCNA au niveau des foyers de réparation. Ces
données ont par la suite été confirmées par I’observation in situ du recrutement de CAF-1
aux sites de cassures dans des cellules en culture (Martini et al. 1998; Nabatiyan et al.
2006; Moggs et al. 2000). Il est intéressant de noter que CAF-1 ne recycle
vraisemblablement pas les histones au cours de ce processus. En effet, une partie des
histones incorporées en réponse a des dégdts par irradiation ultra-violette portent des

marques d’histones nouvellement synthétisées (Polo et al. 2006) et on ne sait actuellement
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pas dans quelle mesure un tel mécanisme de restauration permet un retour a la structure

chromatinienne d’origine.

/11.3.3 Role de CAF-1 dans les différents organismes

Malgré le réle apparemment central du complexe CAF-1 dans le maintien de la structure
chromatinienne couplé a la synthese d’ADN, les phénotypes générés par la perte de fonction
des genes codant les sous-unités de CAF-1 varient d’un organisme a I’autre ou d’un type
cellulaire a I’autre au sein d’un méme organisme. Par exemple, la perte de fonction des
genes codant les sous-unités de CAF-1 chez la levure S. cerevisiae n’est pas létale mais induit
des défauts de répression transcriptionnelle et une hypersensibilité aux traitements
génotoxiques (Kaufman et al. 1997; Enomoto & Bernat 1998). De méme, I’inactivation des
sous-unités moyenne et grande chez la plante Arabidopsis thaliana n’est pas létale mais
entraine des défauts de développement, d’organisation nucléaire et de maintien de

I’intégrité du génome (Endo et al. 2006; Schonrock et al. 2006; H Kaya et al. 2001).

La perte de fonction de CAF-1 dans les différents modeles animaux induit un phénotype
beaucoup plus drastique et généralement une létalité précoce de I|’organisme en
développement. L’injection d’ARN messagers codant la grande sous-unité humaine de CAF-
1 dans des embryons de xénope induit, par exemple, un arrét rapide du développement
embryonnaire précoce (Quivy et al. 2001). L’analyse de I’impact de l’injection d’ARN
codant diverses formes tronquées de la protéine a permis de montrer que cet effet est di a
la présence du domaine de dimérisation dans les grandes sous-unités de xénope et humaine
permettant la formation d’un hétérodimére de ces deux sous-unités. Chez le poisson zébre,
une mutation ponctuelle du géne codant la sous-unité moyenne induit également une
létalité associée a divers défauts d’organogenése. Enfin, des embryons de souris mutants
pour la grande sous-unité arrétent leur développement au stade seize cellules et présentent

d’importants défauts d’organisation nucléaire (Houlard et al. 2006).

Le phénotype de lignées mutantes pour le géne p7180, codant la grande sous-unité du
complexe CAF-1 chez la drosophile, a également été analysé. Les individus mutants
présentent une létalité aprés 48 heures de développement larvaire associée a une réduction
de la taille des larves (Song et al. 2007; Klapholz et al. 2009). En outre, la surexpression et
I’obtention de clones somatiques mutants pour p780 dans les yeux de la mouche adulte
induisent de forts défauts de prolifération cellulaire montrant ainsi une importante
sensibilité de ce modéle a la dose de P180 exprimée (Song et al., 2007). Des expériences de
carence nutritive ont également permis d’attribuer la létalité observée a un défaut de

progression des cellules endocyclantes larvaires (Klapholz et al., 2009). Ces cellules, qui

35



présentent un cycle cellulaire atypique dont la phase mitotique est absente, amplifient leur
génome et particuliérement dans les régions euchromatiques. L’analyse du mutant pour la
grande sous-unité de CAF-1 a révélé dans ces cellules des défauts de réplication des régions
euchromatiques, une accumulation de cassures d’ADN et un défaut d’organisation des

nucléosomes sur I’ADN nouvellement synthétisé (Klapholz et al., 2009).

Ces données, couplées a la mise en évidence d’une interaction génétique entre des alléles
mutants des génes pl180 et asf] suggérent que la fonction d’assemblage de la chromatine
du complexe CAF-1 est vraisemblablement la fonction essentielle de ce complexe chez la
drosophile (Klapholz et al., 2009).

De nombreuses expériences sur des cellules en culture ont également montré que la
déplétion de la grande sous-unité du complexe CAF-1 induit un fort défaut de prolifération
pouvant entrainer une létalité cellulaire (Hoek and Stillman, 2003; Houlard et al., 2006;
Quivy et al., 2004; Takami et al., 2007; Ye et al., 2003). Ces études mettent en évidences

des défauts d’organisation des nucléosomes

(Nabatiyan and Krude, 2004; Quivy et al., 2004; Takami et al., 2007; Ye et al., 2003), une
accumulation de cellules en phase S parfois liée a | ’activation de points de contréle
spécifiques de cette phase (Hoek and Stillman, 2003; Quivy et al., 2004; Takami et al.,
2007), des deéfauts de ségrégation des chromosomes mitotiques (Takami et al. 2007) ainsi
que des défauts d’organisation des régions d’hétérochromatine péricentriques (Houlard et
al., 2006; Quivy et al., 2004). Il est important cependant de noter que certains de ces
défauts semblent spécifiques de la déplétion de la grande sous-unité, puisque la déplétion
de la sous-unité moyenne, elle aussi spécifique du complexe CAF-1, n’induit pas toujours de
deéfaut de prolifération (Nabatiyan and Krude, 2004; Polo et al., 2006; Quivy et al., 2004).
L’ensemble de ces travaux suggére que la grande sous-unité du complexe CAF-1 chez les
mammiféres pourrait porter une fonction essentielle pour la prolifération cellulaire
indépendante du complexe CAF-1 lui-méme et de son réle canonique dans I’assemblage de

la chromatine couplé a la synthese d’ADN.

1/1.3.4 Role de la grande sous-unité de CAF-1 dans le maintien de
I’héterochromatine

Un crible double-hybride ayant pour objectif d’identifier des partenaires d’HP1 a

montré que, chez la souris, cette protéine interagit de maniére spécifique avec la grande
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sous-unité de CAF-1, mP150 (m pour mouse) (Murzina et al., 1999). Cette étude a donc
rapidement suggéré que la grande sous-unité de CAF-1 pourrait aussi étre impliquée dans la
formation et/ou le maintien d’un niveau supérieur d’organisation de la chromatine :

I’hétérochromatine.

Une étude récente a permis de confirmer cette hypothese et d’apporter un éclairage sur
cette fonction spécifique de la grande sous-unité : dans un modéle de cellules murines, les
déplétions de la grande sous-unité de CAF-1, mP150, ou de la sous-unité moyenne, mP60,
ont des effets analogues sur la distribution des nucléosomes mais seule la déplétion de la

grande sous-unité induit une accumulation de cellules en phase S (Quivy et al., 2008).

Des expériences de sauvetage ont alors permis de montrer que cette accumulation des
cellules en phase S était strictement dépendante de la capacité de mP150 a interagir avec
les protéines de type HP1 par I'intermédiaire de son motif PxVxL. De surcroit la déplétion de
mP150 entraine d’importants défauts de réplication spécifiques des régions
d’hétérochromatine enrichies en protéines HP1 (Quivy et al., 2008). Ces données ainsi que
la purification d’un complexe contenant mP150, HP1a, HP1y et I’histone H3K9 méthyl-
transférase SetDB1 mais dans lequel ne se trouvent ni les autres sous-unités de CAF-1 ni les
histones H3 et H4 (Loyola et al., 2009; Quivy et al., 2004) suggerent un réle important de la
grande sous-unité, indépendant du complexe CAF-1, dans le maintien des régions

d’hétérochromatine au cours de la réplication dans les cellules murines.

Le réle de la grande sous-unité du complexe CAF-1 dans le maintien de
I’hétérochromatine a également été mis en évidence chez la drosophile. En effet, la
deéplétion de la grande sous-unité de CAF-1 chez la drosophile, P180, par des approches
d’ARN interférent sur I’organisme entier montre des défauts de recrutement de nombreuses
marques d’hétérochromatine dans les régions péricentriques des chromosomes qui
dépendent de la dose de P180 exprimée (Huang et al., 2010). En outre, deux alléles du géne
p180 ont un effet de suppresseur de PEV qui peut étre compensé par la surexpression de la
protéine HP1a. Ainsi, bien que la fonction essentielle de cette protéine chez la drosophile
semble liée au réle du complexe CAF-1 dans I’'assemblage de la chromatine, la grande sous-
unité de CAF-1 participe vraisemblablement aussi au maintien de la structure
d’hétérochromatine, dans le cadre d’'un mécanisme impliquant son interaction potentielle

avec la protéine HP1a.

111.3.5 Réle de P180 dans la segregation des chromosomes pendant la méiose
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Afin de mieux comprendre comment la grande sous-unité de CAF-1 chez la drosophile
jouerait un réle dans la ségrégation des chromosomes homologues pendant la méiose, il
convient de décrire ce processus chez la drosophile. Les résultats préliminaires obtenus au

laboratoire pour cette fonction particuliére de P180 seront quant a eux évoqués page 83.

Deroulement de la méjose chez la drosophile

Chez la drosophile, I'ovaire est composé d'environ seize ovarioles qui sont des unités
indépendantes de fabrication des ovocytes. Dans la région antérieure de chaque ovariole se
trouve le germarium qui contient les cellules souches germinales. La division asymétrique de
I'une d’entre elles produit une cellule souche germinale ainsi qu’un cystoblaste qui
subissent encore quatre mitoses incomplétes pour former seize cellules interconnectées
par des ponts intercytoplasmiques. A leur sortie du germarium, ces seize cellules sont
ensuite recouvertes d’une couche de cellules somatiques, appelées cellules folliculaires pour
former ainsi une structure, la chambre ovarienne, au sein de laquelle les différents types

cellulaires accompliront les tdches nécessaires a la maturation de I’ovocyte.

C’est dans le germarium que s’effectue la différenciation de I’ovocyte. Les quatre
mitoses incomplétes forment notamment deux cellules topologiquement identiques reliées
par des ponts intercytoplasmiques a quatre autres cellules. Ces deux cellules entrent en
méiose puis une de ces cellules est choisie et poursuit le programme méiotique alors que
I’'autre se différencie en cellule nourriciére. Tous les événements précoces d’alignement
progressif des chromosomes homologues et de recombinaison méiotique ont lieu a mesure
que l’ovocyte progresse vers |I’extrémité postérieure du germarium. Lorsque la chambre
ovarienne est formée, I’ovocyte sort petit a petit du stade pachyténe. Le programme
méiotique chez la femelle drosophile ne présente pas de stade diploténe-diacinese et le
noyau de I’ovocyte se condense alors pour former une structure compacte appelée
karyosome et reste bloqué dans cet état jusqu’a son entrée en prométaphase. Les quinze
autres cellules germinales entrent dans une phase de croissance massive et subissent
plusieurs cycles d’endoréplication (réplications successives du génome en absence de

mitose) pour se différencier en cellules nourriciéres (Edgar et al. 2001).

L’étude de la transmission des caractéres génétiques a la descendance et de certains
aspects du processus méiotique remonte aux origines de I’étude de la drosophile comme
organisme modeéle. En effet, la drosophile présente de nombreux avantages qui facilitent
son étude puisqu’elle est trés facile a entretenir, la durée de son cycle de vie est relativement
courte et chaque femelle pond un nombre important d’ceufs facilitant les analyses

statistiques.
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La séparation des chromosomes homologues chez la drosophile

Au cours de la méiose, chez la femelle drosophile, les chromosomes homologues
s’alignent en début de prophase et une structure protéique appelée complexe synaptonémal
s’assemble entre les homologues et maintient cette association tout au long de la prophase.
L’assemblage de ce complexe active la protéine Mei-Wé68 qui induit la formation de
cassures double-brin le long des chromosomes. Ces cassures sont a l’origine du phénoméne
de recombinaison méiotique qui permet le brassage de l’'information génétique dans les
gametes. La réparation de certaines de ces cassures via un mécanisme de recombinaison
homologue aboutit a la formation d’un chiasma qui crée un lien physique entre les
homologues, permettant leur orientation correcte sur la plaque métaphasique et leur
séparation au cours de I'anaphase. Chez la femelle drosophile, les chromosomes 11, 11l et
95% des chromosomes X ségregent grdce a ce mécanisme dit de ségrégation chiasmatique
(McKim et al., 2002).

La femelle drosophile a également développé un mécanisme permettant de ségréger
correctement des chromosomes homologues n’ayant pas recombiné. On parle alors d’un
meécanisme de ségrégation achiasmatique. C’est notamment le cas du chromosome 1V, de
petite taille et largement hétérochromatique, et du chromosome X dans environ 5% des
méioses. Ainsi, lorsqu’ aucun chiasma ne permet de maintenir les homologues liés I'un a
I’autre, I’association entre homologues est maintenue aprés dissolution du complexe
synaptonémal, grdce a l’appariement des régions d’hétérochromatine péricentrique
(Dernburg et al., 1996; Hawley and Theurkauf, 1993). L’association de ces régions constitue
une étape essentielle a I’orientation et a la séparation correcte des chromosomes
homologues rentrant dans la voie achiasmatique. Pour |’heure, les mécanismes
moléculaires et les facteurs rentrant en jeu lors de cet appariement sont mal compris.

Divers mécanismes moléculaires, non mutuellement exclusifs, peuvent expliquer
comment cet appariement des régions péricentriques est maintenu spécifiquement entre
homologues pendant la prophase (Karpen et al. 1996; Renauld et al. 1997). Le maintien de
cet appariement pourrait étre di a : j) la reconnaissance et I’interaction directe entre
séquences d’ADN homologues ou 7i) le recrutement d’un méme groupe de protéines dans les
régions homologues favorisant le maintien de ces interactions en trans. De telles protéines
pourraient étre soit spécifiquement exprimées en méiose, soit des constituants plus général
des structures hétérochromatiques qui accomplissent cette fonction particuliére au cours de

la prophase méiotique.
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V. RESULTATS PRELIMINAIRES OBTENUS AU LABORATOIRE

A mon arrivée au laboratoire, un alléle nul du gene p180, codant la grande sous-unité de
CAF-1, avait été obtenu et le phénotype de létalité avait été décrit (Klapholz et al., 2009).
Cependant, d’autres phénotypes intéressants étaient apparus au cours de I’analyse de ces
mutants. Notamment, le travail de thése de Baptiste Roelens s’était focalisé sur la
caractérisation approfondie du réle de P180 dans les diverses aspects du programme

méiotique chez la drosophile.

Dans cette derniere partie de l’introduction, je présenterai les résultats obtenus dans
I’équipe au cours de ces cinq derniéres années. Je reviendrai briévement sur I’analyse
fonctionnelle de P180 réalisée grace aux mutants p18(%°, et sur I'importance de la protéine
P180 dans la séparation correcte des chromosomes n’ayant pas recombiné lors de la méiose
dans l’ovocyte de drosophile. Enfin, je présenterai les résultats décrivant les défauts
analogues de séparation de chromosomes observés chez des femelles n’exprimant pas la
protéine HP1, suggérant que la structure d’hétérochromatine est importante au cours de ce
processus. A la fin de cette partie, je présenterai mes travaux qui ont permis de caractériser

I’interaction de la grande sous-unité de CAF-1 murine avec la protéine HP1a de drosophile.

V.1 Analyse du mutant p180°

IV.1.1 Obtention du mutant p180°

Afin d’étudier la fonction de CAF-1 chez la drosophile, Bruce Dietrich, au laboratoire, a
obtenu par excision imprécise d’un élément transposable P inséré en amont du géne codant
la grande sous-unité de CAF-1 (p780), I’alléle p18C°, qui porte une délétion d’environ 80%
de la région codant pour la protéine P180. Alors que les embryons mutants ont un
développement normal, les mdles hémizygotes p180°/V présentent un fort défaut de

croissance larvaire et meurent apres environ 48 heures de développement larvaire.

V. 1.2 La contribution maternelle de P180

L’expression de la protéine P180 a été analysée par western blot dans des extraits
d’embryons sauvages et de larves sauvages ou mutantes. Cette analyse montre |’existence

d’une contribution maternelle de P180, fortement présente au début de I’embryogenese et
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indétectable en fin d’embryogeneése. Ces expériences montrent en outre que les larves
mutantes éclosent et se développent pendant 48 heures en absence de protéine P180
zygotique détectable. En outre, I’obtention de clones germinaux mutants qui ne se
développent pas montre que CAF-1 est essentiel au développement de la lignée germinale

femelle au cours de I'ovogeneése.

/V.1.3 Réle de CAF-1 dans /'organisation de la chromatine

Connaissant la fonction biochimique de CAF-1 pour I'assemblage des nucléosomes sur
I’ADN au cours de la réplication, Benjamin Klapholz a cherché a analyser I’organisation des
nucléosomes dans les larves mutantes qui survivent pendant plusieurs heures en absence de
protéine P180 détectable. Aprés 40 heures de développement larvaire, la chromatine des
larves mutantes présente une altération de I’organisation des nucléosomes,
particuliérement prononcée sur I’ADN nouvellement synthétisé, défaut révélé par la
digestion a la Mnase (nucléase micrococcale) d’ADN de noyaux purifiés issus de mouches

sauvages ou de mouches mutantes p180°.

De plus, chez les mutants p780°, Benjamin Klapholz a observé une baisse de I’efficacité
de réplication comme en témoigne le marquage DAPI sur les cellules endocyclantes de
glandes salivaires et la mesure de la quantité d’ADN par cellule. En effet, chez le mutant, les
noyaux apparaissent plus petits et la quantité d’ADN répliqué plus faible, comme le montre
d’une part la faible incorporation du nucléotide synthétique BrdU (Bromodéoxyuridine)
chez les mutants p7180° et d’autre part la détection quantitative de régions spécifiques du

génome.

Toujours en rapport avec le réle de la grande sous-unité de CAF-1 dans I’incorporation
des nucléosomes sur I’ADN nouvellement synthétisé, le marquage des extrémités 3’-OH de
I’ADN des noyaux des cellules de glandes salivaires a montré une augmentation significative

des cassures de I’ADN chez les mouches exprimant I’alléle nul de p780.

Enfin, la létalité des mouches et ces défauts ont été sauvés par I’expression ubiquiste en
transgéneése de P180 a I’aide de la technique Gal/4/UAS (Brand et al. 1993).

L’ensemble de ces résultats rassemblés dans une publication (Klapholz et al., 2009) a
permis de mettre en évidence le réle de la grande sous-unité de CAF-1 dans I’organisation

de la chromatine et dans I’efficacité du processus de réplication chez la drosophile.
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V.2 Analyse du réle de P180 dans le systeme de segrégation

achiasmatique

IV.2.7 Défauts de ségregation

Au cours des nombreux croisements nécessaires a I’analyse du mutant p7187°, une
ségrégation inattendue de marqueurs phénotypiques a été observée et le génotypage par
PCR de ces descendants inattendus nous a permis de constater qu’ils étaient la conséquence
de défauts de ségrégation méiotique du chromosome X chez les femelles hétérozygotes pour
pI18F. Un schéma de croisement permettant de suivre, a I’aide de marqueurs
phénotypiques, la transmission des chromosomes sexuels a permis a Baptiste Roelens de
mesurer ces défauts et de déterminer a quelle division méiotique ils avaient lieu. Les
femelles hétérozygotes pour I’alléle p180° présentent une augmentation faible mais
significative des défauts de séparation des chromosomes homologues en premiére division
méiotique. En outre, ces défauts sont sauvés par I’expression transgénique de P180, ce qui

indique que la dose correcte de P180 est critique pour ce processus.

Ces défauts initialement observés concernent la paire de chromosomes X qui est capable
de recombiner et ségrege par la voie chiasmatique dépendant de la recombinaison
méiotique dans 95% des méioses et par la voie achiasmatique dans les 5% restants. Les
défauts observés pouvaient donc révéler un réle de P180 dans les voies de ségrégation
chiasmatiques ou achiasmatiques. Des expériences génétiques ont permis de montrer que le
processus de recombinaison méiotique n’est pas affecté par la diminution de la dose de

P180 et que la voie de ségrégation chiasmatique n’était donc pas impliquée.

La ségrégation des chromosomes achiasmatiques a alors été analysée a I’aide de
chromosomes balanceurs inhibant la recombinaison entre les chromosomes homologues.
L’analyse montre que la ségrégation optimale des chromosomes X achiasmatiques nécessite
une dose normale de P180 (2 copies du géne p7180 intact). Par ailleurs, ces défauts ne sont
pas spécifiques du chromosome X puisque la ségrégation du chromosome 4 qui ne
recombine pas et qui est toujours achiasmatique, montre également une dépendance a la
dose de P180.

IV.2.2 Maintien de I'appariement péricentrique

Etant donné, le réle décrit chez les mammiféres de la grande sous-unité du complexe
CAF-1 dans la formation et/ou le maintien de la structure d’hétérochromatine, il paraissait

logique d’examiner I’étape de maintien de I’appariement des régions péricentriques
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homologues, décrite comme vraisemblablement essentielle au processus de ségrégation

achiasmatique.

L’organisation des régions d’hétérochromatine péricentrique et I’alignement de ces
régions au cours des stades précoces (stades 2 a 5) et plus tardif (stades 6 a 10) de la
prophase de méiose ont été mesurés par Baptiste Roelens. L’évaluation de I’alignement des
régions péricentriques a été rendue possible par I'utilisation d’une sonde capable de
détecter une séquence répétée de 359pb qui couvre 11Mb d’ADN hétérochromatique situé a
proximité du centromere du chromosome X sauvage. Les mesures ont été effectuées dans un
contexte homozygote pour le chromosome X et dans un contexte hétérozygote avec
I'utilisation du chromosome balanceur du chromosome X appelé FM7. Méme si le
chromosome FM?7 présente de larges inversions de séquences entrainant la séparation
distale de la région péricentrique incluant la région répétée de 359pb, des analyses récentes
ont montré que le chromosome FM?7 était capable de s’aligner dans la plupart des cas
correctement avec le chromosome X sauvage. (Dernburg et al., 1996; Subramanian and
Bickel, 2009).

L’analyse cytologique par hybridation in situ fluorescente du comportement des régions
péricentriques homologues au cours de la prophase a permis a Baptiste Roelens de mettre
en évidence un défaut de maintien de cet appariement ainsi que des défauts structurels
puisque ces régions présentent une décondensation caractéristique dans les ovocytes
produits pas les femelles homozygotes et hétérozygotes pour I’alléle p18C°. La encore, ces
défauts d’appariement et de condensation sont strictement dépendants de la dose de P180
puisque I’expression transgénique de P180 permet de les sauver dans les femelles
hétérozygotes. Plus précisément, ces observations indiquent qu’en présence d’une dose
réduite de P180, I’alignement des régions péricentriques homologues se déroule
correctement mais que cet alignement n’ést pas maintenu aux étapes plus tardives de

prophase de méiose.

IV.2.3 Réle d’HP1a dans la ségrégation achiasmatique

Des données obtenues chez les mammiféres et plus réecemment chez la drosophile
indiquent que la grande sous-unité du complexe CAF-1 est impliquée dans la formation
et/ou le maintien de la structure d’hétérochromatine via une interaction directe avec la
protéine d’hétérochromatine HP1a (Quivy et al. 2008; Huang et al. 2010). Au laboratoire,
B. Roelens a analysé I’effet de la diminution de dose d’HPl1a sur la ségrégation

achiasmatique et le maintien de I’appariement péricentrique. L’étude s’est portée sur les
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drosophiles femelles portant I’alléle Su(var)205° (alléle nul de Su(var)205 codant pour
HP1a et (Eissenberg et al., 1992)).

De maniére remarquable, les défauts observés pour ces deux processus sont du méme
ordre de grandeur que ceux observés pour la diminution de la dose de P180. Comme P180,
la protéine d’hétérochromatine HP1a interviendrait donc pour le maintien des régions
péricentriques nécessaires a la ségrégation des chromosomes homologues en premiére

division méiotique.

IV.2.4 P150 murin : un outil/ pour séparer les fonctions de P180

Si I'interaction entre la grande sous-unité de CAF-1 et la protéine HPla est
importante pour la ségrégation achiasmatique, 1’élimination des sites d’interaction entre
les deux protéines devrait également avoir un impact sur ce processus. Lorsque j’ai rejoint le
laboratoire nous avions trés peu d’informations concernant l’interaction de la grande sous-
unité de CAF-1 avec HP1 chez la drosophile mais en revanche, le domaine d’interaction des
deux protéines murines était bien caractérisé. Malheureusement, le domaine de la grande
sous-unité murine de CAF-1, mP150, permettant son interaction avec la protéine mHP1ao.
n’est pas conservé chez P180. Au cours de mes premiers travaux, j'ai pu observer que

mP150 n’interagit pas avec la protéine HP1a de drosophile.

Ayant sous la main une version de la grande sous-unité de CAF-1 (mP150)
n’interagissant pas avec la protéine HP1a de drosophile, Baptise Roelens a choisi d’exploiter
cette conservation pour étudier dans un premier temps le réle de cette interaction in vivo
chez la drosophile. De maniére intéressante, |’expression ubiquiste de mP150 par
transgénése sauve la létalité du mutant p7180°. Ceci suggére que mP150 porte la fonction de
P180 essentielle pour la viabilité, qui implique la fonction du complexe CAF-1 dans
I’assemblage des dimeres H3-H4 (Klapholz et al. 2009)

En outre, il a été montré a I’aide d’un modéle de variégation par effet de position que
I’expression de mP150 ne sauvait pas les défauts de variégation observés en diminuant la
dose de P180. Ceci suggere que contrairement a P180, mP150 n’est pas capable, chez la
drosophile, de contribuer a la formation et/ou au maintien de la structure
d’hétérochromatine et il est trés probable que ce défaut résulte de I’absence d’interaction
entre mP150 et HP1a.
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L’expression ubiquiste de la protéine murine P150 a été utilisée pour identifier les
fonctions de la grande sous-unité de CAF-1 nécessaires au maintien de I’appariement
péricentrique et a la ségrégation des chromosomes achiasmatiques. Pour cela, les capacités
des protéines P180 et mP150 a sauver les défauts observés chez les femelles hétérozygotes
pour p180° ont été étudiés. De maniére remarquable, si I’expression transgénique de P180
permet de sauver ces défauts, I’expression de mP150 ne permet aucun sauvetage détectable
suggérant ainsi que la fonction de la grande sous-unité du complexe CAF-1 dans le maintien
de la structure d’ hétérochromatine est importante pour assurer une ségrégation correcte

des chromosomes achiasmatiques.

L’utilisation de mP150 s’est donc révélée initialement étre un outil génétique efficace
pour séparer les deux fonctions caracteérisées de P180 d’une part dans I’assemblage des
diméres H3-H4 et d’autre part dans le maintien de la structure d’hétérochromatine.
Toutefois, comme évoqué précédemment, la protéine mP150 et P180 présentent seulement
26% d’homologie. Comme ces deux protéines pouvaient avoir de nombreuses autres
différences (hormis leur interaction avec la protéine HP1a de drosophile), il était nécessaire

d’identifier le domaine de P180 responsable de I’interaction avec HP1a.

Dans le reste de ce manuscrit, je présenterai I’ensemble de mes travaux qui ont permis de
caracteriser l’interaction entre la grande sous-unité CAF-1 de drosophile et la protéine
HP1a. L’identification de la région responsable de cette interaction et I’obtention de
drosophiles exprimant I’alléle p180 tronqué de ce domaine ont permis de mesurer
I’'importance fonctionnelle de I’interaction entre CAF-1 et HP1 pour la viabilité et le

processus méiotique chez la drosophile.
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