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Au cours de cette thése j'ai développé des compétences techniques, comme cultiver des cellules pour
en extraire leur ADN et peut-étre (je dis bien peut-étre) des réponses qui vont avec. J'ai vu la ténacité
qui est nécessaire aux chercheurs. Jai appréhendé le monde de la chromatine et plus
particulierement de I’hétérochromatine et des séquences répétées. Mais appréhender est le mot
juste car jai aussi appris a quel point on ne fait seulement qu’effleurer quelque chose, de tres tres
loin encore. Ce que j'ai mis le plus de temps a comprendre et a admettre au cours de ces années, c’est
que la vérité, la preuve infaillible, n’existent pas; que tout est toujours une interprétation, pour
donner des modeles, et juste des modeles, qui ne sont que notre perception. Jai eu beaucoup de mal
a accepter cette espéce d’inexactitude des résultats expérimentaux, et j'en ai quand méme bien
voulu aux cellules de ne pas toujours faire tout pareil, bref d’étre vivantes. Je ne sais donc pas ce qui
été a une aventure pendant ces années : travailler sur du vivant, ou avec des vivants (et oui les étres
humains aussi ont du travailler avec moi les pauvres), ou attendre que les cellules se décident a offrir
un résultat. Parce que j'ai aussi appris que toute les hypotheses du monde ne valent pas la réalité et
que c’est bien la cellule et I'expérimentation qui décide. Jai la aussi eu du mal a accepter que les
résultats puissent étre différents de I’hypothése ou qu’ils puissent arriver par hasard, la ou on ne les
cherchait pas. Quand on me demande ce que jai appris au cours de cette thése, ce n‘est pas la
chromatine et ses techniques. J’ai appris a essayer de raisonner différement, de maniére moins
bornée (la évidemment j'essaye encore) et plus ouverte. J'ai appris a ne pas attendre du monde qu’il

correponde a ce que j’'en ai prévu, mais bien d’accepter qu’il puisse toujours me surprendre....

Bonne lecture...



Abbréviations

ADN : Acide Désoxyribonucléique
rDNA : ADN ribosomique

ARN : Acide Ribonucléique
ARNr : ARN ribosomique
ARNm : ARN messager

RNAI : interférence a 'ARN

: Adénosine

: Thymidine

: Guanine

: Cytosine

ATP : Adénosime Triphosphate
Kd : Kilodalton

nm : nanometre

[N Nb2

nt : nucleotide

HC : Hétérochromatine

dpc : days post-coitum

KO : Knockout

N-ter : terminaison NH2

C-ter : extrémité carboxy-terminale

ChIP : Immunprécipitation de chromatine
TSA : Trichostatine A

HAT : Histone Acétyltransférase

HDAC : Histone déacétylase

DNMT : Méthyltransférase de ’ADN

MBD : Domaine de liaison au CpGs méthylés
BET : Bromodomaine et extra-terminal
CTM : Motif terminal CH2

PEV : Variégation par effet de position
MYST : Moz, Ybf2/Sas3, Sas2, TIP60
SAHA : Acide suberanilohydroxamic

PCT : Péricentroméres.

CT : Centromeres

MAT : Locus de déterminisme sexuel

LTR : Séquence terminale longue répétée
SINE : Petit élément nucléaire intercalé

—

INE : Long élément nucléaire intercalé

TR : Région non traduite

C

o

RF : Phase ouverte de lecture

DAPI : 4',6'-diamidino-2-phénylindole
Su(var) : Supprésseur de variégation
HP1 : Hétérochromatine Protein 1

o



PRC : Complexe répresseur Polycomb

siRNA : petits ARN interférents

RITS : Répression post-transcriptionelle induite par les ARN
MEEF : Fibroblaste embryonnaire de souris

PT : Protéine de transition

FISH : Hybridation in situ par fluorescence

B2m : Béta-2 microglobuline

SDS : Dodécylsulfate de sodium

ACF : Foyers de cryptes aberrantes

RT : Transcription inverse

QPCR : Réaction de polymérisation en chaine quantitative
ES : souche embryonnaire

HIV : Virus de 'immunodéficience humaine

BSA : Albumine de sérum bovin

Kac : Lysine acétylée

H3K9 : Lysine 9 de I’histone H3

H3K9me : Méthylation de la lysine 9 de I'histone H3
H3K9me3 : tri-méthylation de la lysine 9 de I’histone H3
H4K12ac : Acétylation de la lysine 12 de I’histone H4
H3K9ac : Acétylation de la lysine 9 de I’histone H3
H4K16ac : Acétylation de la lysine 16 de I’histone H4
H4K20me3 : Triméthylation de la lysine 20 de I’histone H4
H3K56ac : Acétylation de la lysine 56 de la I’histone H3
H3K27me3 : Triméthylation de la lysine 27 de I’histone H3
H3K4me3 : Triméthylation de la lysine 4 de I'histone H3
H3K4ac : Acétylation de la lysine 4 de I’histone H3

H4R12 : Histone H4 dont la lysine 12 est mutée en arginine
H4K8ac : Acétylation de la lysine 8 de I’histone H4
H4K5ac : Acétylation de la lysine 5 de I’histone H4
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INTRODUCTION

Figure 1 : Schéma de la chromatine. UADN s’enroule autour d’octaméres de protéines histones, pour

former la chromatine.
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maximale.

Figure 2 : Représentation du cycle de la cellule. La chromatine, ici une fibre de 11nm, avec une
compaction locale (microscopie électronique (Trojer and Reinberg 2007)), permet la régulation de
différents processus (transcription, épissage, réparation des cassures de I'ADN, etc......) durant
I'interphase. La compaction est maximale (>30nm) au cours de la mitose, dans le chromosome

métaphasique.

Figure 3 : Représentation cristallographique du nucléosome.

Bleu : H3, Vert : H4, jaune : H2A, rouge : H2B. D’apres (Luger et al. 1997).
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La chromatine

Au sein des cellules, qu’elles soient procaryotes ou eucaryotes, l'information génétique nécessaire a la

production des protéines est portée par la molécule d’ADN (Acide DesoxyriboNucléique).

Avec les cellules eucaryotes apparait une organisation spatiale particuliéere de I'ADN, par son
association avec des protéines, les histones. Cette association « ADN-histones » forme une structure

nucléo-protéique, la chromatine (Fig1).

La chromatine permet la compaction de I'ADN a l'intérieur du noyau de la cellule.
A son niveau maximal de compaction, la chromatine permet la structuration des chromosomes,
déterminante pour le bon déroulement du processus de division cellulaire, la mitose (Fig 2). La
structure chromatinienne est donc déterminante pour le contréle de la prolifération cellulaire et la

stabilité génétique des cellules.

En plus de ce réle structurant, la chromatine peut, localement sur le génome, par son dynamisme de
compaction-décompaction, réguler I'accés a I'ADN et donc I'ensemble des processus nécessitant cet
acces (transcription, épissage, réplication, réparation des cassures etc...). Elle gére également,
notamment via les modifications ayant lieu sur les histones et sur 'ADN lui-méme, le recrutement des

protéines nécessaires d ces processus.

A la structure de la chromatine

Les histones sont des petites protéines, d’une dizaine de KiloDaltons (Kd), riches en acides aminés
basiques et donc chargées positivement. Ceci leur permet une interaction étroite avec I’ADN, lui-
méme chargé négativement au niveau des phosphates. Autour d’'un octamére d’histones viennent
s’enrouler 146 paires de bases d’ADN, formant l'unité de base de la chromatine : le nucléosome.
Deux dimeres identiques formés des histones H3-H4 viennent former un tétramere, qui se retrouve
encadré par deux autres dimeres identiques H2A-H2B. La structure a haute résolution obtenue en
cristallographie en 1997 (Fig 3) met en évidence, en plus du domaine globulaire de chaque histone,
une partie N-terminale qui s’échappe a I'extérieur du nucléosome, laissant accessible de 15 a 38
acides aminés non structurés, qui peuvent subir des modifications post-traductionnelles impactant la

structure de la chromatine (Luger et al. 1997).
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Figure 4 : Les divers niveaux de compaction de la chromatine en microscopie électronique.

Modifié d’apres (Trojer and Reinberg 2007)

Figure 5 : Plan schématisé de la partie dynamique de la chromatine. La dynamique de la chromatine

est influencée par 3 mécanismes, eux-méme interconnectés.
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L’enchainement des nucléosomes constitue alors une fibre de chromatine, qui peut étre ou non
complétée par la présence d’une histone de plus grande taille (21Kd) I’histone H1 (Trojer and
Reinberg 2007). La fibre de chromatine, de 11nm, peut alors se compacter jusqu’a une fibre de
30nm, qui va elle-méme connaitre des niveaux de compaction supérieurs, atteignant son maximum

de compaction dans le chromosome métaphasique (Fig 4)

B la dynamique de la chromatine

Je présenterai ici les 3 grands mécanismes responsables de la dynamique de la chromatine : les
modifications post-traductionnelles des histones, la méthylation de I’ADN, et le remodelage ATP-
dépendant. Nous verrons au fur et a mesure du manuscrit, la forte interconnexion entre ces

différents mécanismes, permettant la régulation de cette dynamique chromatinienne (Fig 5).

e 1 les modifications post-traductionnelles d’histones

a Présentation générale

Les histones peuvent subir différentes modifications post-traductionnelles, majoritairement dans la
partie N-terminale sortant du nucléosome, mais aussi a I'intérieur de ce dernier, dans le domaine
globulaire. Ces modifications chimiques, catalysées par des enzymes spécifiques, sont de différentes
natures, et touchent différents résidus (Fig 6/7). Les résidus modifiés créent des sites de recrutement
pour des domaines protéiques, et certaines modifications entrainent un changement de charge
altérant l'interaction histone-ADN, impactant la compaction de la chromatine (Bannister and
Kouzarides 2011). C’est par ces deux processus, altération de la charge et création de site de
recrutement, que les modifications post-traductionnelles interviennent dans les différents processus
faisant intervenir la molécule d’ADN. De plus, il est intéressant de noter qu’une modification d’histone
peut agir simplement en empéchant la possibilité d’'une autre modification sur le méme résidu. C'est
par exemple le cas de la lysine 9 de I’histone H3 (H3K9) qui peut étre soit méthylée, soit acétylée (Rea
et al. 2000). Une modification peut également influer sur la mise en place d’une autre marque sur un
autre résidu, phénomeéne de «cross-talks » (Fig 7). Par exemple, sur des essais in vitro, la
phosphorylation de la sérine 10 de I'histone H3 (H3S10P) empéche la méthylation sur la lysine 9 de
cette méme histone (H3K9me3) (Rea et al. 2000),(Duan et al. 2008). Le génome est couvert de ces
modifications d’histones, et Il est suggéré en 2001 dans le « code des histones », que c'est la
combinaison de ces modifications qui décidera localement de lissu de tout processus ADN-

dépendant d’une région génomique (Jenuwein and Allis 2001). Bien que ces modifications aient
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modification de
Modification Résidu charge
Acétylation Lysine (K) Neutralisation
Méthylation Lysine (K) Non
Arginine (R) Non
Glutamine (Q)
Phosphorylation Sérine (S) Négative
Thréonine (T) Négative
Tyrosine (Y) Négative
Deimination Arginine (R) Neutralisation
Arginine monométhylée Neutralisation
B-N-acetylglucosamine Sérine (S) Non
Thréonine (T) Non
ADP rybosilation Glutamate (Glu) Négative
Arginine (R) Négative
Ubiquitylation Lysine (K) Non
Sumoylation Lysine (K) Non
Isomerization Proline (P) Non
Clipping Queue d’histone Neutralisation
2-hydroxyisobutyrylation  Lysine (K) Neutralisation

Figure 6 : Tableau récapitulant diverses modifications post-traductionnelles et leur impact sur la
charge du résidu touché. Non exhaustif (Bannister and Kouzarides 2011), (Tessarz et al. 2014), (Dai et

al. 2014).

Figure 7 : Exemple de modifications possibles sur les extrémités N-terminales des histones, et de
leurs « cross-talks ». Un effet positif sur la mise en place est représenté par une fleche, et un effet

négatif par un trait barré. D’aprés (Bannister and Kouzarides 2011)
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Figure 8 : Mécanisme d’acétylation sur les lysines. D’aprés (Kuo and Allis 1998)

Figure 9 : Schéma de I'effet de I'acétylation des histones sur la chromatine. Kac : Lysine acétylée

Figure 10 : Représentation de 'acétylation de la lysine 64 de I’histone H3 au sein d’un nucléosome,
lllustrant le concept de modification au niveau de la surface latérale du nucléosome. Alors qu’on
distingue sur cette image les extrémités N-terminales sortantes des histones, H3K64ac se situe sur la

surface latérale du nucléosome. Bleu : dimére d’H3. D’apres (Di Cerbo et al. 2014)
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principalement lieu sur les histones déja incorporées dans la chromatine, certaines ont lieu sur les
histones libres dans le cytoplasme. La plupart de ces modifications peuvent étre effacées, parfois de
facon extrémement dynamique, si participant a des processus rapides, tels que I'activation d’un gene

face a un stress.

Les modifications d’histones soient nombreuses (Figb), et de nouvelles modifications ont été
récemment découvertes (Tan et al. 2011),(Dai et al. 2014). Pour Le besoin de cette these, je décrirai
uniquement les mécanismes d’acétylation et de méthylation des histones, en m’attardant plus

largement sur I'acétylation.

o

L’acétylation des histones

- 1 Mécanisme

Décrite des 1964 (Allfrey et al. 1964), cette modification consiste en I'ajout sur une lysine, d’un
groupement acétyl en provenance d’un acétylCoA, catalysé par des enzymes spécifiques, les HATs
(Histones AcétylTransférases) ou KATs (Lysines Acétyltransférases), et réversible par une deuxieme

classe d’enzymes, les HDACs (HistonesDéACétylases) (Fig8).

- 2 Décompaction de la chromatine

La lysine est un résidu chargé positivement, et son acétylation neutralise cette charge (Fig 8).
L'acétylation des histones a donc pour impact d’affaiblir la liaison entre les histones et les charges
négatives des phosphates de 'ADN, et de décompacter la chromatine (Fig 8/9). En 1994, une région
d’hyper-acétylation est mise en évidence sur le locus de la B-globine de poulet, et coincide avec une
hypersensitivité a la DNAse, c'est-a-dire a une zone décompactée, mettant en corrélation I'acétylation
des histones et la décompaction de la chromatine (Hebbes et al. 1994). En 2006, il est montré que
I'acétylation de la lysine 16 de I’histone H4 (H4K16ac) provoque in vitro la décompaction de la fibre
de 30 nm (Shogren-Knaak et al. 2006). Bien que les auteurs de cette étude n’aient pas testé d’autres
résidus, cette marque est considérée comme la plus associée a la décompaction, notamment car on
la retrouve hyper-enrichie sur le chromosome X male de la drosophile, qui est hyper-décompacté et

hyper-transcrit (Deng et al. 2013).

En plus des sites d’acétylation des extrémités N-terminales, différents sites d’acétylation ont été
identifiés ces derniéres années dans les domaines globulaires des histones, participant a faire évoluer
la vision qui assignait le domaine globulaire des histones a une fonction de structuration alors que la
partie N-terminale était dévouée a la signalisation (Tropberger and Schneider 2013). Ainsi, sur

I’histone H3 ou plusieurs acétylations ont été récemment découvertes dans le domaine globulaire, les
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sites acétylables ne sont pas distribués de maniére aléatoire au sein de ce domaine. lls se trouvent
concentrés sur la surface latérale, c'est-a-dire sur la région en contact proche avec I'ADN, et

affaiblissent ainsi I'interaction histone-ADN (Fig 10).

Finalement, I'effet du changement de charge provoqué par l'acétylation n’affecte pas uniqguement
I'interaction ADN-histones. Luger et al, en 1997, proposent qu’H4K16ac affecte I'interaction entre les
dimeéres H2A-H2B de deux nucléosomes adjacents, décompactant la chromatine (Luger et al. 1997).
On peut également citer I'acétylation d’H4K91 qui est mise en place dans le cytoplasme, et se trouve
a linterface entre le tétrameére H3/H4 et les diméres H2A/H2B, et qui affecterait I'assemblage du

nucléosome (Ye et al. 2005).

- 3 Plateforme de recrutement

La lysine acétylée constitue un site de recrutement pour les protéines, au nombre de 46 chez
I’'homme, comprenant un ou plusieurs bromodomaines. Ces domaines se retrouvent dans des
complexes d’enzyme de remodelage de la chromatine, des régulateurs transcriptionnels, ou chez des
HATs elles-mémes (par exemple P300 ou Gcn5) (Filippakopoulos et al. 2012). On trouve également
un double bromodomaine dans la protéine TAF1 (TBP-associated factor 1), une sous-unité du
complexe TFIID, qui intervient dans I'assemblage de la machinerie de transcription de la RNA polll,
liant I'acétylation a l'initiation de la transcription (Jacobson et al. 2000). Des tests de liaison in vitro
de protéines a bromodomaine, sur des puces de peptides de fragments des différentes histones avec
diverses combinaisons d’acétylations, de méthylations et de phosphorylations, révelent dans la
liaison spécifique de ces bromodomaines, I'importance des combinaisons de modifications, plutot
que la reconnaissance d’une seule acétylation (Filippakopoulos et al. 2012). Ces dernieres années
ont été identifiées deux protéines contenant chacune un domaine « bromodomaine-like », qui
different des bromodomaines canoniques, mais sont néanmoins capables de lier des lysines acétylés
(Wang et al. 2015),(Qian et al. 2013). L'une de ces protéines (PA200) se trouve étre une sous-unité
dans des complexes protéasomes. Cette étude confere un nouveau réle a I'acéylation des histones
qui est d’agir comme signalisation pour la dégradation des histones de maniére indépendante de
I"'ubiquitination (Qian et al. 2013). En 2010, la protéine DPB3b, une protéine a domaine PHD,
domaine plutét connu pour se lier aux lysines méthylées, a également été identifiée comme capable
de reconnaitre I'acétylation de la lysine 14 de I’histone H3, élargissant le champ des « readers » des

lysines acétylées au-dela du champ des protéines a bromodomaines (Zeng et al. 2010)
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- 4 Activation de la transcription

La décompaction de la chromatine, en permettant I'acces a 'ADN, correspond a un état permissif a
I'activation de processus tels que la transcription, liant implicitement I'acétylation des histones a
I'activation de la transcription. En 1991, une étude dans la levure montre que la mutation des résidus
acétylés de I'histone H4 (les lysines 5, 8, 12 et 16), provoque la diminution de la transcription d’un
géne rapporteur (Durrin et al. 1991). C’est en fait de nombreuses études qui ont confirmé de
manieres diverses, 'importance de l'acétylation des histones, et des HATs dans la transcription.
Lapparition de l'analyse a grande échelle, par immunoprécipitation de chromatine couplée a du
séquencage (ChIP-seq), a permis en 2008, d’étudier dans des cellules humaines, la corrélation entre la
présence de différentes modifications d’histones au niveau des promoteurs et I'état transcriptionel
des génes (Wang et al. 2008), corrélant largement les acétylations d’histones a Iactivation
transcriptionelle. De plus ces données démontrent une nouvelle fois la complexité résidu-spécifique
puisque différentes acétylations sont réparties sur différentes parties des genes. Par exemple la lysine
12 de I'histone H4 (H4K12ac) se trouve plutbt enrichie au niveau du promoteur mais également sur le
corps du géne transcrit, alors que l'acétylation de la lysine 9 de I'histone H3 (H3K9ac) se trouve
spécifiquement enrichie sur les promoteurs de ces genes (Wang et al. 2008). Un an aprés, en 2009,
une autre étude en ChlP-seq du méme groupe, cette-fois ci portant sur les HATs et les HDACs,

renforce ce lien entre acétylation et transcription (Wang et al. 2009).

- 5 HATs et HDACs

Il existe deux classes de HATs : les HATs de type A et de type B (Parthun 2011). Les HATs de type B
sont majoritairement cytoplasmiques, bien que des données récentes suggerent leur présence et
fonctions dans le noyau de la cellule. Elles acétylent ainsi les histones libres nouvellement
synthétisées. Les HATs de type A, sont quand a elles nucléaires et acétylent des histones déja
incorporées. Chez les mammiferes, Les HATS de type A sont divisées en 3 classes principales, la
famille Gen5/PCAF, les MYSTs, et la famille P300/CBP, basées sur leur homologie avec les HATs
trouvées chez la levure a bourgeon S.cerevisiae. Toutes ces HATS ont des spécificités de résidus, de

répartition sur le génome, et sont impliquées dans différents processus cellulaires.

Les HDACS sont réparties en 4 classes : I, Il, lll et IV, la aussi basées sur leur conservation avec la
levure ; la classe trois étant la seule a utiliser du NAD+ comme cofacteur, au lieu du Zn2+ pour les
autres classes. On peut donc inhiber, a visée médicale ou pour étude, ces deux catégories de HDACs
de maniére indépendante via différents inhibiteurs (les mieux caractérisés étant la TSA ou le SAHA
pour la classe | et Il, et le nicotinamide pour la classe lll). En effet, les HDACS sont actuellement des

cibles thérapeutiques pour le traitement de certains cancers (Eot-Houllier et al. 2009).
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Chimiquement, I'acétylation est un cas particulier d’acylation, et diverses acylations d’histones,
encore mals connues ont été découvertes ces dernieres années, et sont des substrats pour les HDACs
(Rousseaux and Khochbin 2015). Or, deux cas d’acylations, la propionylation et la butyrylation, sont
mises en place sur des lysines par les acétyltransférases P300 et CREB-binding protein (Chen et al.
2007). Le fait que des HATs/HDACs puissent mettre en place et éliminer d’autres modifications que
|"acétylation, et ce sur des lysines, entraine une compétition entre ces différentes marques, et fait
apercevoir un nouveau hiveau de complexité de la spécificité des HATs/HDACs. Finalement, il ne faut
pas oublier que la pluparts de ces HATs et HDACS, ciblent également des protéines non-histones,

jouant en fait sur un « acétylome » cellulaire conséquent (Choudhary et al. 2009).

[ la méthylation des histones

- 1 Mécanisme

La méthylation des histones a lieu sur les lysines, les arginines, ou dans un seul cas connu sur un
résidu glutamine, et consiste en I'ajout d’un groupement méthyl en provenance d’'un S-
adénosylméthionine. Contrairement a I'acétylation, elle ne modifie pas la charge des histones. Elle
agit donc uniquement comme plateforme de recrutement (les lysines méthylées recrutant des
protéines possédant des domaines TUDOR, WD40, PHD, MBT, PWWD et chromodomaines, et les
arginines méthylées des domaines TUDOR) ou en empéchant une autre modification du méme
résidu. Elle peut également empécher une autre modification sur un résidu adjacent : phénomeéne de
« cross-talk ». Ce phénomeéne est bien illustré par le cas de la méthylation des lysines 4 et 9 de
I'histone H3 qui sont mutuellement exclusives (Nishioka et al. 2002). Comme précédemment
mentionné pour le recrutement des bromodomaines sur les lysines acétylées, le recrutement d’une
protéine semble dépendre d’une combinaison de modifications et non d’un seul résidu, et la
présence d’une méthylation pourrait empécher ou favoriser le recrutement d’'une autre enzyme de
modification sur un résidu adjacent. Néanmoins, les mécanismes qui expliquent ces « cross-talks »

sont encore a I'étude (Verrier et al. 2011).

- 2 Méthyltransférases et déméthylases

La méthylation des lysines est mise en place par des KMT (Lysine Méthyltransférases) et réversée par
des KDM (Lysine Déméthylases). Une méme lysine peut étre mono, di, ou tri méthylée, et les KMT et
KDM sont spécifiques non seulement du résidu, mais également du niveau de méthylation de ce
dernier. Par exemple I'enzyme SUV39H1 va catalyser I'ajout de deux groupements méthyl sur la
lysine 9 de I'histone H3 déja monométhylée (H3K9me), pour la transformer en H3K9me3 (Peters et

al. 2003). Une arginine peut étre mono ou di-méthylée, la di-méthylation pouvant étre a- ou -
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disymétrique, par une PRMT (Protein Arginine N-méthyltransférase), puis déméthylée ou

transformée en citruline par une enzyme PAD.

- 3 Méthylation des histones et transcription

La cas de la méthylation d’H3K4/K9 illustre le réle résidu-dépendant des méthylations des lysines
dans la régulation de la transcription puisque, quand présentes sur un promoteur, ces méthylations
sont associées a |'activation de la transcription pour la triméthylation de K4, et a la répression pour la
triméthylation de K9 (Verrier et al. 2011). La role de la méthylation des arginines dépend elle aussi du
résidu modifié (Litt M 2009). Quand a la méthylation de la glutamine, il n’existe qu’un résidu connu
sur I'histone H2A, associé a la régulation de la transcription d’'un ARNr de maniére encore discutée

(Leonhardt and Hake 2014).

e 2 La méthylation de ’ADN

La méthylation a lieu sur le carbone 5 des cytosines. Cette méthylation a lieu au niveau des

dinucléotides Cytosine-Guanine (CpG).

|

les enzymes

Les enzymes responsables de cette méthylation sont les DNMT (DNA Méthyl-Transférases). Les
DNMT3A et DNMT3B sont a elles deux (leur fonctions n’étant pas totalement redondantes (Okano et
al. 1999) responsables de la méthylation « de novo ». En effet, elles mettent en place le patron de
méthylation en fonction du type cellulaire au cours de 'embryogenése. La méthylation de 'ADN est
indispensable lors du développement de la souris, et affecter de maniéere drastique sa mise en place
est létal (Li et al. 1992). 'enzyme DNMT3L interagit avec DNMT3 a et b, pour augmenter leur activité.
DNMT1, quant a elle, est la DNMT « de maintenance », qui maintient le patron de méthylation mis en
place par les DNMT3, en ciblant ’'ADN hémi-méthylé au moment de la réplication du génome. Il existe
également une DNMT2, mais qui semble avoir peu d’activité catalytique, et sa délétion dans des
cellules ES ne cause aucun effet sur le taux de méthylation global (Klose and Bird 2006). Les trois
autres modifications de I’ADN, I’hydroxyméthylation (5hmC), la formylation (5fC) et la carboxylation
(5caC), sont en fait le résultat d’'une métabolisation d’'une cytosine méthylée (5mC), par des enzymes
TETs, par hydroxylation de la 5mC en 5hmC, puis par l'oxydation de la 5hmC en 5fC et 5caC. Ces
modifications semblent avoir des implications propres dans la régulation transcriptionelle, et des
mutations et translocations impliquant les genes codant pour les TETs ont été associées a certaines
pathologies hématologiques (Dawson and Kouzarides 2012). Ces modifications représentent le

principal mécanisme de déméthylation actif de 'ADN. Une déméthylation passive peut avoir lieu par
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dilution lors de la réplication semi-conservative de 'ADN, lors de I'absence, ou de I'inhibition (par une

drogue comme la 5azacytidine par exemple) de la DNMT de maintenance DNMT1.

b Méthylation de I’ADN et transcription

Les régions du génome riches en GC constituent des cibles particuliéres appelées ilots CpG. Ces ilots
couvrent environ 65% des régions promotrices des genes dans les cellules humaines, et la
méthylation de ces promoteurs est corrélée a la répression de la transcription, alors que les
promoteurs non méthylés sont généralement associés a des geénes transcriptionellements actifs. Dans
de nombreux cancers est observée une méthylation anormale de 5-10% de promoteurs normalement
non méthylés, affectant ainsi I'expression des ARNm, mais aussi de nombreux ARN non codants. Des
inhibiteurs de DNMT (par exemple la 5-azacytidine), sont actuellement utilisés en clinique dans les
traitements de certains cancers (Dawson and Kouzarides 2012). Au-dela des génes, la méthylation de
'ADN est en fait principalement présente au niveau des séquences répétées du génome, qui
correspondent a de la chromatine condensée et inactive transcriptionellement (décrites de maniéere
extensive plus tard dans ce manuscrit), et est notamment impliquée dans la répression des
transposons. La méthylation de I’ADN est donc clairement associée a la répression transcriptionelle.
Premiérement, la méthylation de I'ADN pourrait empécher le recrutement de certains facteurs
d’activation de la transcription sur 'ADN. Deuxiemement, les CpG méthylés sont reconnus par des
protéines MBD (Méthyl-CpG binding domain), qui elles-mémes recrutent des enzymes de
modifications de la chromatine. De plus, les DNMT3, en plus de leur role catalytique de méthylation,
interagissent avec des histones methyltransférases et des HDACs, permettant leur ciblage sur les
zones d’ADN méthylé (Klose and Bird 2006). Cependant, on retrouve également un haut niveau de
méthylation de 'ADN dans le corps de certains genes activement transcrits, venant apporter un
nouveau niveau de complexité, par la distribution spatiale de cette méthylation (Dawson and

Kouzarides 2012).

e 3 Les complexes de remodelage ATP-dépendant

Les complexes ATP-dépendant peuvent, grace a leur activité ATPase, déplacer les nucléosomes (par
relachement, glissement ou éjection de ces derniers), et ainsi moduler I'accés a I’ADN. Les ATPases
de ces complexes sont classées en 4 classes basées sur leur structure. On note qu’elles possedent des
domaines tels que bromodomaine ou chromodomaine pouvant lier respectivement lysines acétylées
ou méthylées, appuyant l'interconnexion entre tous ces mécanismes de dynamique de la
chromatine. En 2004, Cosgrove et al proposent que les enzymes de remodelage ATP-dépendant
fonctionnent en coopération avec les modifications post-traductionelles d’histones sur la surface

latérale du nucléosome. Dans ce modele, les enzymes de remodelage utilisent I'énergie de
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I’'hydrolyse de I’ATP pour exposer les sites modifiables de la surface latérale du nucléosome,
normalement « cachés » par la conformation de I’ADN. Les modifications qui ont alors lieu, telles que
H3K56ac ou H3K122ac, affectent l'interaction histone-ADN, et permettent le glissement du
nucléosome (Cosgrove et al. 2004). Ces complexes de remodelage peuvent également, en
coordination avec des protéines chaperons, permettre I'’échange des histones H1, H2A, H2B, H3 et
H4, qui sont les histones dits « canoniques » avec des « variants » de ces histones. Alors que les
histones canoniques sont produites et incorporées pendant la phase de réplication de I’ADN (phase
S), les variants d’histones peuvent |'étre a d’autres phases du cycle cellulaire. Les variants d’histones
peuvent différer de leur histone canonique de maniere importante comme c’est le cas pour
macroH2A, qui a une taille trois fois supérieure a celle d’'H2A ; ou en étre trés proche, comme H3.3,
qui ne varie d’'H3 (H3.1) que par 5 acides aminés. Ces variants d’histones sont impliqués dans des
processus cellulaires variés, tels que la régulation de la transcription, ou encore la réparation des
dommages de I’ADN. Dans cette thése je m’intéresserai particulierement au variant d’histone H2Az,
pour son implication dans l'instabilité génétique. En effet, H2Az, qui difféere d’H2A par sa partie C-
terminale, est présent au niveau des péricentromeéres (Boyarchuk et al. 2014), et la diminution de
son expression dans des cellules de mammiferes provoque une anomalie de ségrégation des

chromosomes lors de la mitose (Rangasamy et al. 2004).
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Réticulum endoplasmique

Membrane nucléaire

Euchromatine
Nucléole

Hétérochromatine

Figure 11 : Hétérochromatine. Dans un noyau en interphase vu en microscopie électronique, on
distingue I'euchromatine (claire, décondensée, active transcriptionnellement) de I’"hétérochromatine

(sombre, condensée, inactive transcriptionnellement).

(tiré de http:// academics.hamilton.edu/biology/kbart/image/nucleus.jpg).

Figure 12 : Schéma des deux grands états de la chromatine. L'euchromatine est décompactée, et les

histones sont acétylées sur les lysines (Kac) par des Histones Acétyltransférases (HAT).

L’hétérochromatine est compactée et riche en Histone DéAcétylases (HDACs).
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L’hétérochromatine

A Euchromatine et hétérochromatine

La chromatine atteint son niveau de condensation maximale en mitose, et se décondense en partie
pendant le reste du cycle cellulaire, I'interphase (Fig 2), ol de nombreux processus ont lieu, qui
nécessitent une régulation fine de I'acceés a I’ADN. En 1928, le botaniste allemand Emil Heitz observe
que certaines régions chromosomiques ne subissent pas cette décondensation post-mitotique, et
sont visibles comme des régions denses en microscopie dans le noyau de la cellule (Fig 11). Il nomme
cet état I’hétérochromatine, qui correspond a un état inactif transcriptionnellement, condensé, ou
I’ADN est peu accessible. Il 'oppose a I'euchromatine, qui est décondensée et accessible pendant
I'interphase. Ces deux états se confirment lors de digestions a la nucléase, révélant le caractere
inaccessible des séquences hétérochromatiniennes. Dans les années 1960, plusieurs études
montrent |'absence de transcription dans ces régions compactées. On considere alors
I’hétérochromatine comme du « garbage DNA » (déchet génomique), soit de I'ADN inutile, a
I’époque ol toutes les attentions se focalisent sur les genes dont les transcrits codent pour des
protéines. Cette vision a beaucoup évolué, puisqu’on sait aujourd’hui que seulement 2% environ du
génome humain contient des genes codant pour des protéines, 98% du génome étant donc non-
codant, mais pas pour autant non-transcrit. La découverte de nombreux ARN non-codants et de leur
fonctionnalité témoigne de I'importance de cet ADN non codant. Une distinction principale entre
hétérochromatine et euchromatine est le niveau d’acétylation des histones, hyperacétylées dans
I’euchromatine (puisque chromatine décondensée) et hypoacétylées dans |’hétérochromatine
(puisque chromatine compactée) (Fig 12). L’hétérochromatine, qui sera la structure qui nous
intéresse dans ce manuscrit se caractérise donc par sa richesse en HDACs, maintenant le niveau

d’acétylation des histones au minimum.

B HDACS et hétérochromatine

L'hétérochromatine est caractérisée par un taux d’échange des histones lent, permettant une
stabilisation de la structure, alors que I'euchromatine est caractérisée par un taux d’échange rapide.
Chez la levure a fission S.pombe, 'HDAC ClIr3 participe a la suppression des échanges d’H3 au niveau

de I’'hétérochromatine, et il est proposé un modele dans lequel les HDACS, en plus de maintenir le
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taux d’acétylation des histones au plus bas, participeraient de maniére générale au maintien de
I’hétérochromatine en limitant ce taux d’échange des histones (Aygin et al. 2013). La levure a
bourgeon S.cerevisiae représente un paradigme du role des HDACs dans I'hétérochromatine. Elle y
est médiée par le complexe des protéines Sir, composé des HDACs Sir2, Sir3 et Sir4, qui recouvre
I'intégralité de I'hétérochromatine. En effet, la frontiére entre télomere et euchromatine adjacente
est dépendante de I'équilibre entre Sir2 et I'acétyltransférase Sas2, toute deux particulierement
spécifiques de H4K16ac (Wang et al. 2014). Ainsi, c’est I'équilibre entre des HATs et HDACs qui
détermine la frontiére euchromatine/hétérochromatine dans ce modeéle. Un autre exemple de
I'importance des HDACs dans I’'hétérochromatine a été mis en relief par I'utilisation d’inhibiteurs
d’HDACs (HDACI), notamment la trichostatine A (TSA), qui provoque une hyper-acétylation d’H4 aux
péricentroméres, provoquant une déstructuration de cette hétérochromatine, avec des défauts

mitotiques (Taddei et al. 2001).

C Hétérochromatine facultative / constitutive

On distingue aujourd’hui deux classes d’hétérochromatine: constitutive et facultative.
L'hétérochromatine constitutive correspond aux régions qui sont compactées de maniere
permanente au cours du cycle, quel que soit le type cellulaire, et a tous les stades du développement
a partir de sa mise en place. Ces régions sont effectivement globalement dépourvues de genes, mais
ne sont plus vues comme des régions « inutiles », mais bien comme des régions qui révélent des
fonctions cellulaires encore en cours d’investigation. L'hétérochromatine facultative permet la
compaction et la répression transcriptionelle de régions qui contiennent généralement des génes
codants pour des protéines. Contrairement a I’hétérochromatine constitutive, cette compaction
« facultative » differe en fonction du type cellulaire, et dépendemment du contexte temporel et
spatial. Bien que toutes deux condensées, et partageant certaines inter-connections moléculaires,
ces deux hétérochromatines constituent vraiment deux champs d’investigation distincts. Leur mise
en place semble mutuellement exclusive, et les mécansimes qui permettent de passer de 'une a
I’autre sont encore en cours d’investigation (Saksouk et al. 2014). Néanmoins, qu’elle soit facultative
ou constitutive, une distinction principale entre hétérochromatine et euchromatine reste le niveau
d’acétylation des histones. Les exceptions et les nuances a ce dogme feront I'objet de la partie D de
cette introduction. De plus, Il arrive parfois que la frontiére entre ces différents états soit floue, et

certaines régions génomiques, ou situations, peuvent étre difficiles a classifier de maniére si stricte.
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Figure 13 : Schéma d’un chromosome de mammifére (ici métacentrique, avec le centromeére au

centre du chromosome). PCT : Péricentromeéres. CT : Centromeres.

33



e 1 Hétérochromatine facultative

Cette hétérochromatine se situe sur des régions qui ne doivent pas étre réprimées de maniere
définitive, mais qui ont besoin d’une compaction spatio-temprelle dépendante du contexte. Cette
hétérochromatine est impliquée dans la régulation des processus développementaux par I'extinction
de génes lors de la différenciation cellulaire. Elle permet notamment I'extinction d’un large cluster de
génes développementaux, les génes homéotiques « Hox». Mais le cas le plus connu
d’hétérochromatine facultative est I'exctinction du chromosome X, qui chez les mammiféeres a lieu
sur l'intégralité d’'un chromosome, dans chaque cellule chez les femelles. Moléculairement on
retrouve de maniére générale I'hypoacétylation des histones, la méthylation de I’ADN, la mono ou
tri-méthylation de la lysine 20 de I’histone H4, I'implication des complexes Polycombs (PRC1 et PRC2)
qui participent entre autre a la mise en place de la tri-méthylation de la lysine 27 de I'histone H3,

ainsi qu’une composante ARN (généralement un long ARN non-codant).

e 2 Hétérochromatine constitutive

a Séquences répétées en tandem

L’hétérochromatine constitutive est toujours basée sur des séquences répétées dans le génome, et
est répliquée en fin de phase S. Chez les mammiféres, on distingue principalement 3 grandes
structures. Les télomeéres, qui protégent les extrémités des chromosomes ; les centromeéres, zone de
constriction du chromosome, qui représente le site d’assemblage du complexe de protéines
nécessaire a la ségrégation des chromosomes (le kinétochore); et les péricentroméres, qui
encadrent les centromeres et participent a la ségrégation des chromosomes (Fig 13).
Génomiquement, ces régions constituent des larges blocs de séquences répétées (satellites, pour les
centromeéres et péricentroméres, mini-satellites pour les télomeéres), pauvres en genes, et ont
longtemps été considérées comme inertes transcriptionellement. En réalité, elles ont toutes en
commun la transcription de ces séquences répétées en longs ARN non codants, impliqués de
différentes maniéres dans leur propre formation et maintien. Bien que ces structures soient
différentes, on retrouve une signature épigénétique assez caractéristique, avec notamment la
protéine HP1 (Heterochromatin Protein 1), la méthylation de la lysine 9 de I'histone H3, ainsi que
bien sur une hypoacétylation des histones et une méthylation de I'’ADN. Ces trois régions
représentent a elles seules une proportion importante du génome. Par exemple, chez la souris, les
séquences péricentromériques peuvent représenter jusqu’a 10% du génome. De plus, le génome des
mammiféres contient plusieurs centaines de copies de genes codant pour les ARN ribosomiques
(rDNA) regroupés en large clusters. La proportion des rDNA qui sont transcrits dans une cellule est

dépendante des besoins métaboliques de la cellule.
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Figure 14 : Composition du génome humain. D’apres (Jasinska and Krzyzosiak 2004)

Figure 15 : Cycle du rétro-transposon LINE. Les protéines traduites de 'ORF1/2 (ORF1p et ORF2p)
s’associent avec leur propre ARN, formant un complexe RNP (RNP complexe). La synthese de I’ADN

L1 dans le noyau est ensuite basée sur une transcription inverse par génération de primers (TPRT).

D’apres (Koito and Ikeda 2013)
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Néanmoins méme dans une cellule métaboliquement tres active, il existe toujours une proportion de
ces genes qui se trouvent réprimés sous une forme d’hétérochromatine. Ces copies sont également
répliquées tardivement, en fin de phase S, et font également intervenir dans leur répression
transcriptionnelle un ARN non codant via le complexe de remodelage NoRC. S’ajoute a ces régions le
locus MAT (Mating type locus), le locus de déterminisme du sexe chez la levure S.pombe (organisme

modele qui a été et est tres utilisé dans I'étude de I’hétérochromatine constitutive)

b Séquences répétées dispersées

On trouve également des séquences répétées dispersées dans le génome, qui sont aussi sous forme
d’hétérochromatine, mais dont le statut d’hétérochromatine constitutive peut étre discuté. Ce sont
essentiellement des transposons, c'est-a-dire des séquences capables de se multiplier dans le
génome. On trouve des transposons a ADN, qui se coupent et se réintegrent ailleurs dans le génome,
et les rétrotransposons a ARN, qui utilisent un intermédiaire ARN et sont donc sujet a une régulation
transcriptionelle. Parmis ces derniers, on retrouve entre autre les séquences SINEs (Short
interspersed nuclear elements), dont la plus connue est la séquence Alu, et les LINEs (Long
interspersed nuclear elements), dont je ferai une description plus compléte. Dans le génome existent
d’autres séquences qui ne sont pas nécessairement sous forme d’hétérochromatine, les micro-
satellites, qui sont des séquences de 1 a 6pb, répétées sur environ 150 pb maximum, et qui peuvent
se trouver dans des exons ou des introns de génes, aussi bien que dans I'hétérochromatine, et les

mini-satellites hypervariables (entre 9 et 24pb) (Fig 14).

- 1Séquences LINEs

Ces sont des séquences de 6 Kb environ présentes dans tous les génomes de mammifere. Elles
contiennent une 5'UTR, une 3’UTR, deux promoteurs (le promoteur sens qui permet I'expression, et
un antisens impliqué dans la régulation), ainsi que les séquences nécessaires pour la polyadénylation
et la maturation de I’ARN. Sont ainsi transcrits (ensemble ou séparément ((Kines and Belancio 2012))
deux cadres ouverts de lecture (ORFs), L'ORF1 codant pour une I'endonucléase, et I'ORF2 pour une
transcriptase inverse. Ainsi, une fois la séquence LINE transcrite, son ARN est rétrotranscrit grace a la
transcriptase inverse, et 'ADN complémentaire obtenu peut étre réintégré ailleurs dans le génome
grace a I’endonucléase (Fig 15). Autrement dit cette séquence posséde, et ne posséde d’ailleurs que
cela, tout ce qu’il est nécessaire pour se répliquer et s’'insérer de maniére autonome dans le reste du
génome. C'est d’ailleurs le seul rétrotransposon a posséder une rétrotranscriptase et de ce fait a étre
autonome. Les autres rétrotransposons, comme par exemple les SINEs, utilisent la rétrotranscriptase
des LINEs, et la régulation des LINEs influe donc sur I'activité des autres rétrotranposons. Les LINEs

représentent 21% du génome humain, bien qu’une faible proportion semble étre véritablement
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capable de rétro-transposition (Belan 2013). En effet, on estime qu’une centaine de LINEs est
vraiment capable de rétro-transposition dans le génome humain. Outre leur éventuelle insertion
dans le corps des génes, qui pourrait perturber la transcription de ces derniers, les séquences LINEs
pourraient également avoir un impact sur cette transcription lorsqu’elles sont simplement insérées a
proximité de genes codants (Ting et al. 2011). Les séquences LINEs représentent donc une potentielle
source d’instabilité génétique pour Ila cellule. Ainsi ces séquences sont normalement
transcriptionellements réprimées, répression qui est perdue dans certains cancers (Ting et al. 2011).
Pourtant, cette transposition des séquences LINEs ne doit pas étre considérée comme uniquement
néfaste. En effet, cette transposition est particulierement active dans les cellules progénitrices
neuronales, et on leur propose un role important dans la diversification neuronale (Upton et al.
2015). De plus, ces séquences sont enrichies au niveau du chromosome X, et il est proposé qu’elles
joueraient un réle dans son extinction (Bailey et al. 2000). Cette transposition des séquences LINEs

doit donc étre éventuellement considérée comme fonctionnellement utile.
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L’hétérochromatine péricentromérique

Les péricentromeres (PCT) sont des régions d’hétérochromatine constitutive importantes pour la
stabilité génétique via leur réle dans la division cellulaire. Ils participent également a la suppression
des recombinaisons pendant la méiose, et a la limitation des centromeéres. lls constituent un modeéle

pour comprendre la formation et la maintenance de I’hétérochromatine constitutive, qui s’avére
complexe. Longtemps percus comme des blocs d’hétérochromatine inertes, les PCT apparaissent en
réalité comme des structures plastiques. C’est notamment a travers I'étude des ARN transcrits dans

cette région malgré la compaction, que les PCT révélent de nouvelles fonctions potentielles.

A La génomique des péricentroméres

e 1 Evolution

Les péricentromeéres constituent une structure conservée puisqu’on les retrouve chez presque tous
les organismes eucaryotes, ou ils se forment sur des séquences répétées. Néanmoins, ces séquences
sont extrémement divergentes entre les espéces, laissant penser que la séquence primaire n’a pas
d’importance capitale pour I’établissement de I'hétérochromatine, et que le ciblage de ces régions se
fait de maniere épigénétique. La méme problématique se pose pour les centroméres qui ont été plus
étudiés que les péricentromeres de ce point de vue. Chez la levure a fission S.pombe comme dans
des cellules humaines, I'apport d’'une séquence d’ADN contenant des séquences centromériques,
peut conduire a la création de mini-chromosomes, contenant des « néocentromeéres » fonctionnels.
Néanmoins des chromosomes ne contenant pas de séquences centromériques arrivent a compenser
ce manque et a créer des « néocentromeéres » sur des séquences non-centromériques. La séquence
serait donc potentiellement suffisante mais pas nécessaire. On trouve également chez le cheval,
I'orang-outang, ou encore le poulet, des centroméres basés sur des séquences non répétées sur
certains chromosomes (Fukagawa and Earnshaw 2014). Il a été proposé pour les centromeres, que
I’épigénétique permette d’agir comme un tampon pour les variations de séquences, offrant une
marge de variation pouvant éventuellement étre bénéfique d’un point de vue évolutif (Murphy and
Karpen 1998). En effet, les séquences satellites qu’elles soient centromériques ou
péricentromériques, sont parmi les régions qui évoluent le plus rapidement des génomes. Il est
proposé que cette divergence participe a lI'isolement reproductif entre les espéces (Ferree and

Prasad 2012). Néanmoins Gilliland et al, en 2015, rapporte une ségrégation chromosomique normale
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Figure 16 : Représentation des péricentromeéres chez différentes espéces. CT : centromeres.

Figure 17 : Organisation spatiale des péricentromeéres et de leurs transcrits chez la souris. DNA-FISH
d’apres (Guenatri et al. 2004). L’ADN satellite majeur, soit les péricentroméres, est marqué en vert,
et I’ADN satellite mineur, soit les centroméres, est marqué en rouge. a : DAPI + Sats majeurs + sats
mineurs. b : DAPI +sats mineurs. c: Sats majeurs + sats mineurs. d : grossissement de c. RNA-FISH
d’apres (Maison et al. 2011). Des sondes contres les ARN satellites majeurs brin-spécifiques (sens en

vert, antisens en rouge) sont utilisées en plus d’'un marquage DAPI en gris.
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lors de la méiose, entre des chromosomes provenant de deux espéces de drosophile dont

I’hétérochromatine est extrémement divergente (Gilliland et al. 2015).

e 2 Les séquences

S.pombe est un organisme tres utilisé pour I'étude des PCTs. Les séquences qui composent les
péricentromeres sont les « outers repeats », composées de deux types de séquences, les dh et les dg,
de 4,4Kb et 4,8Kb, répétées en téte-béche (Fig 16). Ces séquences contiennent elles-mémes un
certain nombre de courtes séquences répétées. Elles sont toute deux riches en bases A et T (adénine
et thymidine), mais ne possedent pas d’homologie entre elles. En revanche les répétitions dh
possedent 80% d’homologie entre elles et les dg 99%. Chez la souris, c’est une seule séquence, les
satellites majeurs (234pb) répétée sur 6 Mb, également riche en AT, qui constitue les
péricentroméres. Chez I’humain on distingue les satellites Beta (68pb), 1 (42pb, enrichie en AT), 2
(5pb) et 3 (5pb), qui sont répartis de maniere différentielle selon les chromosomes, plus ou moins
dégénérées entre ces derniers, et parfois séparées par des séquences « spacer ». Chez ces 3 especes,
on rapporte une transcription de ces séquences en ARN non-codant, qui sera commentée plus tard
dans ce manuscrit. Chez la levure S.cerevisiae, qui n’a pas de péricentromeres a proprement parler,
on observe néanmoins, une homologie entre les séquences qui entourent les centromeres
(séquences CDE) et les satellites humains (Grady et al. 1992). Ces observations montrent bien a quel
point les organisations et les séquences divergent, en revanche nous allons voir que les structures

moléculaires présentent certaines conservations.

e 3 Organisation spatiale

Chez la souris, les séquences satellites majeurs sont trés riches en A et T et répétées sur environ 6
mégabases a c6té du centromere. Le DAPI (4’,6’-diamidino-2-phénylindole), une molécule
fluorescente classiquement utilisée pour marquer I'ADN, se lie a ces bases. Ainsi les régions
péricentromériques sont fortement marquées par ce colorant. Un marquage en DAPI sur des cellules
de souris permet donc de visualiser directement les péricentromeéres, qui s’organisent en foyers : les
chromocentres, décrits par Hsu et al, en 1971 (Fig 17). Plusieurs péricentromeres de différents
chromosomes s’associent dans un seul chromocentre (Guenatri et al. 2004), et les centroméres
(composés de « satellites mineurs »), y sont retrouvés en périphérie, tout comme les transcrits des
satellites (majeurs et mineurs) (Fig 17). Alors que chez S.pombe, les 3 chromosomes se regroupent en
1 seul chromocentre, on retrouve entre 8 et 30 chromocentres dans un noyau de cellule de souris.
Cette organisation spatiale en chromocentres est conservée chez ’homme, bien que non détectable

en DAPI.
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Figure 18 : Principe de variégation. A) Schéma de réarrangement attribuable a I'inversion provoqué
par les rayons X qui place le locus White, normalement localisé dans I'’euchromatine du chromosome
X, a environ 25Kb de la cassure, dans I'hétérochromatine péricentrique. Les photos montrent les
phénotypes associés au niveau de la couleur des yeux. B) Phénotypes associés aux enhancers E(var)

ou suppresseurs de variégation Su(var). D’aprés (Elgin and Reuter 2013).
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En effet, on peut I'observer en réalisant des immunofluorescences contre les composants principaux
des péricentromeres, la protéine HPlalpha, H3K9me3, ou la méthyltransférase SUV39H1. A noter
que la répartition spatiale des chromocentres a l'intérieur du noyau est dynamique en fonction du
contexte. Par exemple, une modification de positionnement des péricentromeéres, ainsi que des
réarangements des chromocentres, peuvent étre détectés dans certaines pathologies (Dupont et al.
2012), ou au cours de processus de différenciation cellulaire (Beil et al. 2002),(Almouzni and Probst
2011). En effet, I'extinction transcriptionelle a long terme nécessaire aux processus de différenciation
cellulaire, semble impliquer des repositionnements de certains génes dans des compartiments

hétérochromatiniens (Beil et al. 2005).

B Le « squelette moléculaire » : SUV39H-H3K9me3-HP1

e 1 Les suppresseurs de variégation

Les péricentroméres de la drosophile sont trés larges, et sont répartis de part et d’autres des
centromeéres (Ho et al. 2014). Ces régions sont riches en éléments transposables, mais contiennent
aussi des genes (Fedoseyeva and Alexandrov 2014),(Smith et al. 2007). Les séquences satellites
semblent varier d’'un chromosome a l'autre, et méme si quelques séquences ont été identifiées
(Andreyeva et al. 2007), et que I’hétérochromatine de la drosophile a été annotée en 2007 (Smith et
al. 2007), les séquences péricentromériques sont assez mal connues. Néanmoins la drosophile a
fourni un modele d’étude tres efficace pour I'étude des péricentromeéres, puisqu’elle a permis
d’identifier les composants majeurs de cette structure par étude de variégation.
La mutation « white » a été découverte en 1910 par Thomas Morgan : elle provoque une absence de
pigmentation des yeux a facettes, normalement rouges, de la drosophile. Le géne touché par cette
mutation a donc été appelé white. En 1930, Muller observe un phénotype nouveau, qu’il appelle
phénotype de variégation. Aprés avoir soumis des drosophiles a des rayons X comme agent
mutagéne, certaines facettes de I'ceil de la drosophile restent rouges, alors que d’autres perdent leur
pigmentation, formant un ceil mosaique, comme si le gene white avait été transcriptionellement
réprimé dans certaines cellules. Apres étude plus approfondie, il est apparu qu’un réarrangement
chromosomique avait eu lieu, provoquant le repositionnement du gene white a proximité d’une
région péricentrique (Fig 18). Ainsi, la propagation de I’hétérochromatine adjacente conduit a
I’extinction transcriptionelle ou non de white, comme si le réarrangement permettait I'éjection d’une
zone barriére. Quoi qu’il en soit ce phénotype constitue le PEV (Position-Effect Variegation). Une
lignée de drosophile au phénotype PEV, a pu étre utilisée pour cribler des mutations, capables

d’augmenter ou de diminuer le PEV. Ces mutations sont nommeées respectivement E(var), pour
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enhancer de variégation, ou Su(var), pour suppresseur de variégation, et ont conduit a l'identification
de protéines qui jouent des réles structurants dans I’hétérochromatine péricentrique, impactant sur
la propagation de cette derniére (Elgin and Reuter 2013). Prés de 150 protéines ont ainsi été
identifiées, mais les plus connues sont Suv(var)2-5, ou Hétérochromatin protein 1 a (HP1a), et la
méthyltransférase Su(var)3-9. Ces deux protéines sont aujourd’hui considérées comme deux
constituants majeurs de I'hétérochromatine, et ce de maniére conservée de S.pombe a I’'homme.
Leur co-localisation au niveau de I'hétérochromatine a d’abord été montrée par marquage
immunohistochimique au niveau des chromosomes polyténes de drosophile, avant d’étre confirmée
dans toutes ces especes de diverses manieres, et notamment grace a I'apparition de la technique de

I'immunoprécipitation de chromatine (ChlIP).

e 2 Les méthyltransférases SUV39H

La protéine SU(VAR)3-9 est conservée de S.pombe a 'homme, puisqu’on la retrouve sous la
dénomination de CIrd chez S.pombe et SUV39H chez la souris et 'homme. SUV39H est la premiére
méthyltransférase d’histone identifiée chez les mammiféres. En 2000, Rea et al démontrent, par un
essai in vitro sur des histones, qu’elle méthyle spécifiquement la lysine 9 de I'histone H3. lls
identifient son domaine catalytique, le domaine SET (Rea et al. 2000). Ce domaine étant le domaine
catalytique que I'on va retrouver dans la quasi-totalité des méthyltransférases par la suite. Il existe 7
familles de méthyltransférases chez les mammiferes, une de ces familles étant la famille SUV39H.
Dans cette famille, qui contient 7 membres, le domaine SET est entouré par des régions Pré-SET et
Post-SET, indispensables pour I'activité méthyltransférase (Volkel and Angrand 2007). SUV39H en est
le membre fondateur, et la méme année que la découverte de SUV39H, a été découverte SUV39H2,
qui lui partage 59% d’identité. Chez la souris, SUV39H1 et SUV39H2 ont des profils d’expression
superposables au cours du développement embryonnaire, mais SUV39H2 a une expression réduite
aux testicules chez I'adulte, ou elle semble jouer un réle dans la spermatogenése (O'Carroll et al.
2000). SUV39H1/2 ne sont pas les seules méthyltransférases capables de méthyler H3K9, puisque
EHMT1, EHMT2, PRDM2, et SETDB1 le sont également, SETDB1 étant méme spécifique de ce résidu.
En revanche, chez la souris, SUV39H1 est bien celle qui méthyle H3K9 spécifiquement aux
péricentromeéres (Peters et al. 2003). En effet, H3K9 est mono-méthylée dans le cytoplasme par les
méthyltransférases Prdm3 et Prdml6, puis apres incorporation dans la chromatine des
péricentromeéres, SUV39H provoque leur tri-méthylation (Pinheiro et al. 2012). La protéine SUV39H1

possede un chromodomaine, capable de se lier notamment a H3K9me3, c'est-a-dire a la modification
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Souris

S.Pombe

Figure 19: Représentation schématique du « squelette » de I’hétérochromatine péricentrique,
conservé de S.pombe a ’homme. Les fleches noires représentent les séquences d’ADN répétées. Les
protéines SUV39H et HP1 sont les protéines de mammiféres et possedent des orthologues chez les

autres espeéces telles que S.pombe ou la drosophile.

NTE CD H CSD CTE

Figure 20 : Structure des protéines HP1. NTE : N-terminale extension, CD: Chromodomaine, H:

Hinge domaine, CSD : Chromoshadow domaine, CTE : C-terminale extension.

Figure 21 : Dynamique de dissociation du complexe H3K9me3 / chromodomaine de HP1, selon les

différents paralogues. Modifié d’apres (Canzio et al. 2014).
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gu’elle met elle-méme en place, permettant ainsi le renforcement de son propre recrutement ou sa
propagation au niveau de I'hétérochromatine. Au dela de son role dans les péricentromeres, SUV39H
est retrouvé dans d’autres structures hétérochromatiniennes, par exemple dans les télomeres
(Garcia-Cao et al. 2004), mais aussi dans de I'hétérochromatine parfois facultative, comme par
exemple sur le chromosome X mis sous silence (Peters et al. 2002). SUV39H est aussi impliquée au
niveau de I'’euchromatine, notamment par son recrutement au niveau de régions promotrices ou elle
participe a la répression transcriptionelle de genes. En effet, H3K9me3 est une marque clairement
associée a la répression de la transcription. SUV39H intervient notamment dans la régulation de la
transcription des génes cibles du facteur de transcription E2F, et donc dans la régulation du cycle
cellulaire (Vandel et al. 2001). Les protéines SUV39H jouent donc des réles importants dans la cellule
et pourtant de facon surprenante les souris double KO SUV39H1-/-, SUV39H2-/- sont viables (Peters
et al. 2001).

e 3 Les protéines HP1

La protéine HP1a ou (heterochromatin Protein 1), a été identifiée en 1986 chez la drosophile, comme
une protéine localisée a I’"hétérochromatine (James and Elgin 1986). Elle posséde un chromodomaine
capable de se lier a H3K9me2/3 (Nielsen et al. 2002). Ainsi, le trio « SUV39H-H3K9me2/3-HP1 »
constitue le squelette de I'hétérochromatine péricentromérique (Fig 19), qui se retrouve de S.pombe
a ’'homme, et autour duquel viennent se greffer des nuances moléculaires espece-spécifiques. Il n’a
pas été décrit d’orthologue chez S.cervisiae, ce qui va de pair avec son absence de réels
péricentromeéres. Chez S.pombe, il existe deux protéines HP1 : Swi6 et Chp2. Chez les mammiféres,
HP1lalpha (a) posséde deux paralogues, HP1 beta (B) et HP1 gamma (y). Toutes ces protéines HP1 ont
la méme structure, a savoir en plus de leur chromodomaine, un domaine Hinge, capable de lier les
acides nucléiques, ainsi qu’'un domaine « chromoshadow » (Fig 20). Le domaine chromoshadow
permet I"homodimérisation de HP1, et potentiellement le rapprochement de deux nucléosomes
adjacents, participant a la compaction. Il peut également se lier a d’autres protéines telles que
SUV39H, permettant le ré-enforcement et la propagation de I'hétérochromatine (Fig 19). Ces trois
paralogues partagent des pourcentages d’identité importants, mais ont pourtant des localisations et
des fonctions bien distinctes (Canzio et al. 2014). Alors que HPlalpha et beta se retrouvent
majoritairement a I’hétérochromatine, le recrutement d’HP1 gamma se retrouve majoritairement
aux régions euchromatiniennes. HP1 gamma est par exemple impliquée dans la régulation de
I’expression des genes euchromatiniens, de maniére négative, mais aussi positive. L’affinité de liaison
d’HP1 a, B, et y pour H3K9me2/3 est également différente, et on note que la phoshorylation d’HP1

alpha dans sa partie N-ter, augmente considérablement cette affinité qui est sinon assez faible (Fig
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Figure 22 : Principe simplifié de I’ARN interférence. La prise en charge d’un long ARN double brin par
I‘enzyme Dicer mene a la génération d’un petit ARN double brin. Celui-ci est directement introduit
dans le cadre expérimental des siRNA. Sa prise en charge par la protéine Ago méne a la dégradation

d’un ARNm cible.
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21). La vision figée de I’'hétérochromatine a d’ailleurs été ébranlée par les expériences montrant que
la présence de la protéine HP1 dans I'hétérochromatine est extrémement dynamique, c'est-a-dire
gu’elle n"est pas recrutée de maniére stable, mais présente une dynamique dissociation-recrutement
importante (Festenstein et al. 2003),(Cheutin et al. 2003),(Verreault 2003). Chez la drosophile, il
existe 5 protéines HP1 qui révelent des fonctions trés diverses, laissant penser que les protéines HP1
ont encore beaucoup a révéler au dela de I’hétérochromatine. De plus, I’expression des genes HP1
est dérégulée dans un certain nombre de cancers (Dialynas et al. 2008). Par exemple, dans le cancer
du colon, la diminution de I'expression d’HPlalpha est associée avec un mauvais pronostic,
puisqu’elle correle avec une augmentation du caractére invasif et métastatique des tumeurs (Ruginis

et al. 2006).

C L’hétérochromatine péricentromérique : S.pombe vs mammiféres

e 1 L'hétérochromatine des péricentromeéres chez S.pombe

S.pombe est un modeéle d’étude de I'hétérochomatine péricentromérique qui a permis de mieux en

cerner sa formation. On y découvre surtout le réle de la machinerie de RNAi (ARN interférence).

a L’ARN interférence (RNAI)

L'interférence a ARN est un phénomeéne qui a été pour la premiére fois observé en 1990 par une
équipe américaine, qui cherchait a augmenter la pigmentation chez des pétunias. Suite a
I'introduction dans des pétunias d’une copie supplémentaire du géne CHS (chalcone synthase),
responsable de la pigmentation des pétales afin d’en augmenter la coloration, la moitié des pétunias
sont devenues blancs ou anormalement pales. En analysant le contenu en ARN des fleurs blanches,
ils ont observé que le taux d’ARNm produit par le gene CHS avait fortement diminué, alors que le
géne lui méme n’avait pas été altéré. Ainsi I'introduction d’une copie d’un géne déja exprimé de
maniere endogene chez la plante, a provoqué I'inhibition de son expression. Ce phénomene a tout
d’abord été nommé « co-supression » (Napoli et al. 1990). C’est plus tard, chez C.elegans que le
phénoméne a pris le nom d’interférence a ARN, quand il a été compris que c’est I'introduction d’ARN
double brin complémentaire a I’ARNm qui provoquait la disparition de celui-ci. En effet ’ARN double
brin introduit est clivé en petits duplex par I'enzyme Dicer (enzyme appartenant a la famille de la
RNAselll). Ces petits duplex sont alors chargés par I'’enzyme Dicer sur une protéine de la famille
Argonaute et de la sous-famille Ago, possédant des propriétés de clivage des ARNm. Une fois chargé

sur Ago, un des deux brins du duplex va étre dégradé, I'autre étant conservé en tant que « brin
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Figure 23 : Mécanisme de formation de I’hétérochromatine péricentromérique chez S.pombe.

D’apres (Volkel and Angrand 2007)

49



guide » qui va amener la protéine Ago a I’ARNm cible qui lui est complémentaire pour le cliver. C'est
cette machinerie que I'on détourne pour les expériences de siRNA (small interfering RNAs), ou I'on
provoque la diminution de I'expression d’un gene de maniere ciblée (Fig 22). Ceci constitue le cas le
plus connu de la mise sous silence transcriptionelle, TGS (transcriptional gene Silencing), mais on
retrouve cette machinerie ou une partie de celle-ci dans divers phénomeénes de mises sous silence,
comme par exemple la génération des miRNA. Dans I’hétérochromatine, cette machinerie est utilisée
pour réaliser une mise sous-silence post-transcriptionelle, ou PTGS (Post-transcriptional Gene

Silencing).

b Mécanisme de compaction

La formation de I’'hétérochromatine chez S.pombe implique la transcription bidirectionelle par I’ARN
Polymérase Il des séquences dh et dg en phase S, générant un ARN double brin. Celui-ci est pris en
charge par Dicer, et clivé en siRNAs, qui sont ensuite chargés, via la protéine Ago, dans le complexe
RITS (RNA-induced transcriptional post-silencing). Ceci permet le ciblage de ce complexe au niveau
des péricentromeéres, par appariement entre les siRNA avec les ARN dh/dg naissants. Or, le complexe
RITS contient I'horthologue de SUV39H, CIr4, qui va catalyser la di-méthylation de H3K9, et
permettre le recrutement de Swi6 (I'orthologue de HP1). Celui-ci peut alors recruter différentes
protéines, entre autre des HDACs, maintenant I’hypoacétylation de la région. De plus la méthylation
d’H3K9 mise en place par le ciblage de CIrd par le complexe RITS, stabilise le recrutement du
complexe RITS lui-méme, puisque ce dernier contient une protéine a chromodomaine Chp1, capable
de s’y lier. On voit alors la notion de propagation de cette hétéochromatine par ce systéme d’auto-
entretien. De plus, le complexe RITS favorise en retour le recrutement du complexe RDRC (RNA-
directed RNA polymerase activity complex), augmentant la production des ARN doubles-brins (Fig
23). Cette hétérochromatine est donc dépendante de la transcription de ses séquences, et des
mutations dans des sous-unités de la Polymérase |l affectent sa formation. On note que Swib6 est lui-
méme capable de recruter Epel, une protéine qui déstabilise I’'hétérochromatine (Zofall and Grewal
2006). Il y aurait donc un équilibre entre des protéines aux effets opposés, afin d’obtenir une fine
régulation autorisant une chromatine ouverte, et donc la transcription, nécessaire a la mise en place
du PTGS, pour obtenir une chromatine compactée. Cette problématique de la nécessité de la
transcription/décompaction pour permettre la compaction va se retrouver chez la souris, méme si le

role de I’ARN interférence y est discuté.
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Figure 24 : Mécanisme de formation de I’hétérochromatine péricentromérique chez la souris.

Modifié d’apres (Volkel and Angrand 2007).
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e 2 L’hétérochromatine des péricentromeéres chez les mammiféres

a Particularités

D’autres modifications jouent des rbles importants dans les péricentromeres (PCTs) chez les
mammiféres, notamment la méthylation de I’ADN, absente chez la levure, et la tri-méthylation
d’HAK20. Les méthyltransférases responsables d’H4K20me3 (Suv4-20H1/2, qui sont identifiées
comme supresseurs de variégation), ainsi que les DNMTs responsables de la méthylation de I’ADN, y
sont recrutées par les protéines HP1 (Fig 24). Dans les PCTs de la souris, SUV39H tri-méthyle
également H3K56 (Jack et al. 2013). De nombreux autres facteurs semblent étre impliqués pour sa
maintenance notamment au cours de la réplication, tel que CAF-1 ou NP95 (Quivy et al. 2008),(Papait
et al. 2007). Ce degré de complexité pourrait éventuellement rendre I'existence du RNAi inutile. Chez
les plantes, on trouve aux PCTs a la fois I'existence de la méthylation de I’ADN et une composante
ARN, mais pas de HP1. Ainsi différentes combinaisons des facteurs impliqués pourraient étre

suffisantes a la maintenance des péricentromeéres.

b Implication d’une composante ARN

- 1 Implication du RNAI

L'implication de I’ARN interférence dans les péricentromeéres (PCTs) chez les mammiféres est encore
en cours d’investigation. En 2005, une équipe a généré une lignée de cellules souches embryonnaires
de souris déficientes pour la protéine Dicer (Kanellopoulou et al. 2005). Ces cellules voient la
transcription des satellites majeurs augmenter en comparaison aux cellules sauvages. Or, les
transcrits issus des séquences satellites s’averent exister en différentes tailles, et alors que les
fragments supérieurs a 200nt augmentent dans les Dicer-/-, la fraction de 25-30nt disparait. Ceci
suggere que Dicer pourrait étre responsable de la génération de ces petits fragments, par clivage des
transcrits de longue taille, bien que les produits de clivage de Dicer sont normalement de 21-25nt. En
effet, une expérience de traitement a la RNAse One (spécifique des ARN simple brin), permet de
révéler la présence d’ARN satellite double brin dans les cellules ES sauvages, renforgant cette
possibilité. Ces résultats se retrouvent également a I'identique pour les transcrits centromériques. De
plus les cellules Dicer -/- présentent globalement une diminution d’H3K9me3 et de la méthylation de
I’ADN aux péricentromeres, mais de maniére curieuse, cette diminution s’accompagne d’une
augmentation de la présence d’HP1 beta et gamma. Néanmoins, ces cellules ne présentent pas de

phénotypes révélant des anomalies de ségrégation des chromosomes, comme on peut en observer
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Figure 25 : Modéle cellulaire des SUV39H % -/-. La surexpression de SUV39H dans les SUV39H ¥ -/-

provoque la reformation des foyers H3K9me3 et HP1lalpha. D’aprés (Maison et al. 2011).
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par exemple dans les cellules double KO pour les protéines SUV39H1 et 2. Ceci semble laisser penser
que les régions centromériques et péricentromériques ne sont pas dramatiquement altérées par la
perte de Dicer, alors qu’au contraire, chez S.pombe, la perte de Dicer entraine des défauts de
ségrégation (Volpe et al. 2003). On note qu’au niveau de I'hétérochromatine télomérique chez la
souris, qui est aussi régulée par SUV39H, il existe des petits ARN de 24nt, les tel-sRNAs, qui sont

générés indépendamment de Dicer (Cao et al. 2009).

- 2 ARN et recrutement de HP1

Quoi qu'’il en soit de la présence de I’ARN interférence, une composante ARN est nécessaire au
recrutement de HP1 sur H3K9me3, et a la structuration des péricentromeéres chez la souris (Fig 23).
Cette composante ARN nécessaire semble étre simple-brin, et non double-brin comme chez Ila
levure, ou comme suggéré par I'expérience de RNAse One. En effet, alors qu’un traitement des
cellules a la RNAseA délocalise HP1alpha des chromocentres, la RNAseH (spécifique de I’ARN double
brin et des duplexes ARN-ADN) n’a aucun effet (Maison et al. 2002). HP1alpha possede un domaine
Hinge, dans lequel la région de 23 acides aminés impliquée dans sa liaison a I’ARN a été identifiée.
Cette région plus le chromodomaine de HP1, sont tous deux nécessaires pour le recrutement des
protéines HP1 surexprimées dans les cellules aux chromocentres (Muchardt et al. 2002). Ainsi, ce
recrutement nécessiterait a la fois une composante ARN et H3K9me3. En 2011, HP1alpha sous une
forme sumoylée dans son domaine Hinge, est co-précipitée depuis des extraits nucléaires de cellules
de souris, avec de I’ARN issu de la transcription des satellites majeurs, confirmant leur interaction
(Maison et al. 2011). Dans cette étude, les auteurs étudient la formation « de novo» de
I’'hétérochromatine. Pour cela, ils utilisent des fibroblastes embryonnaires issus de souris (MEFs)
doubles KO pour les protéines SUV39H1/2, qui ne possédent plus de H3K9me3 ni de HP1 aux
péricentromeéres, et ou ils peuvent provoquer la reformation correcte de I’'hétérochromatine par
ajout d’un plasmide codant pour la protéine SUV39H (Fig 25). lls montrent alors que lors de cette
formation « de novo », le domaine Hinge de HP1 est nécessaire pour le recrutement de HP1 aux
péricentroméres. lls posent un modele, dans lequel I’ARN permettrait le recrutement de novo d’'HP1,
avant qu’H3K9me3 en permette la stabilisation. En effet, la souris est un modele intéressant pour
étudier la formation « de novo » de I’'hétérochromatine péricentrique en étudiant des stades
précoces du développement embryonnaire. La aussi, nous allons voir que les ARN satellites sont

nécessaires.
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Figure 26: Organisation, structure des péricentromeéeres dans les premiers clivages du
développement précoce chez la souris. Apres la fertilisation, I'oocyte finit la méiose et rejette un
génome haploide constituant le globule polaire (PB (Polar Body)). ZGA : minor Zygotic Gene

Activation (premiére activation du génome zygotique). D’aprés (Almouzni and Probst 2011).
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- 3 Développement et formation « de novo » des péricentroméres

Dans les gameétes males chez la souris, les histones sont majoritairement remplacées par des
protamines, ou des variants d’histones spécifiques du sperme. Apreés la fertilisation, une organisation
chromatinienne nucléosomale doit donc se remettre en place dans le génome paternel, et
I’'hétérochromatine péricentrique doit s’organiser « de novo ». Ainsi, dans I'ceuf fécondé, les
pronucléus males et femelles sont épigénétiquements différents (Fig 26). Tandis que le pronucléus
femelle possede déja les marques typiques des PCTs des cellules somatiques : méthylation de I’ADN,
H3K9m3, H3K27me, HP1béta..., le pronucléus male est déficient en SUV39H et H3K9me3, et est
dominé par la présence du complexe polycomb PRC1 et de H3K27me3, plus typique de
I’hétérochromatine facultative (Puschendorf et al. 2008). Cette situation ne sera résolue
véritablement qu’au stade 8 cellules. Ainsi les cellules souches embryonnaires double KO SUV39H1/2
-/- pourraient en partie récapituler cette chromatine du pronucléus méle, puisqu’une forte présence
d’H3K27me3 et de PRC2 est décrit aux péricentroméres de ces cellules (Saksouk et al. 2014). Dans
I’ceuf fécondé, les péricentromeres forment des anneaux autour des précurseurs des nucléoles. Au
stade « 2 cellules » a alors lieu un pic de transcription des séquences satellites majeurs, d’abord du
brin sens au niveau du génome paternel puis du brin anti-sens dans tout le noyau. L'expression des
deux brins se trouve réprimée au stade 4 cellules, quand les chromocentres sont formés. Une
interférence de la transcription de ces ARN au stade 2 cellules, empéche la formation des
chromocentres et provoque un arrét du développement (Probst et al. 2010), mettant certainement
en exergue un rble des ARN satellites dans la formation « de novo » de PCTs. De plus, un ceuf fertilisé
mutant pour la lysine 27 du variant H3.3 connait le méme arrét du développement, ainsi qu’une
délocalisation d’HP1beta des péricentromeres. Or de maniere intéressante, I'injection d’'un ARN
satellite majeur double brin, mais non d’un simple brin réverse ces effets, suggérant de nouveau une

possible fonction du RNAi aux PCTs (Santenard et al. 2010).

- 4 Régulation des ARNs et fonctions physiologiques

Les satellites majeurs sont transcrits par la RNA Polll de facon cycle-dépendante. En effet, alors que
chez S.pombe, la transcription des séquences péricentromériques a majoritairement lieu en phase S,
chez la souris elle a principalement lieu en G1/S, ou la taille des ARNs détectés se situe alors entre
200 et 800 nucléotides (nt). De fagon inexpliquée, au cours de la mitose, on observe une apparition
d’ARN de 200 nt uniquement (Fig 27). De nombreuses études mettent en paralléle une
décompaction des péricentromeéres et une surexpression des satellites majeurs, comme par exemple
dans les cellules SUV39H % -/- (Peters et al. 2001). Ceci met en avant I'idée que la transcription des

satellites soit uniquement régulée par la compaction de la chromatine aux PCTs. Néanmoins, le fait
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Figure 27 : L’expression des ARNs satellites majeurs au cours du cycle cellulaire chez la souris.
Northern blot, realisé avec une sonde contre les satellites majeurs, sur des cellules de souris,
synchronisées dans le cycle. L’ARN ribosomique 18S est utilisé comme contréle de charge. D’apres

(Lu and Gilbert 2007)
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que les deux brins ne soient pas transcrits de maniére équivalente laisse envisager une régulation
plus spécifique. En effet, la détection des ces ARNs dans des cellules non synchronisées est trés
difficile, et dans des cellules Hela, seules les transcrits riches en G, correspondant au brin sens, sont
détectés (Valgardsdottir et al. 2008). Une expression antisens est détectée dans le systéme nerveux
central embryonnaire chez la souris au 11,5 dpc, remplacé par la suite par une expression sens. Dans
des tissus adultes, les satellites ne sont détectés qu’en expression antisens dans les testicules et dans
le foie (Eymery et al. 2009),(Saksouk et al. 2015). L'observation d’expression brin-spécifique dans
différents contextes, comme par exemple décrit précédemment au cours du développement
embryonnaire, appuie l'idée d’une régulation fine et éventuellement d’une implication
physiologique. En effet, on observe un pic d’expression brin spécifique du satellite lll du chromosome
1 au cours de la sénescence réplicative dans de cellules humaines. Les satellites Il sont également
fortement exprimés lors de différents stress, notamment lors d’un choc thermique, ou ils semblent
participer a la formation des NSBs (Nuclear stress bodies), et cette transcription est associée a la
présence du facteur de transcription Hsf1 (Heat Shock factor 1) (Eymery et al. 2010). Effectivement,
différents sites de liaison de facteurs de transcription ont été identifiés aux péricentromeéres de
souris (Shestakova et al. 2004), notamment pour Pax3 et Pax9, les facteurs Pax étant des régulateurs
développementaux (Bulut-Karslioglu et al. 2012). On observe également une surexpression des
satellites majeurs au cours de la différenciation musculaire ou neuronale (Kishi et al.
2012),(Terranova et al. 2005), ou encore dans des échantillons de cellules tumorales vs des tissus

sains (Eymery et al. 2009),(Ting et al. 2011).

- 5 Régulation commune entre péricentromeéres et séquences LINEs

Il existe certainement de nombreux liens encore sous-estimés de régulation entre les différentes
structures hétérochromatiniennes. Un exemple intéressant en est, qu’in vitro, des ARN ribosomiques
font compétition a la liaison du domaine Hinge d’HP1lalpha aux ARN satellites majeurs (Muchardt et
al. 2002). Parmi les liens qui existent entre ces diverses structures, celle qui nous intéressera ici est la
régulation commune entre la transcription des séquences péricentromériques et des séquences
LINEs. Tout d’abord, il est a noter que chez la levure S.pombe, les séquences péricentromériques
pourraient résulter d’'une trés ancienne incorporation de rétrotransposons (Schramke and Allshire
2004). De maniere générale les rétrotransposons semblent évolutivement liés aux zones de

séquences répétées du génome. Par exemple, chez la drosophile, ou la télomérase est absente, les
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Maintien de la stabilité génétique
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Figure 28 : Schéma simplifié d’'une mitose. Une « cellule mére » subit une répartition équitable de
son ADN précédemment répliqué pour donner deux « cellules filles » identiques. Le déroulement
correct de la mitose assure le maintien de la stabilité génétique de la « cellule mére » aux « cellules

filles ». Modifié d’aprés http://www.larousse.fr/encyclopedie.
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extrémités des chromosomes sont protégées par des rétrotransposons. Chez la souris, les séquences
LINEs semblent clairement posséder un mécanisme de régulation commun avec I’hétérochromatine
péricentromérique. En 2011, Ting et al. observent une surexpression des transcrits satellites majeurs
dans certaines tumeurs épithéliales. lls y identifient les LINE-1 comme les principaux transcrits
dérégulés de facon corrélé avec les transcrits des satellites majeurs, suggérant une régulation
commune (Ting et al. 2011). En 2014, il est montré que les séquences LINEs sont enrichies en
SUV39H et H3K9me3 a leurs promoteurs, et que leur transcription est déréprimée dans des cellules
souches embryonaires SUV39H % -/- (Bulut-Karslioglu et al. 2014), comme c’est le cas pour les
satellites majeurs. De plus, I'injection d’oliginucléotides antisens des LINEs dans le pronucléus male
dans le zygote de la souris, tout comme une inhibition pharmacologique de la rétro-transcription de
I’ARN, provoque un arrét irréversible du développement au stade « 2 cellules » (Sciamanna et al.
2011). Il est intéressant de rappeler qu’un arrét du développement est également observé par
interférence avec les transcrits satellites majeurs au méme stade (Probst et al. 2010). Le fait qu’il
existe dans les cellules humaines une régulation des séquences LINEs par RNAi (Yang and Kazazian
2006), repose alors la question d’une telle similarité dans les péricentromeéres, étant donné leur

régulation commune.

D Les péricentromeéres et la ségrégation des chromosomes

e 1 Lamitose

Le rble physiologique majeur des PCTs reste leur implication dans la ségrégation des chromosomes
lors de la division cellulaire. Toutes les cellules prolifératives progressent dans un cycle cellulaire
(Fig2). La division de la cellule, pour donner deux cellules filles identiques, a lieu durant la phase M
ou mitose (Fig 28). Elle implique que I’ADN génomique ait été totalement répliqué en phase S ou
phase de réplication, et que la cellule ait passé différents points de contréle ou « check-points »,
vérifiant notamment I'intégrité de ’ADN. La mitose est une phase critique, puisque des anomalies de
répartition des chromosomes au moment de la division conduit a des cellules filles aneuploides, c’est
a dire contenant une quantité erronée d’ADN, par défaut de chromosomes ou par exces. Il existe
donc des checks-point mitotiques, visant a empécher de telles erreurs. Ce phénomene d’aneuploidie
est largement retrouvé dans les cancers. La mitose se décompose en plusieurs phases. Lors de la
prophase, les chromosomes issus de la réplication et donc possédant deux chromatides identiques se
condensent. En prométaphase et métaphase, ils se positionnent sur la plague métaphasique et

s’attachent aux microtubules au niveau de leur centromére, par I'intermédiaire de complexes
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Figure 29 : Défauts mitotiques des MEFs SUV39H % -/-. L’écart entre les péricentroméres augmente
entre deux chromatides sceurs et les cellules présentent des caryotypes avec doublement du nombre

de chromosomes. D’aprés (Koch et al. 2008) et (Peters et al. 2001).

Figure 30 : Schéma d’un complexe cohésine et des différents modeéles topologiques du mécanisme

de cohesion. D’apres (Brooker and Berkowitz 2014)
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protéiques, les kinétochores. Méme si les étapes précédentes sont décisives pour son déroulement
correct, c’est lors de I'anaphase qu’a lieu la ségrégation des chromosomes a proprement parler,
c'est-a-dire que les microtubules vont tirer chaque lot de chromosomes de part et d’autre de la
cellule. La télophase et la cytodiéreése vont achever cette migration et permettre la formation des
deux cellules filles, notamment par la reformation de I'enveloppe nucléaire autour des lots de

chromosomes issus de la ségrégation, enveloppe qui avait été rompue en prométaphase.

e 2 Role des péricentromeéres

Les péricentromeres jouent un réle dans le contréle de la ségrégation. En effet, chez la souris, les
cellules SUV39H % -/- présentent un écartement anormal des péricentromeéres des chromatides
sceurs en mitose (Fig 29) (Koch et al. 2008). Ces cellules présentent également des caryotypes
tétraploides, c'est-a-dire une multiplication du génome dans son intégralité, comme si 'anomalie de
ségrégation avait touché le lot entier de chromosomes (Peters et al. 2001). Ce défaut pourrait
résulter d’'une anomalie de métaphase ou de cytodiérése. La ségrégation correcte des chromosomes
dépend de I'attachement correct des microtubules et du bon fonctionnement de ces derniers. Mais il
dépend aussi de la cohésion des chromatides sceurs qui, jusqu’au dernier moment, va permettre
d’exercer des forces de résistance aux microtubules, générant une tension qui sert de signal
attestant que les chromosomes sont correctement attachés a ces derniers. Cette cohésion est
principalement médiée par des complexes protéiques, les cohésines, qui forment des anneaux
encadrant topologiquement les deux chromatides issues de la réplication (Fig 30). Au cours de la
mitose, des protéines appelées séparases vont provoquer le clivage des cohésines. Les
péricentromeéres seront temporellement les derniers a perdre leur cohésion, puisque les cohésines y
sont protégés des séparases par des protéines de la famille des Shugoshins, jusqu’a I'anaphase
(Marston 2015). Moléculairement, le recrutement des cohésines au niveau des péricentromeres est
discuté. Chez S.pombe, des cohésines peuvent étre co-immunoprécipitées avec Swi6 (orthologue de
HP1), et un mutant pour ce dernier connait des défauts de ségrégation et une perte de recrutement
de cohésines. Chez la souris, les cellules doubles KO pour SUV39H % présentent des défauts
d’enrichissement en cohésines aux péricentromeres, ainsi que des défauts de ségrégation des
chromosomes. Mais c’est également le cas des cellules doubles KO pour SUV4-20h % qui n’ont
pourtant pas perdu I'enrichissement d’"HP1 a I’hétérochromatine. En effet, SUV4-20h2 semble étre
plus stablement recrutée aux péricentromeres qu’'HP1, et interagit avec deux sous-unités du
complexe des cohésines, alors qu’une interaction HP1-cohésines chez les mammiferes na a ma
connaissance pas été montré (Hahn et al. 2013). Le lien entre les protéines HP1 et le recrutement des

cohésines chez I'homme est quand a lui encore discuté, méme si une délocalisation d’HP1 des
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péricentroméres provoque des défauts de ségrégation correcte des chromosomes et de l'instabilité

génétique (Serrano et al. 2009) (Shimura et al. 2011).
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Acétylation d’histone et hétérochromatine

J'ai présenté dans la premiére partie de cette introduction les acétylations d’histones, qui participent
a la décompaction de la chromatine. Dans la deuxieme partie J'ai présenté la notion
d’hétérochromatine comme une structure compactée, et par conséquent hypoacétylée sur ses
histones et riche en HDACs. En troisieme partie, les péricentroméres sont venus illustrer cette notion,
puisque leur structure moléculaire présente effectivement ces caractéristiques Néanmoins, il semble
que leur transcription soit nécessaire a leur propre maintien. Cette nécessité trancriptionelle révéele
une plasticité dans la compaction, qui remet en question la notion d’hypoacétylation absolue dans les
structures hétérochromatiniennes. Nous verrons des exemples d’acétylation d’histones dans des
structures hétérochromatiniennes qui viendront appuyer cette notion de besoin de plasticité médiée
par I'acétylation. Mais nous verrons également qu’il existe un lien entre acétylation et compaction

notamment via les protéines a double bromodomaines.

A L'acétylation d’"H3K4 et péricentroméres

Cette modification a été identifiée par spectrométrie de masse en 2007 chez la souris et I’'humain
(Garcia et al. 2007). Elle a été depuis détectée chez S. cerevisiae et S.pombe (Guillemette et al. 2011),
(Xhemalce and Kouzarides 2009). Cette marque a été corrélée a I'activation de la transcription chez
I’'hnumain par sa présence au niveau de promoteurs de génes actifs (Wang et al. 2008). Chez
S.cerevisiae, la méme conclusion a été établie a la fois par cette présence au niveau de tels
promoteurs, et par le croisement d’analyses a grandes échelles d’expression transcriptionnelle chez
des souches mutées pour cette lysine ou différentes enzymes. A noter que la méthylation d’"H3K4 est
largement impliquée dans I'activation transcriptionelle dans I'ensemble de ces modeles. Le fait que
I'acétylation et la méthylation du méme résidu aient tous deux un effet d’activateur transcriptionnel
est assez étonnant. Néanmoins, chez S.cerevisiae, comme chez I’humain, H3K4ac est retrouvée en
amont de H3K4me3 au niveau des promoteurs, et chez S.cerevisiae, alors que tous les promoteurs
présentant H3K4ac présentent H3K4me3, I'inverse n’est pas vrai. La relation entre ces deux marques
n’est donc pas claire. Xhemalce et al. décrivent chez la levure S.pombe, la présence d’H3K4ac au
niveau de I’'hétérochromatine des péricentromeres en fin de phase S. Dans cette étude, les auteurs

suggerent qu’H3K4ac facilite I’éviction de Chp1l, et donc du complexe RITS, en affectant sa liaison au
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Figure 31 : Modéle proposé (Ejlassi-Lassallette et al. 2011) du role de HAT1 dans I’apport du dimére
H3/H4 a la fourche de réplication. Au cours de la phase S, les diméres d’histones H3/H4
nouvellement synthétisées s’associent avec HAT1 dans le cytoplasme, ou H4 est acétylé sur la lysine
12. De maniére concomitante a la réplication, le complexe HAT1/H3/H4 est transféré dans le noyau

et se localise a proximité de la chromatine en cours de réplication pour fournir les diméres H3/H4.

Figure 32 : Modeéle proposé par (Zhou et al. 2011), du réle d’H4K12ac sur le recrutement des
complexes Sir dans I'hétérochromatine télomérique de S.cerevisiae. L’hétérochromatine
télomérique est enrichie en H4K12ac, permettant I'accessibilité de la chromatine aux protéines,
comme la télomérase. Lorsque cette acétylation est éliminée chez un mutant H4R12, les complexes

Sir sont fortement enrichis aux télomeres, et la chromatine n’est plus accessible.
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résidu H3K9me2. Cette éviction faciliterait le recrutement des protéines Swi6 et Chp2 lors de la

reformation de I’hétérochromatine en fin de réplication.

B L'acétylation d’"H4K12 et plasticité de I’hétérochromatine

e 1 Lacétylation d’H4K12

H4K12ac peut étre mise en place dans le noyau par des HATs de type A, mais également
mise en place par HAT1, soit une HAT de type B, dans le cytoplasme sur les histones
nouvellement synthétisées. En effet, le motif de di-acétylation des lysines 5 et 12 de I'histone H4
mis en place dans le cytoplasme se retrouve de maniére conservé chez les eucaryotes (Parthun
2011), et semble étre nécessaire a I'import nucléaire des histones nouvellement synthétisées (Fig 31)
(Ejlassi-Lassallette et al.),(Alvarez et al. 2011). De plus, les lysines 5 et 12 de I’histone H4 et la lysine
56 de I'histone H3, participeraient a I'incorporation méme des histones dans la chromatine, aux sites
de cassures de I'ADN (Chen et al. 2008),(Ge et al. 2013). De maniére générale, H4K12ac est une
acétylation qui semble se comporter de maniere indépendante des autres acétylations de
I'extrémitée N-terminale de I'histone H4. On la retrouve par exemple impliquée de maniéere trés
spécifique par rapport aux autres acétylations d’H4 dans des processus cognitifs, comme dans le
controle de I'expression de genes liés a la mémorisation dans I’hippocampe, ou encore dans des
phénotypes émotionnels associés au comportement maternel (Peleg et al. 2010),(Schmauss et al.

2014).

e 2 H4K12ac et hétérochromatine

L'acétylation d’H4K12 se retrouve a plusieurs reprises associée a des structures
hétérochromatiniennes. L’hétérochromatine des télomeres de la levure S. cerevisiae est maintenue
par la présence des histones déacétylases Sir, qui assurent un état hypoacétylé des histones.
Néanmoins en 2011, Zhou et al. décrivent la présence d’H4K12ac au niveau de ces télomeéres. Un
mutant H4R12, présentant une arginine a la position de la lysine 12, présente un sur-enrichissement
en protéines Sir aux télomeres lorsque comparé a une souche sauvage, ainsi qu’une diminution de la
présence de la télomérase et un raccourcissement des télomeres. Les auteurs proposent un modele
ou H4K12ac empéche une présence trop importante des protéines Sir aux télomeres, maintenant
une plasticité qui est nécessaire a I'acces de la télomérase, et surtout a un maintien basal du niveau
de transcription (Fig 32) (Zhou et al. 2011). Ainsi cette acétylation semble amener a

I’hétérochromatine télomérique une plasticité nécessaire au maintien de la structure.
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NIH3T3 MEFs SUV39H 1/2 -/- NIH3T3 + 5azacytidine
méthylation de I'ADN Intermédiaire | Intermédiaire Absent
H3K9me3 Enrichi Absent Enrichi
H3K4me2 Absent Absent Enrichi
H4K12ac Absent Enrichi Enrichi
HP1 alpha Enrichi Absent Enrichi
H3K4me3 Absent Absent Absent
H3K9ac Absent Absent Absent
H3K27me3 Absent Absent Absent

Figure 33 : H4K12ac dans les péricentromeéres de souris. Récapitulatif proposé par (Boyarchuk et al.
2014), des principaux éléments de la structure chromatinienne des péricentromeres de cellules
NIH3T3, MEFs SUV39H % -/-, et des NIH3T3 traitées a la 5-azacytidine. Modifié d’aprés (Boyarchuk et
al. 2014).

Figure 34 : La famille des protéines BETs chez S.cerevisiae et chez la souris. Les pourcentages
d’identités sont indiqués en comparaison a BRD2 pour les domaines BD1, BD2 et ET, et en

comparaison a BRD4 pour le domaine CTD. Modifié d’aprés (Berkovits and Wolgemuth 2013)
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H4K12ac est également présente au niveau des casettes de déterminisme sexuel HML et HMR,
hétérochromatinisées chez S.cerevisiae. Ce n’est pas le cas des autres lysines de |'extrémité N-
terminale de I'histone H4, K5, K8 et K16 (Braunstein et al. 1996). H4K12ac a aussi été détectée au
niveau des péricentroméres des chromosomes polyténes de drosophile (Turner et al. 1992), ainsi
gu’au niveau de l'unique chromocentre dans le spermatide en élongation au cours de la
spermatogenése chez la souris, avec H4K8ac (van der Heijden et al. 2006). Une anomalie de dé-
acétylation d’H4K12 lors de la méiose est observée dans des oocytes agés, menant a des défauts de
ségrégation (van den Berg et al. 2011). H4K12ac est également enrichie dans I’hétérochromatine des
péricentroméres chez la souris, lorsque celle-ci est altérée (mais néanmoins toujours présente),
comme c’est le cas dans les MEFs SUV39H % -/-, ou lors d’un traitement de fibroblastes de souris a la

5-azacitidine (Fig 33) (Peters et al. 2001),(Boyarchuk et al. 2014).

Ces deux cas particuliers d’acétylation d’histones, H3K4ac et H4K12ac, constituent un exemple de la
complexité résidu-dépendante des modifications d’histones. Ces acétylations semblent apporter
dans ces structures hétérochromatiniennes une plasticité. Que ce soit, comme pour H4K12ac, en
empéchant un trop fort recrutement d’"HDACs, ou en permettant un niveau basal de transcription
aux télomeéres, ou dans le cas d’H3K4ac, en apportant une régulation fine de la compaction. La
mécanistique du role des acétylations d’histone dans les phénoménes de compaction de la
chromatine est encore énigmatique, mais pourrait reposer sur leur association avec des protéines a

double bromodomaines.

C Compaction et protéines a double bromodomaines

e 1 les protéines BETs

Il existe 46 protéines contenant des bromodomaines capables de reconnaitre les lysines acétylées,
certaines protéines possédant de multiples bromodomaines (Filippakopoulos et al. 2012). La famille
des protéines BETs (Bromodomain and Extra-terminal) se caractérise par la présence de deux
bromodomaines (BD1 et BD2) dans leur partie N-terminale, et d’'un domaine extra-terminal (ET)
spécifique de cette famille, dans leur partie C-terminale. Le domaine ET est considéré comme un
domaine d’interaction protéine-protéine, mais ses fonctions restent mals connues (Lin et al. 2008). ||
existe deux protéines BETs chez la levure S.cerevisiae, Bdf1 et Bdf2, et 4 chez les mammiféres, BRD2,
BRD3, BRD4 et BRDT (Fig 34). BRD4 et BRDT se distinguent par la présence supplémentaire d’un

motif C-terminal (CTM). Les protéines BETs sont largement associées a |’activation transcriptionnelle
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Spermatide

Spermatozoide

Figure 35: Modéle de travail de I’échange histones-PTs au cours de la spermatogenése.
L'acétylation de sites critiques tels que H3K122 ou H3K64 déstabilisent le nucléosome, tandis que
I'acétylation de I'extrémité N-terminale de I’histone H4 permet le recrutement de BRDT qui peut
commencer le processus d’éviction et de remplacement des histones. Les histones acétylées sont
alors dégradées via entre autre I'action du spermatoprotéasome. Modifié d’aprés (Goudarzi et al.

2014)

Figure 36: Compaction de la chromatine médiée par la protéine BRDT, en contexte
d’hyperacétylation. Des cellules de primates sont traitées ou non a la TSA, avec en paralléle une
surexpression par ajout d’un plasmide, de la protéine BRDT pleine taille taguée (S-BRDT). Le
marquage vert permet de suivre I'expression de la protéine surexprimée, et le marquage au DAPI
permet de visualiser I’ADN. Les images a faibles grossissements permettent de voir des cellules non
transfectées, qui montrent que le seul traitement a a TSA n’induit pas la compaction. D’apres (Pivot-

Pajot et al. 2003).
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(voir a I'élongation de la transcription pour BRD4 et BRDT), et surtout a la régulation de cycle
cellulaire (Wang and Filippakopoulos 2015),(Belkina and Denis 2012). Des translocations
chromosomiques des génes BRD4 et BRD3 sont impliqués dans des cancers, et différents inhibiteurs
des protéines BETs sont en phase d’essais cliniques (Wang and Filippakopoulos 2015). BRD2 comme
BRD4 sont essentielles au développement embryonnaire et le KO de I'un ou I'autre est Iétale chez la

souris (Shang et al. 2009),(Houzelstein et al. 2002).

e 2 Modulation de la compaction de la chromatine par les protéines BETs

a BRDT dans la spermatogenése

BRDT est spécifiguement exprimée dans les testicules, bien qu’'un groupe ait détecté une faible
expression dans le cerveau (Shang et al. 2004). Le domaine BD1 de BRDT reconnait I"histone H4
simultanément acétylée sur K5 et K8 (Moriniere et al. 2009), ce qui est considéré comme un
indicateur de I'actétylation globale de la queue N-terminale de I'histone H4 (Goudarzi et al. 2014). Au
cours du processus de spermatogenéese, des cellules progénitrices (les spermatogonies) subissent
une différenciation, donnant des spermatocytes, qui vont rentrer en méiose pour donner des cellules
haploides, les spermatides, qui subiront ensuite une série de transformation pour donner le
spermatozoide. Ce dernier posseéde une compaction de 'ADN tres particuliére, puisque lors de la
spermatogeneése, les histones se voient remplacées par des protéines de transition (PTs) puis par des
protamines, pour former une chromatine hautement compactée, bien que la contribution des
protamines a ce haut degré de compaction soit encore mal comprise. Ce processus constitue un
remaniement drastique de la chromatine, faisant de la spermatogenése un modele d’étude
particulierement intéressant (Fig 35). Or, une vague d’acétylation massive de I'histone H4 survient
lors de I"élongation des spermatides, au moment de cet échange histone-PTs, acétylation qui est
nécessaire a cet échange (Oliva et al. 1987),(Lu et al. 2010),(Goudarzi et al. 2014). Néanmoins, le
mécanisme moléculaire qui sous-tend cet échange et la compaction qui s’en suit est resté assez
énigmatique. En 2003, il est observé qu’un traitement a la TSA, et donc une hyper-acétylation des
histones, associée a une surexpression de la protéine BRDT, conduit a une compaction globale de la
chromatine dans des cellules de mammiferes (Fig 36) (Pivot-Pajot et al. 2003). Les deux
bromodomaines ainsi que leurs régions flanquantes sont nécessaires a cette compaction médiée par
la TSA. La liaison de ces deux bromodomaines aux lysines acétylées suivie d’interactions BRDT-BRDT
pourrait étre a la base de ce phénoméne de compaction par 'acétylation, en rapprochant les
nucléosomes adjacents. Ainsi, la protéine BRDT pourrait faire le lien entre cette vague d’acétylation
et ce remodelage chromatinien, amenant un premier lien entre protéine a double bromodomaines et

compaction chromatinienne. En effet, les souris mutantes pour le domaine 1 de BRDT, présentent
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des défauts de spermatogenese, qui semblent coincider avec le moment de cet échange d’histone
(Shang et al. 2007), et ces souris échouent dans I’échange histones-PTs (Gaucher et al. 2012). Un
modele peut étre posé, ou cette vague d’acétylation de I’histone H4, serait reconnue par BRDT, qui
entrainerait la compaction de la chromatine, menant a I'’échange histones-PTs, par un mécanisme
encore mal compris. L'acétylation des histones sur les lysines du domaine globulaire permettrait
ensuite le ciblage des histones au protéasome pour leur dégradation une fois retirées de la

chromatine (Qian et al. 2013).

Alors que I'acétylation des histones disparait dans la quasi-totalité du génome a la suite de I'échange
histones-protamines, elle persiste au niveau de la chromatine péricentromérique, ol on observe
I"acétylation d’H4 sur K12 et K8 (van der Heijden et al. 2006). Or, en modulant le fond génétique dans
des souris mutantes pour le domaine BD1 de BRDT, une équipe révele une anomalie de formation de
I'unique chromocentre qui se forme normalement au premier stade du spermatide, avec une
localisation de BRDT qui suggere qu’il joue un réle de barriére entre le péricentromére et le reste de
la chromatine (Berkovits and Wolgemuth 2011). Ce rdle des protéines a double bromodomaines dans
la barriere hétérochromatine/euchromatine, se retrouve chez S.cerevisiae, ou BDF1 permet la
barriere hétérochromatine/euchromatine au niveau des téloméres ainsi qu’au niveau du locus Mat

(Ladurner et al. 2003).

e b BRD2/4 et compaction de la chromatine

Le domaine BD1 de BRD2 se lie en dimere a H4K12ac (Umehara et al. 2009), alors que le domaine
BD2 se lie a H4 acétylé simultanément sur K5 et K12 (Umehara et al. 2010). BRD4 se lie in vitro a des
petides di-acétylés sur HAK5 et H4K12 (Dey et al. 2003). La présence de BRD2 et BRD4 persiste sur les
chromosomes mitotiques, et donc fortement compactés, dans des cellules humaines (Kanno et al.
2004),(Dey et al. 2009). En effet alors que les chromosomes métaphasiques se retrouvent
globalement hypo-acétylés, il y reste un niveau significatif de H4K5ac et H4K12ac. On voit ici
apparaitre un lien entre protéines a double bromodomaines, compaction chromatinienne, et
H4K12ac via les protéines BRD2 et BRD4. En 2012, une étude rapporte que l'utilisation d’ARN
interférence contre BRD4 dans des cellules humaines, conduit a une décompaction globale de la
chromatine, faisant un nouveau lien entre acétylation d’histones et compaction, via une protéine a
double bromodomaines (Wang et al. 2012). En revanche la surexpression d’'un dominant négatif de
BRD4 muté pour le domaine CTD entraine une fragmentation de la chromatine. En 2013, une autre
étude rapporte I'effet du siRNA BRD4 sur la compaction globale de la chromatine, mais uniquement
lors du ciblage d’une isoforme délétée pour la partie CTD. En effet, dans cette étude, I'utilisation d’un

siRNA contre I'isoforme pleine taille n’a pas d’effet (Floyd et al. 2013). Or, lors des expériences de
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surexpression de BRDT avec traitement a la TSA par pivot-pajot et al., la surexpression d’'une forme
de BRDT tronquée pour sa partie C-terminale entrainait une compaction de la chromatine plus
marquée qu’avec la forme pleine taille (cette derniére étant la plus exprimée au niveau ARNm dans
les gonades) (Pivot-Pajot et al. 2003). En 2013, une équipe montre le roéle d’une isoforme de BRD4
tronquée pour le domaine CTD dans l'insulation des sites de cassures de ’ADN et par conséquent la
régulation de la signalisation des dommages. Les condensines sont des complexes moléculaires,
assez proches structurellement des complexes cohésines, qui permettent la structuration des
chromosomes mitotiques et interphasiques. Cette insulation est médiée par le recrutement de
condensines par la protéine BRD4, empéchant la formation d’ilot gammaH2AX, une modification
d’un variant d’histone nécessaire a la signalisation des dommages (Floyd et al. 2013). Ainsi, alors que
toutes ces données appuient une connexion entre protéines BETs et compaction de la chromatine, le

domaine CTD présent chez BRD4 et BRDT semble plutot antagoniste a cette fonction.
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TIP60 et hétérochromatine

Ce réle des acétylations d’histones, et des protéines BETs dans des structures hétérochromatiniennes
sous-entend I'implication d’enzymes les mettant en place dans ces structures, et donc I'implication de

HATSs dans des structures hétérochromatiniennes.

A Esal/Mst1/TIP60 et hétérochromatine

Aux péricentromeéres de S.pombe, H3K4ac est mise en place par I'acétyltransférase Mstl. H4K12ac
est quand a elle mise en place par la HAT Esal au niveau des télomeres de S.cerevisiae. Ce sont donc
deux HATs ayant des roles décrits dans des structures hétérochromatiniennes. Un mutant
thermosensible pour Esal présente une augmentation de la transcription des séquences
télomériques, mais aussi des ARN ribosomiques, deux structures hétérochromatinisées chez
S.cerevisiae (Clarke et al. 2006). De plus, au-dela de son role sur I'acétylation d’'H4K12, Esal participe
également a 'acétylation du variant H2Az au télomeére de S.cerevisiae. En effet, H2AZac maintient la
barriere entre I'hétérochromatine télomérique et I'euchromatine adjacente, et le mutant Esal
présente une diminution d’expression des génes a proximité des télomeres (Babiarz et al. 2006).
Finalement chez S.pombe, une souche mutante conditionnelle pour Mstl, présente un défaut de
compaction des régions péricentromériques (Xhemalce and Kouzarides 2009). Dans une autre étude,
le mutant diploide hétérozygote pour Mstl présente des défauts de ségrégation chromosomique,
pouvant éventuellement résulter de ce défaut de compaction (Gomez et al. 2008). Dans cette méme
étude, la combinaison d’un mutant thermosensible Mstl avec des mutants pour Clr4, Clr3 ou Swi6,
c'est-a-dire des composantes de I’hétérochromatine péricentromérique, révele une interaction
génétique entre Mstl et ces protéines, puisque le taux de croissance de ces souches est inférieur a
celui des souches parentales séparément. Mstl et Esal sont toutes deux des orthologues de la

méme protéine chez les mammiferes : TIP60.
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Chromodomaine DDZ domaine HAT domaine NR box

o ]

Domaine catalytique

Figure 37 : Structure de la protéine TIP60. DDZ : Doigt de zinc. NR box : Domaine de liaison aux

récepteurs nucléaires.

Figure 38 : Le complexe TIP60 humain est issu de la fusion des complexes Nua4, et SWR1 de la

levure S.cerevisiae. Modifié d’aprés (Doyon and Coté 2004)
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B L'acétyltransférase TIP60

e 1 Structure et activitée

En 2007, une nouvelle nomenclature des enzymes de modification de la chromatine renomme TIP60
« KATS5 », néanmoins je garderai la dénomination de TIP60 dans cette thése dans un soucis de clarté
(Allis et al. 2007). L'acétyltransférase TIP60 (TAT Interactive Proteine 60 KDa) a été isolée en 1996,
comme interagissant avec le virus HIV humain (Kamine et al. 1996). Deux ans plus tard, une étude in
vitro révele son activité enzymatique d’acétyltransférase sur des histones purifiées, avec comme
principales cibles les lysines 5, 8, 12 et 16 de I’histone H4, la lysine 5 de I'histone H2A, et la lysine 14
de I'histone H3 (Kimura and Horikoshi 1998). En 2013, une étude souligne que TIP60 semble acétyler
H2Az in vivo (Dalvai et al. 2013), comme c’est le cas pour Esal chez S. cerevisiae. TIP60 posséde
également un certain nombre de cibles non-histones, les plus connues étant le facteur de
transcription p53, la kinase ATM, ou encore le récepteur Notch (Sapountzi et al. 2006). Il existe plus
d’une quinzaine de HATs différentes chez ’lhumain et TIP60 fait partie de la famille des MYSTs, tres
conservée de la levure a I’'homme, dont le nom est issu des membres fondateurs de la famille Moz,
Ybf2/Sas3, sas2, TIP60. Chez les mammiféres il existe 5 membres dans cette famille, qui ont en
commun un domaine catalytique Myst, conservé a plus de 95% entre ces membres, contenant un
domaine acétyltransférase et un domaine a doigt de zinc (Fig 37). TIP60 constitue un sous-groupe
avec l'acétyltransférase Mof, notamment car elles possedent toutes deux un chromodomaine
(Thomas and Voss 2007). Il est a noter que, chez la drosophile, le chromodomaine de I'orthologue de

Mof a une capacité de liaison a I’ARN (Akhtar et al. 2000).

e 2 Le complexe TIP60

TIP60 semble agir au sein d’un complexe protéique stable, classiquement au sein du complexe TIP60
qui contient une vingtaine de protéines. En effet, c’est uniquement au sein de son complexe que
TIP60 est capable d’acétyler in vitro des histones dans un contexte nucléosomal (lkura et al. 2000).
Chez la drosophile, ainsi que chez les mammiferes, le complexe TIP60 est issu de la fusion de deux
complexes de levure S.cerevisiae, le complexe HAT Nua4 contenant Esal, et le complexe SWR1
contenant une ATPase (Fig 38). Ainsi le complexe TIP60 de mammifére contient a la fois une activité
de modification d’histones via TIP60, et de remodelage de la chromatine via 'ATPase P400. Cette
derniere catalyse entre autre I'incorporation du variant d’histone H2Az dans la chromatine. In vitro,
I'acétylation d’"H2A ou d’H4 par la complexe Nua4 facilite I'incorporation d’H2Az par Swrl dans la
chromatine (Altaf et al. 2010). Chez la levure, Esal acétyle H2Az aprés son incorporation dans la

chromatine au niveau de promoteurs, ce qui en faciliterait son éviction et participerait a I'activation
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transcriptionnelle. Ainsi la fusion de ces deux complexes pourrait viser a une coopération entre ces
enzymes. Néanmoins la déplétion par RNAi de TIP60 ou P400 conduit la plupart du temps a des
phénotypes antagonistes (Mattera et al. 2009), comme par exemple sur I'expression de I'inhibiteur
de CDK/cycline p21 en absence de dommages (Tyteca et al. 2006b). Des expériences in vitro
montrent que P400 est capable, via son domaine SANT d’inhiber I’activité acétyltransférase de TIP60
(Park et al. 2009). Il existe donc une relation complexe entre ces deux sous-unités du complexe

TIP60.

e 3 Fonctions et instabilité génétique

De la levure a 'homme, TIP60, comme ses orthologues, est une protéine essentielle au niveau de la
cellule. Les souris déplétées en homozygotes pour les 2 copies de TIP60 ne sont non viables,
puisqu’elles meurent au stade blastocyste (Hu et al. 2009). De maniére générale, plusieurs études
suggérent des roles de TIP60 dans des processus développementaux, notamment au niveau du
systeme nerveux et cardiaque (Lorbeck et al. 2011),(Lough 2002). En 2007, TIP60 est caractérisée
comme suppresseur de tumeur dans des souris, face un stress oncogénique induit par I’'expression du
facteur myc (Gorrini et al. 2007). Un suppresseur de tumeur est, par opposition a un oncogéne, un
régulateur négatif de la prolifération cellulaire, dont la fonction est souvent perdue dans les cancers.
En effet, TIP60 est nécessaire a la signalisation et a la réparation des dommages a I’ADN, et surtout a
I'arrét du cycle ou a I'apoptose en réponse a ces dommages. De plus, I'expression de TIP60 est
effectivement décrite comme diminuée dans différents cancers. TIP60 est une protéine
pléiotropique, qui a de nombreuses fonctions cellulaires majoritairement associées a la sauvegarde

de la stabilité génétique de la cellule (Sapountzi et al. 2006).

e 4 Implication dans la régulation transcriptionnelle

a Activation de la transcription

TIP60 est largement impliquée dans I'activation transcrptionnelle. En effet, elle a été découverte en
1996 comme un transactivateur du facteur de transcription tat du virus HIV humain (Kamine et al.
1996). TIP60 est recrutée au niveau des promoteurs des genes comme co-activateur pour divers
facteurs de transcription. On peut citer notamment le recrutement de TIP60 avec le facteur de
transcription E2F, participant ainsi a I’activation des génes nécessaires a la transition G1/S, ou encore
avec UBF, facteur de transcription spécifique des ARN ribosomiques, participant a la transcription de
ces derniers (Sapountzi et al. 2006). TIP60 participe a I'activation transcriptionnelle par I'acétylation
de I'histone H4 au niveau du promoteur. Mais elle peut aussi acétyler un facteur de transcription et

moduler son activité. C’'est le cas pour le facteur de transcription P53, dont I'acétylation par TIP60
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facilite la transcription de ces genes cibles, notamment des genes pro-apoptotiques BAX et PUMA,
jouant un role prépondérant dans l'activation de I'apoptose en réponse aux dommages a I’ADN
(Tyteca et al. 2006a). TIP60 a donc majoritairement, et par différents mécanismes, un role
d’activateur transcriptionnel. Néanmoins dans un certain nombre de cas, TIP60 peut avoir un effet

répresseur sur la transcription.

b Répression de la transcription

TIP60 peut également agir co-répresseur lorsque recrutée avec certains facteurs de transcription. Ce
phénoméne a été décrit pour les facteurs de transcription CREB (cyclic AMP element response
binding proteine) et STAT3. Dans le cas de CREB, il semble que TIP60 se lie physisquement a ce
dernier, et indépendamment de son activité HAT, empéche la phosphorylation de CREB par la kinase
PKA, nécessaire a son activation. Ainsi TIP60 réprime les génes cible de CREB, en empéchant
I'activation de ce dernier (Gavaravarapu and Kamine 2000). D’autre part, TIP60 est capable
d’interagir via son domaine a doigt de zinc avec HDAC7, et c’est ce mécanisme qui est mis en avant
pour son role de co-répresseur de STAT3 (Xiao et al. 2003). A noter que TIP60, comme HDAC7, sont
toutes deux capables, d’aprés des tests double hybrides, de liaison avec le récepteur ETA
(internalised endothelin receptor A). Dans des cellules de mammiferes, lorsque ce récepteur est
activé via son ligand (ET1), il est internalisé, et TIP60 comme HDAC7 sont exportées du noyau et
colocalisent avec ETA, TIP60 potentialisant fortement l'activation de la voie de signalisation
provoquée par la liaison ETA-ET1 (Lee et al. 2001). Cette étude, sans lien apparent avec un
phénoméne de régulation transcriptionelle, appuie néanmoins I|’existence de ce couple TIP60-
HDAC7. Chez S.cerevisiae, un mutant pour I’'HDAC rpd3 présente une augmentation de la mise sous
silence des télomeéres, ce qui correspond a I'effet inverse attendu pour une HDAC. En réalité il semble
gu’Esal et rpd3 agissent en coopération pour réguler la présence d’H4K12ac, renforgant une
nouvelle fois ce lien TIP60-HDAC (Chang and Pillus 2009). Finalement, dans des cellules de
drosophile, une étude d’expression a grande échelle aprés siRNA dirigé contre TIP60 couplée a une
étude du recrutement par ChlP, révele qu’une large proportion de genes liée par TIP60 au niveau de
leur promoteur, est réprimée par TIP60 dans ce systeme. En croisant ces données avec de études
d’expression apres traitement a la TSA, les auteurs proposent un modéle ou TIP60 répriment de
nombreux génes, en recrutant un complexe contenant une HDAC a leur promoteur (Schirling et al.
2010). Le lien entre TIP60 et HDAC, est cohérent avec un réle éventuel de TIP60 dans
I’hétéochromatine, classiquement médiée par la présence des HDACs. Il faut également noter qu’il
existe un lien entre TIP60 et une protéine a bromodomaine puisque une étude récente montre que

I’acétylation de Twist par TIP60, est responsable du recrutement de BRD4 sur le promoteur et
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I’enhancer du gene WNT5A, permettant son expression, participant ainsi a un phénoméne de

tumorigenese dans un cancer du sein (Shi et al. 2014)
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Conclusion et objectifs de la thése

Au vu de lI'ensemble de ces données bibliographiques liant acétylation d’histones et
hétérochromatine, protéines BETs, et TIP60 (Fig 39), I’objectif de mon travail de thése a donc
été d’évaluer un éventuel lien entre TIP60 et hétérochromatine péricentromérique dans les

cellules de mammiferes.

Figure 39: TIP60 et hétérochromatine a travers les espéces. Sans étre exhaustif, de
nombreux éléments lient entre eux TIP60, hétérochromatine et acétylations d’histones.

PCT : Péricentromeres.
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Partie 1 : TIP60 dans la compaction de I’hétérochromatine

péricentromérique dans les cellules SUV39H % -/-

A Introduction

Au cours de mon travail de these, j’ai mis a jour un role de la protéine TIP60 dans I'hétérochromatine

des péricentroméres de mammiféres.

Les MEFs SUV39H % -/- présentent une légere déstructuration des péricentromeres, et des défauts
de ségrégation des chromosomes lors de la mitose (Peters et al. 2001). Leur chromatine
péricentromérique est privée d’H3K9me3 et de HP1, et se trouve enrichie en H4K12ac. Dans
I’hétérochromatine des télomeres de la levure, cette acétylation est mise en place par Esal,
I'othologue de TIP60, et H4K12ac est une cible in vitro de cette derniere. Effectivement, mes
résultats montrent que TIP60 est recrutée aux péricentromeres dans ces cellules SUV39H % -/-, ol
elle participe a la mise en place d’"H4K12ac. L'utilisation d’un siRNA TIP60 augmente les phénotypes
de déstructuration ainsi que les défauts de ségrégation déja observés dans ces cellules, impliquant
TIP60 dans le maintien de cette chromatine. Cette implication de TIP60 dans un phénomeéne de
maintien de la compaction pourrait s’expliquer par le recrutement intermédiaire de BRD2 via
I"acétylation d’H4K12. En effet, un siRNA BRD2 phénocopie le phénotype de décompaction induit par
le siRNA TIP60. De nombreux liens existent entre TIP60 et hétérochromatine chez la levure. Cette
étude représente le premier lien entre TIP60 et une structure hétérochromatinienne, et a plus forte

raison dans les péricentromeéres, dans des cellules de mammiferes.

B Publication
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Abstract

Pericentric heterochromatin is a highly compacted structure required for accurate
chromosome segregation in mitosis. In mammals, it relies on methylation of histone
H3K9 by Suv39H enzymes, which provides a docking site for HP1 proteins, therefore
mediating heterochromatin compaction. Here, we show that, when this normal
compaction pathway is defective, the histone acetyltransferase Tip60 is recruited to
pericentric heterochromatin where it mediates acetylation of histone H4KI12.
Furthermore, in such context, depletion of Tip60 leads to derepression of satellite
transcription, to decompaction of pericentric heterochromatin and to defects in
chromosome segregation in mitosis. Finally, we show that depletion of BRD2, a double
bromodomain containing protein which binds H4K12ac, phenocopies the Tip60
depletion with respect to heterochromatin decompaction and defects in chromosome
segregation. Taken together, in this manuscript, we have identified a new compaction
pathway of mammalian pericentric heterochromatin relying on Tip60 and which may be
dependent on BRD2 recruitment by H4K12 acetylation. We propose that the
underexpression in Tip60 expression observed in many human tumours can promote

genetic instability through defective pericentric heterochromatin.



Introduction

The structuration of mammalian heterochromatin around centromeres - i.e. in pericentric
regions of each chromosomes - plays a central role in genomic integrity: it silences the
expression of deleterious sequences, such as transposons, prevents deleterious recombination
events which can occur in repeated sequences, and allows correct chromosomes segregation
(Elgin and Grewal, 2003). Thus, the factors which are involved in the formation of such
condensed structures or in their maintenance are crucial for genetic stability. Among these
factors, Suv39H1 and Suv39H2 proteins methylate histone H3 on lysine 9, thus promoting the
recruitment of Heterochromatin Protein la (HPla) (Peters et al., 2001) and thereafter,
heterochromatin compaction. This heterochromatin compaction is critical for preventing
cancer progression: Suv39H negative cells harbor chromosomal instabilities and Suv39H
deficiency in mice is associated with an increased risk of cancer (Peters et al., 2001).
Moreover, negative modulation of Suv39H1 has been shown to promote tumorigenesis in
breast cancers (Khanal et al., 2013) and its over-expression in animal models can suppress
tumour formation (Albacker et al., 2013). Modifications in the expression of HP1 proteins are
also very frequent in human cancers (Dialynas et al., 2008). Interestingly, sensitivity to
therapy-induced senescence, which is a promising strategy of cancer treatment, is clearly

linked to Suv39H]1 expression (Dorr €t al., 2013).

As expected considering the global link between histone acetylation and chromatin relaxation,
heterochromatin formation and maintenance largely involve histone deacetylation: first,
histones in heterochromatin regions are generally hypoacetylated. Moreover, in yeast, Histone
DeAcCetylases (HDACSs), such as Sir2 or Clr3, participate, sequentially or concomitantly with
RNAi machinery, in the initiation, propagation and maintenance of pericentric
heterochromatin (Maison and Almouzni, 2004; Buscaino €t al., 2013). In mammals, treatment
of cells with histone deacetylase inhibitors impairs HPI1 recruitment to pericentric
heterochromatin (Taddei et al., 2001), suggesting that histone deacetylation is required for
heterochromatin compaction throughout evolution.

However, some histone acetylation events could participate in pericentric heterochromatin
function: heterochromatic regions of polytene chromosomes in drosophila are known for long
to harbour histone H4 acetylated on K12 (Turner et al., 1992). Moreover, in mammalian cells,
non-coding RNAs produced from the transcription of repeated pericentric regions, called

“satellites”, play a crucial role in heterochromatin formation (Maison and Almouzni, 2004)



suggesting a function for histone acetylation, which is associated with the expression of
satellites (see for example: (Papait €t al., 2007)).

In S cerevisiae, H4K 12 is acetylated at telomeres by Esal (Clarke et al., 2006). In fission
yeast, acetylation of histone H3K4 by the Mstl histone acetyltransferase is involved in
heterochromatin formation, by favouring the switch of recruitment between Clr4 (homolog of
Suv39H) and Swi6 (HPla) (Xhemalce and Kouzarides, 2010). Strikingly, the human
homologue of Mstl and Esal, the histone acetyltransferase Tip60, is also linked to
heterochromatin maintenance: DNA double strand breaks occurring in heterochromatin are
repaired by a specific pathway involving Tip60, which is recruited and activated through the

binding of its chromodomain to H3K9me3 (Ayrapetov et al., 2014).

The Tip60 histone acetyltransferase is conserved from yeast to human (Doyon and Cote,
2004). It acetylates canonical histone H4 and H2A, as well as histone variants H2A.Z and
H2A.X (Altaf et al., 2010; Ikura et al., 2015). It belongs to the MYST family and participates
in a multimolecular complex, called “Tip60 complex” in mammals, containing many other
enzymes, including the ATPase p400 which mediates the incorporation of the H2A.Z histone
variant in chromatin (Gevry et al., 2007).

Tip60 and its associated proteins participate in transcriptional control and, consistent with its
histone acetyltransferase activity, Tip60 is involved in the activation of specific promoters.
However, in few instances, it was found to mediate transcriptional repression (Ai €t al., 2007,
Chevillard-Briet et al., 2014), but the role of histone acetylation in this process remains
largely unclear. Members of the Tip60 complex also participate in genetic stability since both
Tip60 and p400 are important, for example, for the repair of DNA double strand breaks (Murr
et al., 2006; Chailleux et al., 2010; Xu et al., 2010; Courilleau et al., 2012).

Through its action on gene expression and genetic stability, Tip60 participates in growth
control. In response to DNA damage, it is required for both cell cycle arrest and apoptosis. It
first participates in DNA damage signalling through acetylation of ATM, a kinase central to
the response to Double Strand Breaks (Sun €t al., 2005). Moreover, it is an essential cofactor
of the p53 tumour suppressor (Berns et al., 2004; Legube et al., 2004), facilitating p53
transcriptional activity but also, through direct acetylation of p53, its targeting to specific
promoters (Sykes et al., 2006; Tang et al., 2006; Tyteca et al., 2006). Accordingly, Tip60 is
underexpressed in a wide variety of human cancers (Gorrini €t al., 2007; Mattera et al., 2009).
Moreover, mice heterozygous for Tip60 are more susceptible to myc-induced lymphoma or

chemically-induced colon cancers (Gorrini €t al., 2007; Mattera et al., 2009), indicating that



Tip60 is a tumour suppressor. The mechanisms by which it mediates its tumour suppressor
functions are not completely clear but were shown to involve the control of the DNA damage
response (Gorrini et al., 2007) or of the Wnt signalling pathway (Chevillard-Briet et al.,
2014).

In this study, we analyze the role of Tip60 in pericentric heterochromatin maintenance and
function in mouse cells. We found that it participates in a new pathway of heterochromatin
compaction, which could rely on histone H4K 12 acetylation and on the recruitment of BRD2,
a double bromodomain containing protein which binds H4K12ac. Taken together, our results
demonstrate that mammalian Tip60 can be a major regulator of pericentric heterochromatin

dynamics providing an alternative compaction pathway to ensure genetic stability.



Results

Tip60 acetylates histones at defective pericentric heterochromatin

In the yeast S. pombe, the Tip60 ortholog was shown to be involved in the maintenance of
heterochromatin at the HMR loci, functioning in collaboration with orthologs of Suv39H1 and
HP1 proteins (Xhemalce and Kouzarides, 2010). In order to test whether this was conserved
in mammals, we transfected NIH3T3 cells twice at 48 hours apart with siRNAs against Tip60.
These siRNAs were shown to decrease efficiently Tip60 protein expression (Chevillard-Briet
et al., 2014) and we achieved efficient Tip60 mRNA depletion during at least five days (Fig.
1A). We did not find any effect of Tip60 depletion on satellite expression (Fig. 1B), a marker
of heterochromatin decompaction, neither on heterochromatin enrichment of the HP 1 a protein
(Fig. 1C). In addition, Tip60 depletion did not affect de novo HP1a recruitment measured
using a commonly used assay relying on re-expression of Suv39H1 in Suv39H-/- cells
(Maison et al., 2011) (data not shown). Altogether, these data indicate that the regulation of
HP1 recruitment to heterochromatin by Tip60 is not conserved in mammals.

Interestingly, in cells harbouring defects in the normal pathway of heterochromatin
compaction, such as cells originating from mice deficient from Suv39H proteins or cells
treated with DNA methylation inhibitors, pericentric heterochromatin harbours increased
levels of H4K 12 acetylation (Peters et al., 2001; Boyarchuk et al., 2014). We confirmed this
finding by chromatin immunoprecipitation experiments. Indeed, ChIP with acetylated H4K 12
(H4K12ac)-specific antibodies immunoprecipitated much more major satellite sequences
from cells derived from Suv39H knock-out mice (Suv39H-/- cells) than from cells derived
from control mice (Fig. 2A). Moreover, treatment of NIH3T3 cells with 5-Azacytidine (5-
AzaC), which causes a general decrease in DNA methylation leading to disruption of
pericentric heterochromatin, also induced an increase in the amount of major satellite
sequences immunoprecipitated by the H4K12ac antibody (Fig 2B). Strikingly, in both cases,
depletion of Tip60 using a specific siRNA that we previously validated (see SuppFig. S1A for
siRNA efficiency) led to a decrease in the amount of major satellite sequences
immunoprecipitated by the H4K12ac antibody (Fig. 2C and 2D), indicating that Tip60
expression is required for this acetylation event in both models.

This result led us to test whether Tip60 is recruited to pericentric heterochromatin when
classical heterochromatin compaction pathway is defective. We found, by ChIP experiments,
that immunoprecipitation of Tip60 led to the co-immunoprecipitation of major satellite
repeats from Suv39H-/- cells (Fig. 2E). This precipitation is specific since it was not observed

in the no antibody control, neither on an unrelated genomic sequence from the p53 promoter



in the same cells. Taken together, these data indicate that Tip60 is recruited to pericentric

heterochromatin in cells derived from Suv39H-/- mice, where it acetylates histone H4K12.

Tip60 is important for heterochromatin compaction in Suv39H-/- cells

We next tested the function of Tip60 in pericentric heterochromatin compaction in Suv39H-/-
cells. To this end, we transfected Suv39H-/- cells with previously characterized Tip60
siRNAs (Chevillard-Briet et al., 2014) and stained them with DAPI to observe
heterochromatic foci. We found that Tip60 depletion resulted in cells harbouring disrupted
foci compared to cells transfected with the control siRNA (Fig. 3A). To quantify these
changes, we used a plug-in developed in Carl Mann laboratory monitoring DAPI
heterogeneity in cells as a coefficient of variation (DAPI CV) (Jeanblanc et al., 2012). This
plug-in efficiently detects heterochromatin compaction in Senescence-Associated
Heterochromatin Foci (SAHFs) observed in senescent cells. We found that depletion of Tip60
resulted in a significant decrease of DAPI heterogeneity in Suv39H-/- cells (Fig. 3B),
reflecting a decompaction of heterochromatin. Importantly, we found similar result using two
independent siRNAs against Tip60, ruling out off-target effects (for siRNAs efficiencies, see
SuppFig. S1A). Using the Operetta platform, a device allowing the automatic acquisition and
analysis of fluorescence (see Material and Methods section for details), we confirmed that
Tip60 depletion significantly decreased in DAPI heterogeneity in Suv39H1-/- cells (Fig. 3C),
but not in wild type NIH3T3 cells. Altogether, these data indicate that Tip60 is important for
heterochromatin compaction in a Suv39H-negative background.

Pericentric heterochromatin decompaction is associated with an increase in the transcription
of satellite repeats. Indeed, transcription of pericentric repeats is stimulated in Suv39H knock-
out cells and strongly induced upon treatment of cells with 5AzaC (Gopalakrishnan et al.,
2009). We thus monitored the effect of Tip60 depletion on satellite repeats expression. We
found that Tip60 depletion using the two specific siRNAs led to an increase in major satellite
expression in Suv39H-/- cells (Fig. 4A). Moreover, this increase was abolished upon
restoration of normal pericentric heterochromatin in these cells by transfection of an
expression vector for Suv39H1 (Fig. 4B; see SuppFig. S1C for Tip60 siRNA efficiency and
Suv39H1 expression level). Since such increase was also not seen in wild type cells, as
mentioned above (see Figure 1), this indicates that Tip60 represses major satellite expression
only when the classical heterochromatin compaction pathway is defective. Note however that
we did not find any stimulation of major satellite expression following Tip60 knock-down in

NIH3T3 cells treated by 5-AzaC (SuppFig. S2), probably because heterochromatin



decompaction is much more pronounced in this situation and cannot be further increased by
Tip60 depletion despite the modulation of H4K 12 acetylation observed in Fig. 2D.
Taken together, these data indicate that the Tip60 histone acetyltransferase is involved in both

the compaction of pericentric heterochromatin and the repression of repeats transcription.

Tip60 deficiency strengthen the genetic instability phenotype of Suv39H-/- cells
Pericentromeric heterochromatin compaction is important for genetic stability, and satellite
overexpression is associated with its relaxation (Ting et al., 2011). As a consequence,
Suv39H-/- cells, in addition to satellite overexpression phenotype, harbours some defects in
chromosome segregation in mitosis, with the appearance of a general polyploidy (Peters et al.,
2001). Since Tip60 depletion further decreases heterochromatin compaction and further
increases satellites transcription, we reasoned that it may further increase the genetic
instability phenotypes associated with Suv39H inactivation. We thus transfected Tip60
siRNAs in Suv39H-/- cells and analysed the presence of hyper-polyploid cells 6 days
following transfection. We observed a significant increase in the number of mitotic cells with
twice the amount of chromosomes when counted in chromosomes spreads (Fig. SA). We also
quantified this phenomenon by propidium iodide staining followed by flow cytometry and we
found that Tip60 depletion induces an increase in the number of hyper-polyploid Suv39H-/-
cells (Fig. 5B). Strikingly, such increase was not observed upon Tip60 depletion in wild type
NIH3T3 cells. Thus, these data indicate that Tip60 depletion, in a Suv39H-/- context, favours
polyploidy. We next analyzed the presence of micronuclei, a feature which is also associated
with the inactivation of Suv39H and reflect mitosis defects leading to aneuploidy (Wang et
al., 2013). We found that the percentage of cells harbouring micronuclei strongly increased
upon Tip60 knockdown in Suv39H-/- cells but not in NIH3T3 cells (Fig. 5C, see also
SuppFig. S3 for another Tip60 siRNA).

Altogether, these data indicate that the expression of the Tip60 complex is important for the

correct segregation of chromosomes in a Suv39H-depleted context.

Heterochromatin compaction could be mediated by BRD2

We next investigated the molecular mechanism by which Tip60 could mediate the
compaction of heterochromatin, an unexpected role for a histone acetyltransferase given that
acetylation is generally associated with chromatin relaxation. Strikingly, proteins with two
bromodomains of the BRD family were found to mediate chromatin compaction in an
acetylation-dependent manner (Pivot-Pajot et al., 2003). Moreover, BRD2 was previously
found to bind to acetylated H4K12 (Umehara et al., 2010) which is the Tip60-dependent



histone modification found in pericentric heterochromatin upon Suv39H depletion (see
above). We thus tested the involvement of BRD2 in Tip60-dependent heterochromatin
functions in the Suv39H-/- background. We first found that BRD2 is recruited to pericentric
heterochromatin in Suv39H-/- cells, as shown by ChIP experiments (Fig. 6A). This
recruitment is specific, since enrichment of pericentric sequences was much lower in the no
antibody control. Furthermore, no enrichment of an unrelated sequence from the B2m
promoter could be observed in the BRD2 ChIP.

Depletion of BRD2 using a specific siRNA (see SuppFig. S1B for the validation of siRNA
efficiency) led to the decompaction of heterochromatin in Suv39H-/- cells as shown by DAPI
CV measurement, either manually or automatically (Fig. 6B). We also observed the
appearance of aneuploidy upon BRD2 depletion, as shown by the increase in the number of
cells harbouring micronuclei (Fig. 6C).

Thus, these data indicate that BRD2 depletion phenocopies the depletion of Tip60, suggesting

that it mediates the Tip60-dependent heterochromatin compaction in Suv39H-/- cells.



Discussion

In this manuscript, we identify a new pathway involved in heterochromatin compaction and
function. This pathway can function as a back-up pathway important in the absence of the
normal Suv39H-HPla canonical pathway. Indeed, we observe Tip60 recruitment to
heterochromatin only in the absence of Suv39H proteins, and it mediates histone H4K12ac, a
modification that was previously shown to be specifically enriched in a context in which
heterochromatin is abnormal. Moreover, we did not find any effect of Tip60 depletion on
heterochromatin transcription in normal cells. Although this is not a definitive proof that
Tip60 does not play a role in pericentric heterochromatin in normal cells, either because the
depletion we achieved is not sufficient enough or because it is involved in very specific time
or space windows (see below), our results indicate that the Tip60-dependent heterochromatin
pathway is particularly important when the normal pathway of heterochromatin maintenance
is defective. Interestingly, we found that Tip60 depletion also leads to overexpression of
LINE retroviral sequences in Suv39H-/- cells (SuppFig. S4). Since these LINE sequences are
also regulated by Suv39H-HPla (Ting et al., 2011; Bulut-Karslioglu et al., 2014), the
pathway we uncover here is probably not restricted to pericentric heterochromatin but can
replace the canonical constitutive heterochromatin compaction pathway wherever it is

involved.

Our results show that in Suv39H-deficient cells, depletion of Tip60 leads to the strengthening
of phenotypes which are associated with defects in pericentric heterochromatin, such as the
decompaction of heterochromatin and the increase in the expression of non-coding RNAs
produced from heterochromatin sequences. Moreover, it increases the genetic instability
associated with heterochromatin dysfunction, with defects in chromosome segregation in
mitosis, exemplified by the increase in the percentage of cells harbouring micronuclei as well
as of polyploid cells.

Paradoxically, given the known link between histone acetylation and chromatin compaction,
our results indicate that a histone acetyltransferase mediates both histone acetylation, at least
on H4K12, and chromatin compaction. Interestingly, histone acetylation could be directly
involved in heterochromatin compaction, by allowing the recruitment of BRD2, which
belongs to the double-bromodomain containing proteins family, some of them known to be
able to mediate the compaction of acetylated chromatin (Pivot-Pajot et al., 2003; Wang et al.,
2012). In agreement with that, depletion of BRD2 mimics Tip60 depletion with respect to

heterochromatin compaction and chromosomes segregation defects.
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Note that we were not able to formally demonstrate that BRD2 recruitment was dependent on
H4K12 acetylation. We cannot thus rule out the involvement of other mechanisms in Tip60-
mediated heterochromatin compaction. Indeed, we did not find any evidence for changes in
the expression of pericentric heterochromatin sequences upon BRD2 depletion in these cells
(SuppFig. S5). This indicates that chromatin decompaction is not sufficient for an increased
expression of pericentric repeats, underlining the requirement of acetylation of another
substrate (either another histone residue than H4K12 or another protein) by Tip60 to repress

satellites expression.

Another question raised by our findings is where and when does this pathway participate in
heterochromatin compaction or, in other terms, in which physio-pathological situation could it
be involved. First, this could occur during cancer progression. Indeed, most cancers, if not all,
have defects in heterochromatin, with a decreased DNA methylation (Wilson et al., 2007), in
a manner reminiscent to 5-AzaC treated cells. Moreover, defects in the canonical
heterochromatin compaction pathway are common in human cancers (Dialynas et al., 2008;
Slee et al., 2011). During the course of cancer progression, it thus possible that the
heterochromatin compaction pathway we uncover here allows cells to maintain a sufficiently
accurate chromosome segregation to avoid their elimination by checkpoints or death because
of too high chromosome imbalance. Strikingly, Tip60 is a tumour suppressor often
underexpressed in human cancers. Developed cancer may thus harbour defects both in the
normal pericentric maintenance pathway and in the pathway we identified here. This could
lead to high genetic instability that could further reinforce cancer progression or favour the
appearance of drug-resistant clones of cancer cells. Along this line, Tip60 is known to
facilitate DNA double strand breaks repair (Murr et al., 2006; Chailleux et al., 2010).
Moreover, a decrease in Tip60 levels abolishes the tumour suppressor pathways, such as the
DDR and the p53 pathway (Berns et al., 2004; Legube et al., 2004; Sun et al., 2005)
eliminating cells with high genetic instability. Tip60 deficiency can thus both increase genetic
stability of cancer cells (by decreasing DNA repair efficiency and inducing defects in
chromosome segregation (this study)) and decrease the mechanism eliminating damaged cells.

Such mechanisms probably explain, at least in part, the tumour suppressor functions of Tip60.

The question of whether the heterochromatin compaction pathway we have uncovered here is
also important in normal cells is an open and important question. In agreement with that,
Mstl, the Tip60 ortholog in S pombe, is important for heterochromatin function.

Interestingly, there are known normal situations in which the canonical Suv39H-HPla
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heterochromatin compaction pathway is not functional, such as at very early stage of
development in mouse (Santos €t al., 2005) as well as in late S phase. In this latter case, it was
found that the recruitment of the demethylase JMJD2A also remove H3K9me3, in a manner
very similar to what can be observed in Suv39H depleted cells (Park et al., 2014). Since
H4K12ac is associated with telomeric heterochromatin plasticity in S cerevisiae (Zhou et al.,
2011), it is tempting to speculate that the pathway we have uncovered here is involved in
processes requiring heterochromatin plasticity, such as during DNA repair and replication. In
agreement with such a hypothesis, Tip60 has been found to be involved in DNA double strand
breaks repair in heterochromatin (Ayrapetov et al., 2014). Moreover, we found, by ChIP
using synchronised cells, that the level of histone H4K12ac increases during cell cycle and is
maximal in late S phase (SuppFig. S6), at a time where transcription of pericentric repeats is
decreased (Lu and Gilbert, 2007). Whether Tip60-dependent compaction is functionally
important for heterochromatin function and maintenance at this very specific cell cycle stage
or during the repair of DNA damage occurring in heterochromatin is a question which clearly

merits further investigations.
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Materials and Methods

Antibodies, vectors, siRNAs, and primers

Anti-H4K12ac and anti-H3 antibodies were purchased from Abcam (Paris, France) and anti-
BRD2 was from Bethyl Laboratories (Montgomery, TX). Anti-Tip60 antibody was purchased
from Upstate Laboratories. The myc-Suv39H1 expression vector was a kind gift from Dr T.

Jenuwein (Peters et al., 2001).

All siRNAs were purchased from Eurogentec (Angers, France). Sequences were as follow:
Control siRNA: ACUCAAACUCACGAAGGAA-dTAT

Tip60-1: UGAGAUUGAUGGACGGAAA-dTAT

Tip60-2: UGAAGAACAUUGAGUGUAU-dTAT

BRD2 siRNA: GACAAAGGAGGAACUGGCUUUGGAG-dTAT

The following primers were used :

Tip60 mRNA: 5’-GACCCCTTCCTCTTCTACGT-3’ and 5’-
CCGGTCTTCCCTTCTACTTT-3’
p400 mRNA: 5’-GAAGTTGGCTGCTGCTAAGA-3’ and 5-
CCTCTTCTGGAAACTTTCTG-3’
Suv39H]1 mRNA: 5’-GGGTCCACTTGCATGTTGTAA-3’ and 5-

GGCAACATCTCCCACTTTGT-3’

Major satellites (expression and ChIP): 5’-GACGACTTGAAAAATGACGAAATC-3’ and
5’-CATATTCCAGGTCCTTCAGTGTGC-3’

B2m  mRNA (expression and ChIP): 5’-CCCGTTCTTCAGCATTTGGA-3’ and 5’-
CCGAACATACTGAACTGCTACGTAA-3

p33 promoter: 5’-CAGAGCAGAAAGGGACTTGG-3 and 5’-
CTTCACTTGGGCCTTCAAAA-3’

Cell culture, transfection and treatments

MEFs derived from Suv39H-/- or Suv39H+/+ animals (kind gifts from Dr T. Jenuwein (Peters
et al., 2001)) and NIH3T3 cells (ATCC, LCG Std, Molsheim, France) were cultured in
DMEM medium supplemented with 10% FCS and antibiotics.

Cells were electroporated with siRNAs (100 pM) or plasmids (1pg) using an electroporation

device (Amaxa AG, Lonza, France), according to manufacturer’s specifications. Stable
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Suv39H1-expressing cell line (named “Rescued” MEFs) was obtained after selection for 7
days using 2ug/ml puromycin.
When required, cells were treated using 5-azacytidine (10uM) for around 24h before being

harvested and used in ChIP experiment.

DAPI staining, metaphase spreads and flow cytometry analysis

For DAPI staining, cells were fixed with 4% formaldehyde before staining for 3 minutes with
DAPI (Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France). Stainings were then quantified by
counting micronuclei or by evaluate chromatin compaction using DAPI CV (Coefficient of
variation) quantification plug-in on ImageJ (from C. Mann laboratory (Contrepois et al.,
2012)).

In metaphase spreads experiments, cells were treated using 0.1pg/ml colcemid for 2h,
trypsinized, washed and then lysed for 25 min in hypotonic solution (75mM KCI). After
addition of fixative solution (Ethanol:Acetic acid, 3:1), metaphasic plates were then spread on
microscope slides, stained with DAPI for 3 minutes and photographed.

For flow cytometry analysis, cells were trypsinized, fixed with 70 % ethanol, stained with PI
supplemented with RNAse (BD Biosciences, Pont-de-Claix, France) and analysed by flow

cytometry. Quantification was done using CellQuest software (BD Biosciences).

Automatic measurement of fluorescence

Automatic high-throughput/high-content analysis were performed using an Operetta device
(Perkin Elmer, Courtaboeuf, France). Briefly, Suv39H-/- cells were transfected as described
above and seeded into 96-well plates (Cell Carrier, Perkin Elmer) at the density of 5000 cells
per well. 48 hours later, cells were fixed and stained with DAPI, also as described above, and
then observed using the Operetta platform (Olympus 20X objective, 0.19 numerical aperture).
DAPI images were taken for each well in an optimized plane and analysed for the DAPI CV
(Coefficient of Variance, i.e. standard deviation divided by mean) using a script operated by
an integrated software package (Acapella, Perkin Elmer).

Data for 500 to 1000 cells per well were collected, illustrated in box plots and statistically
analysed with the R software. Briefly, for each comparison of microscopy DAPI CV data, we
applied the statistical test of Shapiro to determine whether the list of values is normally
distributed (p-value > 0.05) or not normally distributed (p-value < 0.05). Since at least one of

the lists was not normally distributed, we applied the Mann-Whitney-Wilcoxon test.

Immunofluorescence
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Cells seeded on coverslips were fixed in 4% paraformaldehyde and incubated with primary
anti-HP1la and secondary anti-mouse (Euromedex, Souffelweyersheim, France) antibodies
before being stained with DAPI, mounted and observed, as previously described (Escaffit et
al., 2007).

RNA extraction, reverse transcription and qPCR analysis

RNA extraction were performed with Trizol reagent, then treated with DNAse I and DNAse Z
for 1.5h at 37°C. DNAses were then precipitated and eliminated with lysis solution and MPC
protein precipitation reagent from Epicentre (Tebu-Bio, Le Perrey-en-Yvelines, France). After
reverse transcription using random primers and AMV reverse transcriptase (Promega,
Madison, WI), qPCR analysis was performed using iQ qPCR mix and a real-time PCR device
(Biorad, Marnes-la-Coquette, France) according to the manufacturer’s instructions. qPCR

reactions were performed in triplicates.

Chromatin Immunoprecipitation

Chromatin immunoprecipitation experiments were performed essentially as described.
Briefly, cells were fixed in 1% formaldehyde (15 min) and glycine was added to block the
reaction. Nuclei were prepared and sonicated to generate DNA fragments with lengths
between 500 and 1500 bp. After pre-clearing and blocking steps, immunoprecipitations were
performed overnight with specific antibodies or without antibody as negative control. After
centrifugation to eliminate background, recovering of the immune complexes was performed
by the incubation of samples with a mixture of blocked proteinA/protein G beads (Sigma
Aldrich) on a rotating wheel (1h at 4 °C). After washing, the DNA—protein cross-link was
reversed by the addition of Rnase A to the samples (30min at 37°C) and heating under
agitation at 70 °C on night. After proteinase K digestion (1.5h), DNA was purified using GFX
DNA Purification kit (GE Healthcare, Vandoeuvre-les-Nancy, France) and then quantified by
gPCR using iQ gPCR mix and a real-time PCR device (BioRad) according to the

manufacturer’s instructions. qPCR reactions were performed in triplicates.
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Figure Legends

Figure 1: Tip60 depletion does not induce any effect on various heterochromatin
features in NIH3T3 cells

A) NIH3T3 cells, transfected twice at 48 hours apart by the indicated siRNA, were harvested
every 24h from 48h to 120h after the first transfection. Tip60 and P2m mRNAs were
quantified by reverse transcription followed by qPCR. The amount of Tip60 mRNAs were
divided by the amount of f2m mRNA and standardised relative to 1 for cells transfected with
control siRNA at each time. A representative experiment is shown. B) NIH3T3 cells were
transfected using Tip60-1 or control siRNA. The amount of major satellite sequences and
B2m mRNA was quantified by reverse transcription followed by qPCR. The amount of
satellite RNAs were divided by the amount of f2m mRNA and standardised relative to 1 for
cells transfected with control siRNA. The mean and standard deviation from 4 experiments
are shown. C) NIH3T3 cells transfected, twice at 48 hours apart, by the indicated siRNA were
fixed 96h after the first transfection, and stained with anti-HPlalpha antibody and DAPI.

Representative images are shown.

Figure 2: Tip60 recruitment to pericentric heterochromatin

A) Suv39H+/+ and Suv39H-/- MEFs were subjected to ChIP assays using anti-H4K12ac
antibodies, anti-histone H3 antibody or no antibody (No Ab) as a control. The presence of
major satellite sequences and fB2m sequences were quantified by qPCR in the
immunoprecipitates and the inputs. The amounts of major satellites sequence in the H4K12ac
immunoprecipitates were divided by the amount present in the histone H3 immunoprecipitates
and standardized relative to f2m sequences. A representative experiment out of three is
shown. Error bars represent standard deviation within technical triplicates. B) NIH3T3 treated
or not with 5-Aza for 24 hours were subjected to a ChIP assay and analysed as in A. The
mean and standard deviation from 3 experiments are shown. C) Suv39H-/- cells were
transfected with the indicated siRNAs. 72 hours following transfection, cells were subjected
to a ChIP assay using anti-H4K12Ac antibodies, anti-histone H3 antibody or no antibody (No
Ab) as a control. The amounts of major satellite and f2m sequences were quantified by qPCR
in the immunoprecipitates and the inputs as in A. The mean and standard deviation from five
independent experiments are shown. D) NIH3T3 transfected using indicated siRNA were
treated or not with 5-Aza 48 hours later for 24 hours and subjected to a ChIP assay and
analysed as in A. The mean and standard deviation from three independent experiments are

shown. E) Suv39H-/- and Suv39H+/+ cells were subjected to a ChIP assay using anti-Tip60
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antibody or no antibody (No Ab) as a control. The presence of major satellite sequences as
well as p53 promoter was quantified by qPCR in the immunoprecipitates and the inputs. The
relative efficiency of the IP from a representative experiment out of three is shown relative to
1 for the NoAb amount in Suv-/- cells. Error bars represent standard deviation within

technical triplicates.

Figure 3: Tip60 is involved in heterochromatin compaction

A) Suv39H-/- cells were transfected using Tip60-1 or control siRNA. 48 hours later, cells
were fixed and stained with DAPI. Representative images of cells are shown. B) Same as in
A, except that two Tip60 siRNAs were used and DAPI Coefficient of Variation (DAPI CV)
from at least 100 cells by conditions was calculated. Box plots represent the cell population,
with the median and the 50 and 75 % quantiles. The p-values of the difference between the
two cell populations are indicated above the graphs. Note that raw values of DAPI CV
strongly varied from one experiment to the other depending on the settings used for image
acquisition. C) Suv39H-/- and NIH3T3 cells were transfected using Tip60-1 or control
siRNA. Cells were seeded in 96 wells plates. 48 hours later, cells were fixed and stained with
DAPI, then analysed automatically for DAPI CV (Coeftficient of variance) using the Operetta

device.

Figure 4: Tip60 represses major satellite expression in Suv39H-deficient context

A) Suv39H-/- cells were transfected by the indicated siRNAs. 72 hours later, cells were
harvested and RNA was extracted. The presence of major satellites and f2m RNAs was
quantified by reverse transcription followed by qPCR. The amount of major satellites RNAs
was divided by the amount of f2m mRNA and standardised relative to 1 for cells transfected
with control siRNA. The mean and standard deviation from four independent experiments are
shown. B) Suv39H-/- cells or cells rescued for Suv39H1 expression were transfected by the
indicated siRNA. 72 hours later, cells were harvested and the amount of major satellite

sequences was analysed as in A. A representative experiment out of three is shown.

Figure 5: Tip60 expression is important for correct chromosome segregation in Suv39H-
/- cells

A) Metaphase spreads of Suv39H-/- cells transfected by the indicated siRNA and blocked in
mitosis, 6 days later, by colcemid treatment. The number of chromosomes in each metaphase
plate is indicated (from 25 to 27 fields, representing 31 metaphases per condition ordered by

number of chromosomes). Statistical analysis was performed using Chi2 test. Representative
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images illustrating cells with single or double chromosome numbers are shown. . B) Suv39H-
/- and NIH3T3 cells transfected, twice at 48 hours apart, by the indicated siRNA were
harvested 7 days later. Cells were fixed and stained with propidium iodide and analysed by
flow cytometry. C) Suv39H-/- and NIH3T3 cells were transfected using Tip60 or control
siRNA. 72 hours later, cells were fixed and stained with DAPI. Representative images are
shown for Suv39H-/- cells. The arrows point towards micronuclei. The graph corresponds to
the quantification of three independent experiments with at least 100 cells analysed by

conditions in each experiments. The mean and standard deviation are shown.

Figure 6: Tip60 function in heterochromatin is mediated by BRD2

A) Suv39H-/- cells were subjected to a ChIP assay using anti BRD2 antibodies or no antibody
(No Ab) as a control. The presence of major satellite and f2m sequences was quantified by
gPCR in the immunoprecipitates and the inputs. The percentages of inputs from a
representative experiment out of three are shown. Error bars represent standard deviation
within technical triplicates. B) Suv39H-/- cells were transfected using BRD2 or control
siRNA. 72 hours later, cells were fixed and stained with DAPI. Representative images of cells
are shown. DAPI CV from at least 100 cells by conditions was calculated manually (DAPI
Coefficient of Variation) or automatically (DAPI Coefficient of Variance) using the Operetta
device. Box plots represent the cell populations, with the median, the 50% and the 75%
quantiles. The p-value of the difference between the two cell populations is indicated above
the graphs. C) Suv39H-/- cells were transfected using BRD2 or control siRNA. 72 hours later,
cells were fixed and stained with DAPI. Representative images of cells are shown. The arrows
point towards micronuclei. The graph corresponds to the quantification of three independent
experiments with at least 100 cells analysed by conditions in each experiments. The mean and

standard deviation are shown.
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Supplementary Figures Legends

Figure S1 : Typical experiments monitoring the efficiency of the various siRNAs in the various
experimental settings

A) Suv39H-/- cells were transfected using Tip60-1, Tip60-2 or control siRNA. These siRNAs were described
previously and shown to inhibit Tip60 RNA and protein expression (Chevillard-Briet et al., 2014). After 72h,
RNA was extracted and the presence of Tip60 and B2m mRNAs were quantified by reverse transcription
followed by gPCR. The amount of Tip60 mRNAs were divided by the amount of B2m. Representative
experiment is shown. Error bars represent standard deviation within technical triplicates. B) Suv39H -/- cells
were transfected using BRD2 or control siRNA. 72h later, cells were harvested and after nuclear extraction,
western-blot analysis was realised with anti-BRD2 and anti-Actin antibodies. C) Suv39H-/- cells or cells
rescued for Suv39H1 expression were transfected by the indicated siRNA. 72 hours later, cells were
harvested and the amount of Tip60, Suv39H1 and 2m mRNAs were quantified by reverse transcription
followed by gqPCR. The amount of Tip60 or Suv39H1 mRNAs were divided by the amount of p2m.
Representative experiment is shown. Error bars represent standard deviation within technical triplicates.

Figure S2 : Tip60 depletion does not induce satellite expression upon 5-Aza treatment

NIH3T3 transfected using indicated siRNA were treated or not with 5-Aza 48h after transfection for 24 hours.
RNA was extracted and the presence of satellite RNAs and B2m mRNAs were quantified by reverse
transcription followed by gqPCR. The amount of satellite RNAs were divided by the amount of p2m.
Representative experiment is shown. Error bars represent standard deviation within technical triplicates.

Figure S3 : Increased number of cells harbouring micronuclei upon Tip60 knockdown using a
different siRNA

Suv39H-/- cells were transfected by the indicated siRNAs. 48 hours later, cells were harvested and the
amount of cells harbouring micronuclei was quantified after DAPI staining and microscopy analysis. Two
siRNAs (Ctrl, used elsewhere in this work, and Ctrl-2, described in supplemental procedures) targeting no
messenger were used as control. Representative experiment is shown.

Figure S4 : Tip60 depletion stimulates the expression of LINE sequences in a Suv39H-dependent
manner

Suv39H-/- cells or cells rescued for Suv39H1 expression were transfected by the indicated siRNA. 72 hours
later, cells were harvested and the amount of LINEs and 32m mRNA were quantified by reverse
transcription followed by qPCR. The amount of LINEs were divided by the amount of 32m. Representative
experiment is shown. Error bars represent standard deviation within technical triplicates.

Figure S5 : BRD2 depletion does not affect satellite expression in Suv39H cells

Suv39H -/- cells were transfected using BRD2 or control siRNA. 72h later, cells were harvested and the
presence of satellite RNAs and f2m mRNA were quantified by reverse transcription followed by gPCR. The
amount of satellite RNAs were divided by the amount of f2m. The mean and standard deviation for 3
experiments are shown.

Figure S6 : H4K12 becomes hyperacetylated during late S phase

NIH3T3 cells were harvested by serum deprivation for 48h, then released in the cell cycle by serum addition,
fixed 4, 9, 11 or 15h after serum addition and subjected to a ChIP assay using anti-H4K12Ac antibodies,
anti-histone H3 antibody or no antibody (No Ab) as a control. The amounts of major satellite and $2m
sequences were quantified by qPCR in the immunoprecipitates and the inputs. The mean and standard
deviation from two independent immunoprecipitations are shown.

Grézy et al., SuppFig Legends
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Supplemental Procedures

Western-blot analysis

Total cell lysates were prepared as previously described (Mattera et al., 2009) and
analysed in western-blot experiments using an anti-BRD2 antibody from Bethyl
Laboratories.

Additional siRNA
The following additional siRNA was used in the micronuclei analysis :
Ctrl-2: CGUACGCGGAAUACUUCGA-dTdT

Expression des LINEs
Expression of LINEs was measured by RT-qPCR using the following primers :
5-CACTCCCACCCCACCTAGT-3 and 5-TAACTCTTTAGCAGTGCTCTCCTGT-3'

Synchronisation of cells

Cells were synchronised by serum deprivation (medium complemented with 0.25%
serum) during 48h, then released in the cell cycle by addition of complete medium
containing 10% FBS.

Mattera, L., Escaffit, F., Pillaire, M.J., et al. The p400/Tip60 ratio is critical for colorectal cancer cell
proliferation through DNA damage response pathways. (2009). Oncogene, 28, 1506-1517.

Grézy et al., Supplemental Procedures
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Figure 40 : P400 est impliquée dans la compaction des péricentroméres dans les SUV39H % -/-. A)
Quantification de I'hétérogénéité du marquage DAPI dans des noyaux de SUV39H % -/-, traités 48H
avec un siRNA contréle ou P400. Expérience représentative. B) Analyse du cycle cellulaire des cellules
SUV39H % -/- traitées une dizaine de jours avec un siRNA contréle ou P400. C) Efficacité du siRNA
P400 dans les SUV39H % -/-. Analyse par QPCR du taux d’ARNm P400 normalisé par le taux d’ARNm

B2m. Expérience représentative. Les barres d’erreur représentent des triplicats de QPCR.
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Figure 41 : BRD4 est impliquée dans la compaction des péricentroméres dans les SUV39H % -/-. A)
Quantification de I'hétérogénéité du marquage DAPI dans des noyaux de SUV39H % -/-, traités 48H
avec un siRNA contréle ou BRD4. Expérience représentative. B) Quantification du pourcentage de
noyaux présentant des micro-noyaux dans des SUV39H % -/-, traités 48H avec un siRNA contrdle ou

BRD4. Expérience représentative.
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C Résultats complémentaires

e 1 Recrutement de TIP60 et mécanisme

Je démontre un réle de TIP60 dans les péricentromeéres des cellules SUV39H % -/-. TIP60 est connue
pour faire partie d’un complexe protéique, le complexe TIP60. En effet, in vitro, TIP60 a besoin de ce
complexe pour acétyler des histones en contexte nucléosomal (lkura et al. 2000). Afin d’évaluer la
probabilité que TIP60 soit recrutée au sein de son complexe, j'ai voulu tester I'implication de
I’ATPase P400, une sous-unité du complexe, dans les péricentroméres des SUV39H % -/-. Aprés
utilisation d’un siRNA P400, j'observe une décompaction des péricentromeéres lors d’'un marquage en
DAPI, et d’une analyse de I’hétérogénéité de ce dernier (Fig 40 A). Ainsi P400 est également
impliquée dans la compaction de cette structure. J'observe également une accumulation de cellules
en G2/M et une apparition de cellules polyploides visibles aprés marquage a 'iodure de propidium et
analyse en cytométrie (Fig 40 B). Etant donné l'apparition de cette population polyploide,
I’'accumulation des cellules en G2/M pourrait étre une accumulation de G1 tétraploides. Ceci
correspond a un phénotype d’anomalie de ségrégation chromosomique, que nous interprétons
comme le reflet de I'anomalie de compaction. Ces phénotypes de décompaction et d’anomalies de
ségrégation, sont ceux que j'observe apres siRNA TIP60. Il semble donc que P400 soit impliqué dans
cette structure, et il est fort probable que TIP60 soit recrutée au sein de son complexe. La présence
de P400 souléve un certain nombre de questions quand a la mécanistique du complexe dans cette
hétérochromatine, notamment a cause de son implication connue dans le reste du génome de
mammifére dans l'incorporation du variant d’histone H2Az (cf discussion). Il serait intéressant

d’analyser I'impact du siRNA P400 sur la présence du variant d’histone H2Az dans cette structure.

Le mécanisme que nous proposons est le recrutement de BRD2 via I'acétylation d’'H4K12. En effet,
BRD2 est connu pour se lier a cette marque. Néanmoins j’'ai également testé I'effet du siRNA BRD4
sur cette structure. De maniere similaire au siRNA BRD2, j'observe apres marquage au DAPI une
décompaction des péricentromeéres (Fig 41 A), ainsi qu’une augmentation de la quantité de noyaux
ayant généré des micronoyaux a leur pourtour (Fig 41 B). Ainsi, une implication de BRD4 dans cette
structure est également a envisager. En revanche, que ce soit aprés utilisation d’'un siRNA BRD2 ou
BRD4, je n'observe ni accumulation en G2/M, ni apparition d’une population polyploides par analyse

en cytométrie.

Chez la levure S.pombe, Mst1 met en place I'acétylation d’'H3K4 au niveau des péricentromeres, et ce
en fin de phase S, participant a la recompaction de I'hétérochromatine (Xhemalce and Kouzarides

2009).
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Figure 42 : TIP60 est impliquée dans la mise en place de I'acétylation d’H3K4, corrélée a I'activation
transcriptionnelle dans les U20S. A) Efficacité du siRNA TIP60 dans les U20S. Anayse par QPCR du
taux d’ARNm TIP60 / ARNm B2M aprés traitement des U20S avec un siRNA TIP60 pendant 48H.
Moyenne de 3 expériences. B) Analyse de la fluorescence globale avec Imagel, du marquage en IF
H3K4ac. Moyenne de 3 expériences. C) ChIP d’H3K4ac, normalisé par H3, sur les promoteurs de
génes dont I'expression n’est pas régulé par TIP60 (en noir), ou de génes dont I'expression est régulé
par TIP60 d’aprés des expériences de puces a ADN réalisées dans I'équipe (en gris), apres traitement
des U20S avec un siRNA TIP60 pendant 48H. NA : No antibody. Expérience représentative. D) Anayse
par QPCR du taux d’ARNm Pempal / ARNm B2M aprés traitement des U20S au TGFB-1 (10ng/ml)
pendant 48H. Expérience représentative. E) ChIP sur les promoteurs de PO ou Pmepal sur des

cellules non traitées (gris foncé) ou traitées 48h au TGFB-1 (rouge). Expérience représentative.
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Ainsi, une mise en place d’H3K4ac par TIP60 au niveau des péricentroméres chez les mammiferes,
pourrait étre un mécanisme a étudier. Or H3K4, n’est pas connu chez les mammiféres comme une
cible in vivo de TIP60. Afin de tester I'implication de TIP60 sur cette acétylation dans des cellules de
mammiféres, j'ai utilisé un siRNA TIP60 dans des cellules humaines U20S, et analysé l'intensité du
marquage H3K4ac en immunfluorescence, ainsi qu’en ChlP sur des promoteurs de genes régulés par
TIP60 (Fig 42 A/B). Ainsi, aprés siRNA TIP60, jobserve une diminution de l'intensité du marquage
globale dans le noyau des cellules en immunofluorescence, ainsi qu’une baisse de I'enrichissement
d’H3K4ac détecté en ChIP au niveau des promoteurs. L'acétylation d’'H3K4 est donc dépendante de

I’expression de TIP60, suggérant que TIP60 participe a cette acétylation dans les cellules humaines.

H3K4ac est une marque associée a la compaction de I'hétérochromatine des péricentromeres chez la
levure. La méthylation du méme résidu est clairement impliquée dans I’activation transcriptionnelle
a travers les especes, et deux modifications sur un méme résidu sont mutuellement exclusives. Ces
différents arguments peuvent laisser imaginer qu’H3K4ac pourrait participer a un phénomene de
répression transcriptionnelle. En effet, peu de données existent sur H3K4ac, méme si cette marque a
été associée via des analyses en ChlIP-seq a I'activation transcriptionnelle dans des cellules humaines
(Wang et al. 2008). J’ai sélectionné un géne, pmepal, qui d’aprés des puces a ADN réalisées dans
I’équipe, est réprimé (de maniere directe ou indirecte) par TIP60 dans les U20S, et qui a la propriété
d’avoir une expression inductible. Ainsi, apres traitement des cellules au TGFp, j'oberve une
augmentation de I'expression de ce gene. J'ai alors analysé la présence d’'H3K4ac et de |'acétylation
globale d’'H4 (H4 pan-ac) au niveau de son promoteur lors de son induction. Or, le résultat de cette

expérience correle la présence H3K4ac a I'activation de la transcription.

Finalement, afin de tester la présence d’'H3K4ac au niveau des péricentroméres, une
immufluorescence a été réalisée sur des cellules de souris. Je n’observe alors pas d’enrichissement
au niveau des péricentromeres, voir une exclusion. Ces résultats ont été obtenus avec un anticorps
de chez Millipore. L'utilisation d’un autre anticorps anti-H3K4ac, de chez Diagénode, a savoir celui
utilisé dans I'étude chez S.pombe (Xhemalce and Kouzarides 2009), ainsi qu’un anticorps de chez
Active Motif, révelent un enrichissement dans cette structure dans certaines cellules (Fig 43 A). Dans
I’étude chez S.pombe qui utilise I'anticorps de chez Diagenode, le signal en Western-blot sur des
extraits nucléaires de souches mutantes H3R4, révéle toujours un léger marquage. Egelhofer et al.
ont testé la spécificité de I'anticorps Millipore sur une puce a peptides synthétiques et n’ont pas vu
de signal non spécifique, mais ce test n’est pas exhaustif (Egelhofer et al. 2011). Dans I'étude en
ChlP-seq liant H3K4ac a I'activation transcriptionnelle, I'anticorps utilisé, de chez Upstate, révele une

réaction croisée avec H3K9ac (Wang et al. 2008). Un anticorps anti-H3K4ac généré par Garcia et al. et
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Figure 43 : Comparaison des anticorps anti-H3K4ac. Marquage en immunofluorescence H3K4ac, ou
H4-pan ac (acétylation globale de I'histone H4, abcam, rouge), RPA 194 (sous-unité de la polymérase
| qui marque les nucléoles, Santa Cruz, vert) et DAPI (bleu) sur des MEFs sauvages. Les anticorps anti-
H4-Pan ac, et anti-H3K4ac de chez Millipore montrent un marquage plutét exclu des chromocentres
visibles en DAPI, alors que les anticorps anti-H3K4ac de chez Diagenode et Active Motif y montrent

un signal enrichi dans un certain nombre de noyaux.
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validé dans une étude de Eot-Houlier et al., semble étre spécifique de cette marque, mais je ne l'ai
pas testé (Garcia et al. 2007),(Eot-Houllier et al. 2009). Ainsi, H3K4ac reste une piste a creuser dans le
mécanisme d’un réle de TIP60 dans les péricentromeres chez les mammiféres, mais de maniere
générale, le manque de spécificité des anticorps anti-H3K4ac a représenté un réel probleme dans

mon travail sur cette marque.

e 2 Voie TIP60-H4K12ac et cancers

La voie H4K12ac-TIP60 mise a jour dans les SUV39H % -/- pourrait étre une voie « back-up » dans
différents cas de déstructuration des péricentromeéres. En effet, H4K12ac est également enrichie
dans les NIH3T3 traitées a la 5-azacytidine, et y est affectée par la diminution de I'expression de
TIP60 par siRNA (cf publication). Des anomalies de I’'hétérochromatine péricentromérique ont été
décrites dans certaines lignées cancéreuses, et on pourrait retrouver cette voie dans des lignées aux
péricentromeres anormaux, ce qui serait cohérent avec la fonction suppresseur de tumeur de TIP60
(cf discussion). Afin de tester cette hypotheése, j'ai réalisé des immunofluorescence anti-H4K12ac sur
un certain nombre de lignées cancéreuses. Le DAPI ne permettant pas la visualisation directe des
chromocentres dans les cellules humaines, j’ai utilisé un marquage a I'aide d’un anticorps anti-HP1
alpha (euromedex) pour marquer les péricentromeres. Jai utilisé les lignées T24 (cancer de la vessie),
MDAMB436 et MDAMB231 (lignées cancéreuses mammaires), Jeg3 (choriocarcinome placentaire),
HT1080 (Fibrosarcome), U20S (cancer osseux), Caco (cancer colorectal) et Miapaca (cancer du
pancréas). J'ai utilisé en paralléle une lignée de fibroblastes humains primaires, les WI38, comme
contrble négatif, et des cellules SUV39H % -/-, comme contrble positif. La lignée HT1080 a été
sélectionnée, en raison de la perte de H3K9me3 décrite au niveau de ces centroméres (Slee et al.
2012), la lignée U20S, en raison de son hypométhylation dans cette méme région, et la lignée
Miapaca, car la surexpresion des séquences satellites a été décrite dans des cancers pancréatiques
(Ting et al. 2011). Bien que des foyers ont été détectés correctement dans les SUV39H % -/-, aucune
des lignées testées n’a révélé de foyers H4K12ac colocalisant avec le signal HP1alpha marquant les
péricentromeres. Un marquage H4K8ac dans les SUV39H % -/- ne révélent pas de foyers, appuyant la

spécificité d’H4K12ac dans cette structure.

Si on pose I'hypothése que la voie TIP60-H4K12ac est présente dans les péricentromeéres
déstructurés, on peut étendre sa présence a de nombreux cas, physiologiques ou pathologiques (cf
discussion). La sénescence est un destin cellulaire, au cours duquel des déstructurations des
péricentroméres ont été décrites (Gaubatz and Cutler 1990),(Suzuki et al. 2002),(Swanson et al.
2013). Une augmentation du satellite 3 a été décrite dans un cas de sénescence réplicative dans des

cellules humaines (Enukashvily et al. 2007).
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Figure 45 : Hypothése de titration de TIP60 par les péricentroméres. A) Analyse de cycle en

cytométrie, apreés une semaine environ sous siRNA. En vert, le siRNA provoque une augmentation du

nombre de cellules dans la phase concernée, en rouge une diminution. B) Analyse par lecture au

luminomeétre du rapport renilla/Firefly d’'une activitée Luciférase raportrice de la voie Wnt (Kit

Sigma), aprés siRNA Contrdle ou TIP60, avec ajout de différents vecteurs comme indiqués ou vecteur

vide. Expériences représentatives.
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Dans I'équipe, est utilisé un modéle de sénescence induite par un oncogéne, dans des lignées
primaires humaines, ou un traitement par une drogue, permet d’induire I'expression de I'oncogéene
Raf, et I'entrée en sénescence (Jeanblanc et al. 2012). J’ai ainsi pu analyser I‘expression du satellite 3
dans ces cellules, et observer une induction similaire a celle publiée dans le cas de la sénescence
réplicative (Fig 44). Il serait intéréssant d’étudier la présence d’H4K12ac au niveau des

péricentromeéres de ces cellules.

e 3 Impact du recrutement de TIP60 : hypothése de titration

Les séquences péricentromériques représentent une proportion importante du génome (environ
10% chez la souris). TIP60 est recrutée sur ces séquences dans les cellules SUV39H % -/-. Or TIP60 est
considérée comme une protéine faiblement exprimée. On peut imaginer que son recrutement sur
ces séquences répétées provoque une titration importante de TIP60, et peut éventuellement afaiblir
ses fonctions dans le reste du noyau. J'ai comparé la répartition dans le cycle cellulaire des NIH3T3 et
des SUV39H % -/-, traitées ou non avec un siRNA contrbéle ou TIP60. Les cellules SUV39H % -/-
présentent une augmentation de la quantité de cellules en G2/M, et une apparition d’une population
ployploide. Cet effet est cohérent avec une déstructuration des péricentromeres. Aprés siRNA TIP60
dans ces cellules, jobserve une exacerbation de ce phénotype, que nous expliquons par le réle de
TIP60 aux péricentromeres de ces celules (cf publication). Dans les NIH3T3, le siRNA TIP60, ne
provoque pas cet effet, mais une légére accumulation des cellules en G1 (Fig 45A). TIP60 est en effet
recruté sur les génes cibles de E2F, participant a leur régulation, et ainsi a la transition G1/S, ce qui
pourrait expliquer cet effet. Le fait de ne pas observer d’accumulation en G1 dans les SUV39H % -/-
aprés siRNA TIP60, pourrait étre le reflet de la titration de TIP60 par les péricentroméres, qui

I’empéche dans ces cellules de participer a cette transition.

Un certain nombre de phénotypes pourraient étre analysés de la sorte. Nous avons voulu tester cette
hypothese sur la régulation de la voie de signalisation Wnt, a I'aide d’un essai luciférase rapporteur
de l'activité de cette voie. Ainsi, nous montrons que TIP60 est un répresseur de la voie de
signalisation Wnt (cf partie 3). Dans les cellules SUV39H % -/-, une surexpression de TIP60 par ajout
d’un vecteur entraine bien une légere mais reproductible diminution de l'activité de la voie. La
surexpression de SUV39H % -/- provoque également une diminution, ce qui est cohérent avec un
relargage de TIP60 depuis les péricentromeres vers le reste du noyau (évidemment nous ne pouvons
pas exclure un role direct de SUV39H, directe ou indirecte sur l'activité de la voie, TIP60-
indépendant). Finalement la ré-expression de SUV39H contrebalance en partie I'effet du siRNA TIP60

sur la levée de répression de la voie (Fig 45B).
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Figure 46 : Expression de deux génes a la frontiére de I’hétérochromatine péricentrique dans les

SUV39H % -/-. Analyse en QPCR du taux d’ARNm Nmt2 (A), ou Fam171al (B), rapporté sur le taux

d’ARNm de B2m, aprés 48h sous siRNA Controle ou TIP60. Expérience représentative. Les barres

d’erreurs représentent les écart-types de triplicats de QPCR
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Ainsi, bien que ces expériences ne permettent pas de conclure quand a cette hypothese, elles sont
encourageantes pour continuer linvestigation. En effet, une titration de TIP60 dans les
péricentromeres déstructurés pourrait étre intéressante dans le cadre du processus de

transformation des cellules cancéreuses (cf discussion).

e 4 Frontiéres de I’hétérochromatine

Nous mettons a jour une voie TIP60-H4K12ac dans les cellules SUV39H1/2 -/-. Il n’est cependant pas
exclue que cette voie soit présente dans des cellules normales, peut-étre de maniére restreinte a un
cadre spatio-temporel précis (cf discussion). De nombreux liens bibliographiques existent entre le
complexe TIP60, les protéines a double bromodomaines et les frontiéres hétérochromatiniennes.
Afin de tester cette hypothese, j'ai choisi au hasard deux génes localisés a proximité des

péricentromeéres d’aprés le www.Ensembl.org, tous les deux sur le chromosome 2, Nmt2 (situé a 0.30

Mb de la limite de I'hétéeochromatine), et Fam171al (situé a 0,1Mb). J'ai analysé leur expression
aprés siRNA TIP60 dans les SUV39H % -/-, et observe une diminution de leur expression (Fig 46). Il
serait intéréssant d’étendre cette démarche a un plus grand nombre de genes, et ce aprés siRNA
TIP60, P400, H2AZ, BRD2 et BRD4, dans les SUV39H % -/-, avec ou sans 'ajout d’un vecteur SUV39H %
-/-, ou dans les NIH3T3.
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Partie 2 : Antagonisme de TIP60/P400 dans la réqulation de

la carcinogenése colorectale

Dans cette étude, nous confirmons le réle de TIP60 en tant que suppresseur de tumeur in vivo, mais
cette fois dans le contexte de la tumorigeneése colique chimio-induite chez la souris. Nous expliquons
cet effet par le contréle TIP60-dépendant d’une voie de signalisation cruciale pour la physiologie de
I’épithélium intestinal : la voie Wnt. Nous montrons également un antagonisme fonctionnel entre
TIP60 et P400 dans la progression tumorale, qui découle des effets opposés qu’exercent les deux
facteurs dans la régulation de la voie Wnt. En effet, un siRNA P400 contrebalance les effets du siRNA

TIP60 sur I'activation de cette voie.

A Introduction

e 1 TIP60 est un suppresseur de tumeur dans le cadre du cancer colorectal

En 2007, TIP60 est définie pour la premiére fois comme une protéine suppresseur de tumeur
haploinsuffisante chez la souris (Gorrini et al. 2007). En effet, face a I'induction de I'expression de
I'oncogéne Myc, les souris hétérozygotes TIP60 développent plus de lymphomes que des souris
sauvages. Ce phénomene est expliqué par le role de TIP60 dans la réponse aux dommages a I’ADN
(DDR, DNA Damage response). L'hétérozygotie pour TIP60 affectant cette réponse face au stress
induit par I'expression de myc, méne a cette augmentation de la tumorigenése. Ici, nous démontrons
une nouvelle fois que TIP60 est un suppresseur de tumeur, in vivo, mais cette fois dans le cadre du
cancer colorectal. En effet, les souris TIP60 +/- présentent plus de lésions prénéoplasiques (ACF,
Aberrant Cryp Foci) et d’adénomes sur la muqueuse coligue que les souris sauvages, suite a un
traitement par I'azoxyméthane (AOM), un puissant carcinogéne colique. Cette effet de suppresseur
de tumeur est ici du au role de TIP60 sur la répression de la voie de signalisation Wnt, voie bien
connue pour étre au cceur du processus de tumorigenese dans le cancer colorectal (Sebio et al.
2014). ll est a noter que ce réle comme répresseur de la voie Wnt, et donc de ses génes cibles, est un

exemple de répression transcriptionnelle par TIP60, ici indirecte via I'inhibition de la voie Wnt.
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e 2 Antagonisme TIP60/P400

En 2009, notre équipe avait démontré que plus qu’une simple diminution d’expression de TIP60,
c’est en fait le ratio d’expression TIP60/P400 qui est systématiquement dérégulé en faveur de P400,
dans tous les cas de tumeurs de patients testés, et ce indépendamment de leur stage et de leur
grade (Mattera et al. 2009). Ceci indique que le déséquilibre ainsi induit, apparait tres précocement
au cours du processus de tumorigenese et serait causal pour la pathologie. De maniére intéressante,
nous avons observé que, dans un modele doublement hétérozygote, I'hétérozygotie pour P400
contrebalance les effets de la perte de TIP60 sur I'apparition des ACFs. Nous avons donc ici un effet
observable in vivo dans un processus de tumorigenése de I'antagonisme TIP60/P400. Ainsi, nous
avons montré un effet positif de P400 sur I'activation de la voie de signalisation Wnt, et TIP60, un
effet négatif. Du point de vue mécanistique, nous avons montré que le réle répresseur de TIP60 sur
cette voie est du a la modulation négative de la stabilité et de la fonction d’une de ces composantes,
la B-caténine. P400, quand a lui, régule positivement la transcription des génes cibles de la voie Wnt,
essentiellement par liaison directe sur leurs promoteurs, mais aussi via des mécanismes plus
indirects comme la répression d’inhibiteurs de la voie Wnt. En effet, des puces d’expression apres
siRNA P400 dans des lignées de cancers colorectaux humains, les HCT116, nous ont permis
d’identifier ces régulations. J'ai participé a cette étude en réalisant des ChIPs P400, qui ont ensuite
été hybridées sur des puces, et qui ont permis de montrer la liaison directe de P400 au niveau des
promoteurs de ces différents génes d’intéréts. J'ai ensuite réalisé de nouvelles ChIPs indépendantes,
afin de valider par QPCR, les résultats obtenus sur les puces pour un certains nombres de génes,
permettant d’expliquer le mécanisme d’action de P400 dans la régulation positive de cette voie, et

dans son antagonisme sur les effets de TIP60.
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Cancer progression is associated with epigenetic alterations, such as changes in DNA methylation, histone
modifications or variants incorporation. The p400 ATPase, which can incorporate the H2A.Z variant, and the
Tip60 histone acetyltransferase are interacting chromatin-modifying proteins crucial for the control of cell pro-
liferation. We demonstrate here that Tip60 acts as a tumor suppressor in colon, since mice heterozygous for
Tip60 are more susceptible to chemically induced preneoplastic lesions and adenomas. Strikingly, heterozygos-
ity for p400 reverses the Tip60-dependent formation of preneoplastic lesions, uncovering for the first time pro-
oncogenic functions for p400. By genome-wide analysis and using a specific inhibitor in vivo, we demonstrated
that these effects are dependent on Wnt signaling which is antagonistically impacted by p400 and Tip60: p400
directly favors the expression of a subset of Wnt-target genes and regulators, whereas Tip60 prevents 3-catenin
acetylation and activation. Taken together, our data underline the physiopathological importance of interplays
between chromatin-modifying enzymes in the control of cancer-related signaling pathways.

INTRODUCTION

Cancer progression is accompanied by alterations that allow the
activation of pro-oncogenic pathways and inactivate anti-cancer
barriers. These alterations can be genetic, such as point muta-
tions, allele amplification or loss, translocations, but also epigen-
etics. These epigenetic modifications include DNA methylation
on specific promoters/enhancers (1), which is known for long to
induce the transcriptional silencing of tumor suppressors encod-
ing genes, and also modifications of chromatin structure such
as histone posttranslational modifications or histone variants
incorporation (for review, see (2—4)). Consequently, chromatin-
modifying enzymes that set up these modifications are frequent-
ly mutated or aberrantly expressed in cancer (for review, see (4)).

The histone acetyltransferase Tip60 has been shown to act
as a haplo-insufficient tumor suppressor, since heterozygous
Tip60+/— mice are more sensitive to lymphoma genesis upon
c-Myec activation (5). Tip60 is required for the efficient activa-
tion of the DNA damage response (DDR) pathways (5,6) and
its roles in ATM (7,8) and p53 (9—11) acetylation have been
described as crucial events for DDR signaling and anti-
proliferative cell fate, respectively.

Tip60 belongs to a multimolecular complex containing
several other chromatin modifying enzymes, such as the p400
ATPase, which mediates the incorporation of the histone
variant H2A.Z (12). We and others (6,13,14) have shown that
Tip60 and p400 can have antagonistic functions in some situa-
tions (14,15). This relationship has a critical impact on the
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proliferation of colon tumor cell lines in culture (6) and the p400/
Tip60 ratio is systematically altered in human colorectal tumors,
in favor of p400, independently of the grade and the stage of the
tumor. This imbalance greatly alters the sensitivity of cancer cell
lines to apoptosis in vitro.

Colorectal carcinogenesis is a complex multistep process that
includes changes in histomorphological appearance of the
colonic mucosa and deregulations at molecular level. Some crit-
ical mutations impacting key regulatory pathways have been
identified in the tumorigenesis of both inherited and sporadic
colorectal cancers (for review, see (16)). APC, KRAS and p53
genes are the major mutated oncogenes or tumor-suppressor
genes, impairing the function of Wnt/f-catenin, tyrosine kinase
receptors and DDR signaling pathways, respectively. In add-
ition, several other mutations have also been uncovered that
affect important mechanisms such as DNA repair (MLHI,
MSH2, etc.), TGF-B response (DCC, SMADs, etc.) or apoptosis
(PTEN, BAX, etc.) ((16) and references therein).

In regard to their histopathological features as well as their
biological, histochemical, genetic and epigenetic deregulations,
Aberrant Crypt Foci (ACF) are now considered as the earliest
preneoplastic lesions that can be seen in the colonic mucosa
(for review, see (17,18)). ACF were first described on examin-
ation of methylene-blue-stained colonic mucosa of azoxy-
methane (AOM)-treated mice under light microscopy. The
carcinogen AOM has been extensively used to study colonic car-
cinogenesis and chemoprevention (19,20). The AOM-induced
colon tumors recapitulate many features associated with the pro-
gression of human sporadic colorectal cancers (21,22). Indeed,
AOM initiates mutations in crucial genes controlling cell prolif-
eration, such as KRAS or CTNNB, thereby activating colon
cancer-related pathways (23). Finally, long-term feeding of
rats with various fat diets modulates the AOM-induced colon
carcinogenesis through Wnt/B-catenin signaling. Thus, such in
vivo model is of functional relevance to study early steps of
colon tumorigenesis.

The activation of Wnt pathway is not sufficient to induce
tumorigenesis, if barriers against malignant transformation
remain active (24). Indeed, upon repression of Casein kinase
a, a critical partner of the B-catenin-destruction complex, a
massive activation of Wnt signaling is observed without
causing malignant transformation since the p53 pathway is
able to counteract the pro-tumorigenic effects of Wnt activation
by increasing DDR (24) and thus, promoting subsequent anti-
proliferative effects (25). Considering the crucial role of Tip60
in the p53 pathway and in the DDR activation (7, 10), we
intended here to characterize the impact of the Tip60/p400 im-
balance on the Wnt-involving colon tumorigenesis. Thus, our
study brings important new insights to the continuously
growing field of epigenetics and cancer (2).

RESULTS

P400 and Tip60 antagonistically control colon cancer
progression

We previously showed that the p400/Tip60 ratio is modified in
colon cancer (6), antagonistically impacting the viability of
colon cancer cells, at least in culture conditions. To test
whether such deregulations could be causal for cancer

Human Molecular Genetics, 2014, Vol. 23, No. 8 2121

progression, we intended to characterize the impact of the
Tip60/p400 imbalance on early steps of colon tumorigenesis in
vivo. To that goal, we used mutant mice models harboring
Tip60 (5, 26) or p400 (27) heterozygosities (the homozygous
genotype being lethal in both cases) and we crossed them to gen-
erate double heterozygous mice (Supplementary Material,
Fig. S1). Importantly, we did not observe any Tip60—/— or
p400A/A homozygotes indicating that, although Tip60 and
p400 have antagonistic functions, the depletion of one of them
does not rescue the lethality observed upon inactivation of the
other one.

We first analyzed the susceptibility of heterozygous mice to
the formation of ACF, which are well-known preneoplastic
lesions (18); we tested the appearance of such lesions upon ad-
ministration of AOM (28), a compound commonly used to
evaluate the susceptibility to preneoplastic lesions formation
and early colon tumorigenesis (20, 29). In the Tip60+/— and/
or p400+/A mice strains, no spontaneous tumor-associated
phenotype is observed, neither in the colon or elsewhere. More-
over, no ACF is found in young (6 weeks) or old (18 months)
mice, indicating that heterozygosity for Tip60 and/or p400
does not induce spontaneous hyperplasia. However, after
carcinogen injection, Tip60+4/— mice harbor a significantly
higher number of ACF than wild-type ones (Fig. 1 A). This indi-
cates that the reduction of the Tip60 expression induces an in-
crease of susceptibility to AOM-induced ACF formation.

Inorder to characterize the impact of the Tip60 heterozygosity
at later steps of tumorigenesis, we analyzed the formation of ad-
enomas after AOM injection in the presence of a proinflamma-
tory treatment (Fig. 1B). As for early preneoplastic lesions, we
observed a significant increase in the number of adenoma in
Tip60+/— mice, as compared with wild-type ones (Mann—
Whitney P-value < 0.02). These results demonstrate that the
increased ACF formation upon defective Tip60 function trans-
lates into increased adenoma occurrence, indicating that Tip60
isa tumor suppressor in colon, as already shown for MYC-induced
lymphoma (5).

We next assayed the sensitivity of p400+/A and double het-
erozygous mice to AOM-induced ACF formation. We found
that p400+/A mice exhibit a susceptibility to AOM comparable
with control mice (Fig. 1 A). However, the disruption of one p400
allele almost abolishes the increase in ACF number observed in
Tip60+/— mice (compare Tip60+4/— with Tip60+/— and
p400-+/A). This observation indicates that p400 and Tip60
exert antagonistic effects on early stages of colon tumorigenesis
in vivo. Interestingly, this also shows that p400 favors hyperpla-
sia, atleastina Tip60+/— background. To our knowledge, these
data are the first demonstration of in vivo oncogenic activities of
p400. We failed to test adenoma formation for p400+/A mice,
because these mice are more prone to die following proinflam-
matory treatment, probably due to the previously published
(25) higher sensitivity to stresses upon p400 reduction.

Tip60 and p400 antagonistically control colon cancer
initiation through the Wnt pathway

To gain insights into the mechanisms by which p400 and Tip60
antagonistically control colon cancer initiation in vivo, we ana-
lyzed their roles on critical pathways involved in cancer pro-
gression. We performed transcriptomic experiments in colon
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Figure 1. The Tip60/p400 ratio controls the sensitivity to AOM. (A) Fifteen mice per indicated genotypes were injected with azoxymethane as indicated in Materials
and Methods, sacrified and colons were analyzed. Box plots (box: 25—75%, whisker: 2—98%) indicate the median of the ACF number per colon in the population.
Statistical analysis was done using Mann—Whitney #-test (**P < 0.02). (B) Colon adenoma induction in wild-type and Tip60+/— mice. Mice were injected with
AOM and then treated using DSS in the drinking water for 1 week immediately after AOM injection. Ten weeks later, colon were dissected and fixed as described
in Materials and Methods. Shown are the results of three-independent experiments. The number of observed adenomas (arrows) is mentioned for each colon.

carcinoma HCT116 cells by transfecting cells in duplicate using
two-independent control, Tip60 or p400 siRNAs (leading to four
control, four p400-depleted and four Tip60-depleted samples).
The efficiency of siRNA-mediated knockdown is shown in Sup-
plementary Material, Figure S2A. Total RNAs were then pre-
pared and hybridized to microarrays containing most human
genes (Fig. 2A). We observed that the two p400 siRNA have
very similar knockdown efficiencies (see Supplementary Mater-
ial, Fig. S2A and B). We therefore considered a RefSeq as regu-
lated by p400 when its expression is significantly deregulated in
the four p400-depleted samples compared with the four control
samples. Such an analysis leads to a list of 2718 p400-regulated
RefSeq (Supplementary Material, Table S1). In contrast, the ef-
ficiencies of the two siRNAs against Tip60 are very different (see
Supplementary Material, Fig. S2A and B), precluding such an
analysis. For each RefSeq, we thus compared the values of the
two Tip60 siRNAs samples relative to the two control
samples, leading to 4-fold change values. We considered a
RefSeq as deregulated upon Tip60 knockdown when three out
of four of these values are >1.25 (or <0.8 for repressed
genes). Such an analysis led to the identification of 2412
Tip60-regulated RefSeqs (Supplementary Material, Table S2).
Importantly, microarrays results were validated on selected
genes for both Tip60 and p400 (Supplementary Material,
Fig. S2C). In addition, 731 RefSeq are regulated by both p400
and Tip60, which is a highly significant overlap (expected 146,

x* independence test P-value < 10~'%%), in agreement to the
fact that they are present within the same complex and that
many genes are known to be regulated, either similarly or antag-
onistically, by both Tip60 and p400. Strikingly, a gene ontology
analysis (Fig. 2A) indicated that genes linked to the Wnt pathway
are significantly deregulated upon Tip60 (P-value = 0.0431686)
and p400 depletion (P-value = 0.00078871).

Given the critical role of this pathway in colon cancer initi-
ation and progression, we next tested whether it participates in
the consequences of p400 and Tip60 depletion on colon cancer
initiation. To that goal, we used a recently developed inhibitor
of Wnt signaling, the C59 compound, which exhibit a good in
vivo bioavailability and thus can be used in mice (30). This in-
hibitor targets the membrane-bound O-acyltransferase porcu-
pine (PORCN), an important Wnt-positive regulator (31). We
induced ACF formation using AOM in wild-type and
Tip60—/+ mice, and treated them, or not, with C59 (Fig. 2B).
This inhibitor does not significantly affect the number of ACF
observed in wild-type mice, in agreement with the fact that
AOM mainly targets other pathways, such as KR4S-dependent
ones. However, treatment with this inhibitor completely
blocks the increase in ACF formation observed in Tip60 hetero-
zygous mice, indicating that Tip60 is a tumor suppressor in colon
by repressing Wnt signaling. In addition, the inactivation of one
p400 allele (see Fig. 1A) mimics the inhibition of the Wnt
pathway, since it affects ACF formation only in the Tip60
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Figure 2. Involvement of the Wnt pathway in the Tip60/p400 control of colon cancer initiation. (A) Gene ontology analysis of pathways dysregulated upon Tip60 or
p400 knockdown in HCT116 cells. (B) Ten mice per indicated genotypes were injected with azoxymethane and then treated or not using 5 mg/kg per day of the Wnt
inhibitor C59 in the drinking water. three weeks later, colons were dissected, fixed in formalin and analyzed for ACF detection. Box plots (box: 25—75%, whisker:
2-98%) indicate the median of the ACF number per colon in the population. Statistical analysis was done using Mann—Whitney z-test (**P < 0.02).

heterozygous context, indicating that p400 participates in ACF
formation by favoring Wnt signaling.

Tip60 and p400 control the proliferation of normal and
colorectal cancer-derived cells through the Wnt pathway

In order to provide insights into the molecular mechanisms
involved, we next investigated whether the effects of the
Tip60/p400 balance on the Wnt signaling can be observed in

cultured cells. We found that, in tumoral HCT116 cells, Tip60
down-regulation using a specific siRNA increased the transacti-
vating abilities of the Wnt-dependent Tcf/Lef transcription
factors (measured using a luciferase-based reporter vector),
whereas p400 knockdown decreased it (Fig. 3A, see Supplemen-
tary Material, Fig. S3A for siRNA efficiencies). Similar results
were obtained upon activation of the Wnt pathway by the
Wnt3a ligand. Moreover, they were also confirmed using an in-
dependent siRNA, ruling out off-target effects (Supplementary
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Figure 3. p400 prevents Tip60-dependent effects on the Wnt activity and the proliferation of cancer cells. (A) HCT116 cells were transfected with the indicated
siRNAs and the reporter Tcf/Lef-Firefly or positive control vectors. Twenty-four hours later, cells were treated or not with 150 ng/ml Wnt3a for 24 h before harvesting
and measure of luciferase. The mean and standard deviation from four-independent experiments are shown. Results are shown relative to 1 for the positive control
(**P < 0.02 versus untreated control siRNA; &, P < 0.05 and &2, P < 0.02 versus untreated corresponding siRNA). (B) HCT116 cells were transfected using the
indicated siRNAs and treated or not, 24 h following transfection, with 150 ng/ml Wnt3a. Cell number was measured at indicated times (*P < 0.05; **P < 0.02
versus control siRNA). The mean and standard deviation from three-independent experiments are shown.

Material, Fig. S3B and C). Thus, in colon cancer cells, Tip60
represses the Wnt pathway, whereas p400 expression favors it,
even upon overactivation by exogenous ligand. Strikingly,
close examination of our microarrays results confirmed this
finding for endogenous genes: we observed that Wnt-target
genes affected by Tip60 knockdown are globally activated
(mean fold change = 1.17), whereas Wnt-target genes, whose
expression changes upon p400 knockdown, are mainly repressed
(mean fold change = 0.91).

To study whether such changes in Wnt pathway activity can
translate into changes in cell proliferation, we transfected
HCT116 cells with siRNAs and assayed their proliferation abil-
ities (Fig. 3B). No effect of Tip60 knockdown could be observed
(left graph), as expected since these cells already have a largely
defective Tip60 function, due to the change in the Tip60/p400
ratio (6). However, p400 knockdown significantly slows the pro-
liferation rate. This is due to changes in the Tip60/p400 ratio,
since it is reversed by the concomitant knockdown of Tip60.
P400 knockdown is known in other cell types to lead to a cell pro-
liferation arrest by inducing the expression of the cell cycle in-
hibitor p21 (13,14). However, in HCT116 cells, we do not
observe any change in p21 mRNA expression (data not
shown), consistent with our previously published data in
HCT116 (6) showing that effects of Tip60/p400 ratio on cell

growth are mediated through p53-independent pathway.
Rather, we observed that these effects are mediated through
the Wnt pathway, since the anti-proliferative effects of p400
knockdown were no longer observed in the presence of the
Wnt3a ligand (Fig. 3B, right), which restores normal Wnt
pathway activity in p400-depleted cells (see Fig. 3A). Thus,
p400 promotes colon cancer cells proliferation by favoring the
activity of the Wnt pathway.

Since the Wnt pathway and cell proliferation are strongly
affected by cell transformation, and given that the consequences
of Tip60 or p400 depletion in vivo are observed at early stages of
colon cancer progression, we also analyzed the effects of Tip60
and p400 on the Wnt pathway activity and proliferation in non-
transformed cells. Using a siRNA-based strategy, we found that
Tip60 and p400 antagonistically control Tct/Lef transcriptional
activity in MEFs (Fig. 4A, left; see Supplementary Material,
Fig. S4A for siRNA efficiencies), both in presence or in
absence of the Wnt3a ligand, as already observed in HCT116
human cancer cells (see Fig. 3A).

To investigate the impact of such Wnt signaling regulation on
the proliferation of normal cells, we generated MEFs from mice
heterozygous for Tip60 and/or p400. We found, as expected, a
2-fold reduction in Tip60 and wild-type p400 (Supplementary
Material, Fig. S1B and C). Importantly, p400 heterozygosity
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Figure 4. The regulation of cancer cell proliferation by Tip60/p400 is Wnt dependent also in normal cells. (A) Wild-type MEFs were transfected using the indicated
siRNAs and the Tcf/Lef-Firefly reporter. Twenty-four hours later, cells were treated or not with 150 ng/ml Wnt3a for 24 h before collection and measure of luciferase.
Results are shown relative to 1 for control siRNA (*P < 0.05; **P < 0.02 versus control siRNA; 7, P < 0.02 versus Tip60 siRNA). The mean and standard deviation
from three-independent experiments are shown. (B) The cell number of MEFs derived from four-independent embryos of indicated genotypes was measured at indi-
cated times after plating (*P < 0.05; **P < 0.02 versus wild-type cells). The mean and standard deviation from three-independent experiments are shown. (C) Wild-
type or Tip60+/— MEFs were treated or not, 24 h after plating, with 200 nm FH535, 150 ng/ml Wnt3a or both for 3 days. Cell number was measured and represented
relative to 1 foruntreated MEFs (**P < 0.02 versus untreated samples; &, P << 0.02 versus Wnt3a-treated corresponding genotype). The mean and standard deviation

from three-independent experiments are shown.

has no impact on Tip60 expression, and reciprocally. We
observed that Tip60+/— MEFs grow faster than the wild-type
ones (Fig. 4B), providing evidence that a two-fold decrease in
Tip60 expression is sufficient to increase the growth rate of
these normal cells. Strikingly, p400 heterozygosity completely
reverses the increase of proliferation observed in Tip604/—
MEFs (compare Tip60+/— with Tip60+/— and p400+/A),
underlining the importance of a correct p400/Tip60 ratio for
the appropriate control of normal cell proliferation. To test
whether these changes in normal cell proliferation are dependent
on the Wnt pathway, we analyzed the impact of the Wnt3a ligand
and the FH535 agent, an inhibitor blocking the B-catenin/Tcftrans-
activation (32,33), on the proliferation of wild-type or Tip60+/—
MEFs (Fig. 4C). We found that Wnt3a stimulates more efficiently
the proliferation of normal cells in a Tip60-reduced context.

Importantly, this facilitating effect of the Tip60 heterozygosity
is almost totally abolished by inhibiting the 3-catenin/Tcfactiv-
ity using FH535. Taken together, Figures 3 and 4 results indicate
that Tip60 and p400 antagonistically controls the proliferation of
normal and colon cancer-derived cells through the Wnt pathway,
in perfect agreement with their Wnt-dependent role in colon can-
cer initiation in vivo.

Tip60 counteracts 3-catenin acetylation and accumulation

We next intended to characterize the mechanism by which p400
and Tip60 participate in Wnt signaling. First, we analyzed the ex-
pression of key players of this pathway. We found that depletion
of Tip60, either in siRNA-treated or heterozygous MEFs, con-
sistently increases [3-catenin protein expression (Fig. 5A and B
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Figure 5. Tip60 regulates 3-catenin accumulation and acetylation. (A) Wild-type MEFs were transfected using indicated the siRNA and total protein or mRNA were
extracted 48 h later, and subjected to B-catenin and GAPDH analysis by western-blot or qPCR, respectively. Quantification of B-catenin was normalized to GAPDH
and shown above the western-blot panels or in qPCR graph (*P < 0.05 versus control siRNA). The mean and standard deviation from three-independent qPCR experi-
ments are shown. (B) Same as in (A) for MEFs harboring indicated genotypes. (C) Protein extracts from wild-type MEFs cells transfected using the indicated siRNAs
were subjected to IP experiments using an anti-acetyl-lysine antibody. The acetylated B-catenin was then analyzed and quantified, as well as the B-catenin amounts in
the total extracts. (D) Same as in (C) for HCT116 cells. (E) Same as in (C) for HIEC cells. (F) HCT116 cells were transfected with the indicated siRNAs and expression
vectors, in addition to the reporter Tcf/Lef-Firefly vector. Forty-eight hours later, cells were harvested and the luciferase was measured (**P < 0.02 versus control
siRNA). The mean and standard deviation from three-independent experiments are shown.

and Supplementary Material, Fig. S4B). Interestingly, 3-catenin
mRNA levels are only weakly, if anything, affected by Tip60 de-
pletion, indicating that Tip60 mainly acts at a posttranscriptional
level. Similar increase of B-catenin amount is also observed in
human colon carcinoma HCT116 cells (Fig. 5D, Inputs panels)
or in the normal Human Intestinal Crypt Cells HIEC cells (34)

(Fig. SE, inputs panels; Supplementary Material, Fig. S4C for
silencing efficiency). Thus, Tip60 negatively controls B-catenin
accumulation.

Since Tip60 is an acetyltransferase, and given that acetylation
of a protein can modulate its stability, we tested whether
[B-catenin can be a substrate of Tip60. Surprisingly, Tip60
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depletion increases [3-catenin acetylation in MEFs (using
two-independent Tip60 siRNAs, Fig. 5C), but also in human
tumoral HCT116 (Fig. 5D), or normal HIEC (Fig. SE) cells, in-
dicating that Tip60 negatively regulates 3-catenin acetylation.
Acetylation of B-catenin by CBP/p300 or PCAF is known to
lead to its stabilization and to the stimulation of its transactivat-
ing abilities (35—37). These findings led us to test whether Tip60
could prevent Wnt signaling by inhibiting [3-catenin acetylation.
To that goal, we made use of unacetylable K345A/R mutants of
B-catenin (35). Both mutants activate the Tcf/Lef reporter pro-
moter as efficiently as the wild-type B-catenin (Fig. 5F).
However, they are not able to sustain the extra-activation
observed upon Tip60 knockdown, in a striking contrast to the
wild type. Thus, we conclude from Figure 5 experiments that
the major mechanism by which Tip60 negatively regulates the
Wnt pathway is by counteracting B-catenin acetylation and con-
sequently its accumulation and transactivating abilities. Since
the mutated site is a known target for CBP/p300, this suggests
that Tip60 regulates Wnt activity by antagonizing CBP/p300 ac-
tivating role on (3-catenin.

P400 favors the expression of a subset of Wnt-target genes

In Figure 5 experiments, depleting p400 has no significant effect
on B-catenin accumulation or acetylation, indicating that p400
modulates Wnt pathway activity independently of controlling
B-catenin acetylation. Interestingly, p400 depletion in MEFs
affects the expression of some of the Wnt/-catenin-target
genes, such as /#f2 (Supplementary Material, Fig. S5A) that
encodes a transcription factor promoting the neoplastic trans-
formation (38) and colon cancers (39). We also observed, by
ChlIP analysis, that the /¢f2 promoter is enriched in p400 immu-
noprecipitates (Supplementary Material, Fig. S5B). This enrich-
ment is specific, since no signal can be detected in the no
antibody control and since the /#/2 promoter is more present in
the p400 ChIP than the control RPLP(O gene. Moreover, the
binding of p400 to the /#/2 promoter is similar to that observed
on the CDKN14P?" promoter, to which p400 binding is well
established (13). Thus, the Wnt-target /#/2 gene is directly regu-
lated by p400. Interestingly, treating MEF cells with Wnt3a
(which activates [#f2 transcription, Supplementary Material,
Fig. S5C) leads to a drastic increase in the p400 ChIP efficiency
of the /tf2 promoter (Supplementary Material, Fig. S5B), indi-
cating that the binding of p400 to the /¢#f2 promoter increases
upon the activation of the Wnt pathway. These data thus
suggest that p400 participates in the Wnt-dependent transcrip-
tional activation, at least on some Wnt-target genes.

To test whether such a finding can be generalized, we intended
to globally characterize genes bound by p400 in colon-derived
cells (Fig. 6A). Two-independent p400 ChIP from HCT116
cells were hybridized to Human ChIP-chip Promoter Arrays.
Data analysis lead to the identification of 8809 RefSeqs (Supple-
mentary Material, Table S3), corresponding to 3010 p400-bound
genes. As expected, the CDKNI147?! promoter is identified in
this analysis, and we validated other p400 target genes by con-
ventional ChIP qPCR (Supplementary Material, Fig. S5D).

The overlapping between p400-bound and p400-regulated
genes is not very good (231 out of 2150 (1/9) p400-regulated
genes are bound by p400), nor with Tip60-regulated genes
(128 out of 2002 (1/15) Tip60-regulated genes), underlining
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the importance of indirect effects in genes regulation by p400
and Tip60. Strikingly, however, we found, by gene ontology ana-
lysis (Fig. 6A), that genes from the Wnt pathway are highly
significantly enriched among p400-bound promoters (P-value =
2.88903e—06). In addition, when we compared with B-catenin-
target genes, previously identified by ChIP-Seq experiments
(40), we found that 158 out of 988 (1/6) -catenin-target genes
are also bound by p400, indicating that p400 binds to a subset
of Wnt-target genes. Importantly, these 158 genes are mostly
repressed upon p400 knockdown (mean of the log2 (fold
change) = —0.06, P-value = 0.001316), indicating that, on
these genes, p400 has mainly an activating role. Thus, this
genome-wide experiment confirmed that p400 binds to and par-
ticipate in the activation of a subset of Wnt-target genes.

In addition, some genes encoding key Wnt pathway modula-
tors were apparently bound by p400 (see Supplementary Mater-
ial, Table S3), such as the Wnt-positive regulator PORCN, which
is the target of the inhibitor we used in vivo. Careful analysis, by
conventional ChIP followed by qPCR, of genes encoding several
important Wnt modulators (Fig. 6B) indeed confirmed that genes
encoding PORCN and another positive regulator, FZD2, as well
as the gene encoding CAMKIID, an indirect repressor of the ca-
nonical Wnt pathway (41), are bound by p400. The binding of
p400 on these genes is similar to that observed on SART3 and
CDKN14"?! (positive genes in ChIP-chips experiments) and sig-
nificantly higher than on negative genes RPLP0 and PTGER3.
Interestingly, the knockdown of p400 using specific siRNAs
decreased the expression of FZD2 and PORCN mRNA, and
increased the expression of CAMKIID mRNA (Fig. 6C). All
these effects result in a decreased activation of the Wnt
pathway, probably explaining the effect of p400 depletion on
Tctf/Lef luciferase reporter gene (Fig. 3A). Thus, taken together,
these experiments indicate that p400 directly participates in the
activation of a subset of B-catenin-target genes, and favors Wnt
signaling by controlling the expression of key modulators of this
pathway.

DISCUSSION

Here, we found that, by modifying the expression of Tip60 and
p400, one can modulate the sensitivity to colon cancer initiation
and progression, and that this function is linked to the antagon-
istic regulation of Wnt pathway activity by the two enzymes
(Fig. 7). The role of Tip60 as a negative regulator of Wnt signal-
ing, that we show here, was suspected (42), but never demon-
strated. We show here that it is largely, if not only, dependent
on its ability to counteract B-catenin acetylation and accumula-
tion. This is an important and surprising finding, since it shows
that a HAT (Tip60) can act antagonistically to other HATs
(CBP/p300, PCAF, etc.), which acetylate 3-catenin, leading to
its stabilization and activation (35—37). Such an interference
mechanism between HATs had not previously been shown, to
our knowledge. Whether it is restricted to the Wnt pathway or
can be generalized is an issue deserving further consideration.
In contrast, p400 acts as a positive regulator of the Wnt
pathway. This is likely to be mediated by a different mechanism,
since no effect of p400 on B-catenin accumulation could be
found. Our ChIP-chips data allow us to propose that p400
binds to and favors the expression of a subset of Wnt-target
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Figure 6. p400 regulation of Wnt-related genes. (A) Gene ontology analysis of pathways represented in p400-bound genes in HCT116 cells. (B) Three-independent
samples of p400 ChIPs, similar to those used in (A), were subjected to qPCR analysis of selected promoters. We found the binding of p400 on three ChIP-chips positive
promoters (CDKN1A,SART3 or PORCN), as well as the low specific enrichment of two negative promoters (RPLP0 and PTGER3) compared with no antibody (No Ab)
control. We also identify the specific binding of p400 on CAMKIID and FZD?2 genes. (C) HCT116 cells were transfected with the indicated siRNAs. Forty-eight hours
later, total RNA were extracted and analyzed by qPCR using specific primers. Results were normalized to GAPDH and represented relative to 1 for control siRNA-
transfected cells (*P < 0.05; **P < 0.02). The mean and standard deviation from four-independent experiments are shown.

genes in human cells (such as /#/2 in MEFs), as it has been shown
for Tip49a (43). Although some genes bound by p400 are not (or
only weakly) affected by p400 depletion in HCT116 cells (such
as MYC for example), these genes may be very important in other
cellular contexts. For example, CDKNIAP?! expression is not
affected by p400 depletion in HCT116 cells (microarrays
results in Supplementary Material, Table S1), although it is
very important to mediate the cell cycle arrest and senescence in-
duction upon p400 depletion in other cell types (14,44). The
direct control of Wnt-target genes is probably not the only

mechanism by which p400 participates in the Wnt pathway
(Fig. 7): indeed, we also observed that p400 negatively controls
the expression of genes involved in the repression of the canon-
ical Wnt/-catenin pathway (such as Wif1 and sFrp in MEFs, or
DKK1 and CAMKIID in human cells, Supplementary Material,
Fig. S6 and Fig. 6C). Moreover, p400 is also responsible for
direct-positive regulations of important Wnt pathway compo-
nents such as FZD2 and PORCN (Fig. 6B and C). All these
data indicate that the transcriptional modulations depending on
p400 affect different levels of the Wnt pathway and participate
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Figure 7. Model of fine-tuning of the Wnt pathway by Tip60/p400. Tip60 nega-
tively controls the Wnt signaling via the decrease of B-catenin accumulation and
acetylation, resulting in a weaker Wnt activity. Conversely, p400 stimulates the
Wnhtactivity by acting as a co-activator for a subset of Wnt-target genes, as well as
for some Wnt-positive modulators (such as PORCN or FZD2), but also possibly
by other mechanisms, such as by repressing the expression of inhibitors (sFRP1,
WIF1, DKKI, CAMKIID, etc.). As a consequence, Tip60 and p400 antagonisti-
cally regulate Wnt pathway activity, normal and cancer cells proliferation and
early steps of colon tumorigenesis.

to its activation (Fig. 7). The importance of such direct regula-
tions is indicated by our findings that inhibiting p400 mimics
the effects of targetting PORCN for ACF formation in vivo.
Our data thus uncover p400 as an important new player in the
Wnt signaling.

Our results also indicate that, although Tip60 and p400 phys-
ically interact, they probably affect Wnt signaling by independ-
ent mechanisms. This is reminiscent to what has been described
on the CDKN147?! promoter that p400 represses by incorporat-
ing H2A.Z and that Tip60 activates, once the p400-induced re-
pression has been relieved, through histone acetylation (13). It
is tempting to speculate that p400 and Tip60 have acquired,
during evolution, antagonistic functions on many different pro-
cesses, some of which being mediated by their physical inter-
action and the direct repressive effect of p400 on Tip60
histone acetyltransferase activity (15), others through independ-
ent mechanisms. Strikingly, in most cases (regulation of p21 ex-
pression (14), senescence induction (44, 45), DDR activation (6)
and Wnt signaling (this study)), p400 has a proproliferation role,
whereas Tip60 has an anti-proliferative role.

Importantly, our data indicate that the status of Tip60 and of
p400 are crucial in vivo elements controlling the sensitivity to
preneoplastic lesions in a Wnt-dependent manner. Our results
allow us to propose that the Tip60/p400 ratio exerts a fine-tuning
control on the Wnt pathway activity (Fig. 7), impacting early
steps of colon tumorigenesis and cancer cells proliferation. We
observed changes in colon cancer initiation through the modula-
tion of the Wnt pathway in heterozygous animals, i.e. when
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Tip60 or p400 expression levels are modified by 2-fold. Striking-
ly, we previously uncovered an approximate 2-fold difference in
the Tip60/p400 ratio in a collection of colon cancers as compared
with normal adjacent tissues (6). Our results thus show that the
imbalance found in human cancers is probably sufficient to
affect Wnt signaling and, as a consequence, could participate
in colon cancer progression in humans.

Tip60 has already been shown to be a tumor suppressor for
myc-induced lymphoma. In this case, depleting Tip60 was
shown to prevent the activation of the oncogene-induced DNA
damage response (OIDDR) pathway (5). Our data thus demon-
strate that Tip60 can also prevent cancer progression by an alter-
nate mechanism, i.e. by repressing Wnt signaling. Interestingly,
Tip60 is involved in many other anti-proliferative processes,
such as p53 activation (46,47), apoptosis (12,14) or senescence
induction (44). Since Tip60 is known to be underexpressed in
avariety of human cancers (5,48), the consequence of this under-
expression is probably both an activation of the procancer Wnt
pathway and an inhibition of various anti-cancer barriers, includ-
ing the p53 pathway, the OIDDR and senescence. Our data thus
underline the importance of the Tip60 function and of the Tip60/
p400 imbalance for cancer initiation and progression.

Strikingly, we show for the first time that p400 possesses some
oncogenic properties, at least in a Tip60-reduced context, i.e.
when cancer progression is dependent on the Wnt pathway.
Given the importance of the Wnt pathway in many different
cancers, p400 expression and activity is probably important for
the progression not only of colon cancer, but also of other
cancers. Importantly, since p400 directly regulates a subset of
Wht-target genes and some genes encoding key Wnt modulators,
it probably participates in setting up epigenetic modifications,
such as the presence of H2AZ, on these promoters. In this
respect, our data highlight the importance of the epigenetic
control of Wnt signaling. Given that epigenetic modifications
are reversible, one can imagine that epigenetic drugs, in particu-
lar drugs that target p400, may reverse these epigenetic modifi-
cations and decrease the activation of Wnt signaling. Our
results thus underline the importance of developing and testing
epigenetic drugs targeting this new Wnt pathway modulator.

In addition, our findings showing that Tip60/p400 balance
affects the proliferation of normal cells in a Wnt pathway-
dependent manner provide evidence that the Tip60/p400 status
can also influence the cell physiology prior to tumorigenesis.
Thus, any alteration of the ratio could impact critical physio-
logical roles of the Wnt/[3-catenin pathway, such as the transcrip-
tional control of pluripotency genes, the self-renewal of stem
cells and many differentiation processes (49). It could also be
involved in other important pathologies involving the Wnt sig-
naling (diabetes, osteoporosis, obesity, coronary diseases, etc.,
for review, see (50)). The contribution of Tip60 and p400 in
normal development or pathologies, through Wnt signaling,
clearly deserves further investigation.

MATERIALS AND METHODS

All microarrays data from this publication have been submitted
to the GEO public functional genomics data repository
(GSE45616). Statistical significance was calculated using Stu-
dent’s t-test, x* independence test or Mann—Whitney test. For
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protocol complements, see Supplementary Material, Experi-
mental Procedures.

Ethics statement

The experiments involved with animals were conducted accord-
ingly to French governmental norms and the protocol was
approved by the IPBS-CNRS Ethic Committee (Approval
#20090326/62).

Animals

Mice heterozygous for Tip60 (26) were obtained from Dr
B. Amati and back-crossed with C57B1/6J females (Charles-
River, L’ Arbresle, France). Frozen embryos of the p400 strain
(27) were purchased from RIKEN-BRC (Ibaraki, Japan) and
reviviscence was done using C57B1/6J mice.

Induction of preneoplastic lesions

Six- to 8-week-old animals received, twice at 1 week apart, an
intraperitoneal injection of AOM (Sigma-Aldrich, St-Quentin-
Fallavier, France) in saline solution at 15 mg/kg of body
weight or vehicle alone. Mice were then treated or not using
5 mg/kg per day of the Wnt inhibitor C59 (BioVision Inc, Milpi-
tas, CA, USA) in the drinking water immediately after the
first AOM injection. Three weeks after the second injection,
animals were sacrificed and colons were slit opened longitudin-
ally and examined for ACF, after fixation in formalin and stain-
ing with 0.05% methylene-blue solution (Sigma-Aldrich).

To accelerate the appearance of advanced lesions, mice were
also treated with 1% DSS (MP Biomedicals, Illkirch, France), a
proinflammatory molecule, for 1 week in the drinking water im-
mediately after AOM injection. Ten weeks later, colons were
dissected, fixed in formalin and photographed.

Analysis of microarrays results

Analysis of large-scale gene expression in HCT116 cells previ-
ously transfected with siRNAs (see Supplementary Material,
Fig. S2A for efficiencies and Experimental Procedures for
details) were done using Nimblegen (Roche Nimblegen,
Madison, WI, USA) DNA microarrays (Human Gene Expres-
sion 12x135K Arrays).

Chromatin immunoprecipitation and ChIP-chips
experiments

ChIP experiments were performed as described (14) and ana-
lyzed by qPCR using specific primers.

ChIP-chips experiments were done using two-independent
p400-immunoprecipitated chromatin samples from HCT116
cells. After the p400-ChIP, samples were amplified using the
WGA kit (Sigma-Aldrich). DNA labeling and hybridization on
Human ChIP-chip 385K RefSeq Promoter Arrays (Roche Nim-
blegen) were performed. Bioinformatic analysis allowing iden-
tification of peaks was done using the Nimblescan software. A
promoter was recorded as bound by p400 if binding peaks
(P < 0.01) were identified in the two experiments at <500 pb
distance, which corresponds to the ChIP resolution. Clustering

of bound genes was done using GeneCoDis3 online software
(http://genecodis.cnb.csic.es) (51).

SUPPLEMENTARY MATERIAL
Supplementary Material is available at HMG online.
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DISCUSSION

Mes travaux de thése mettent a jour une nouvelle voie de compaction impliquant I'acétyltransférase
TIP60, I'acétylation d’H4K12, et la protéine a double bromodomaine BRD2, dans I’hétérochromatine
péricentromérique des fibroblastes embryonnaires de souris doubles KO pour les méthytransférases

SUV39H1 et 2.
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A Introduction

Suite a la diminution d’expression de TIP60 par stratégie siRNA dans des cellules SUV39H % -/-, a lieu
une augmentation de l'expression des séquences satellites, ainsi qu’une décompaction des
péricentromeres, visible lors d’une coloration des noyaux au DAPI. Il est également observé une
augmentation des phénotypes résultant de défauts de ségrégation, reflet de probléemes de
compaction des péricentromeéres. Ces résultats impliquent clairement I'acétyltransféraseTIP60 dans
I’hétérochromatine péricentrique des cellules SUV39H % -/-. ensemble des phénotypes observés
aprés siRNA TIP60 dans les SUV39H % -/- est une exacerbation des phénotypes déja présents dans ces
cellules. Ceci révele donc une interaction génétique entre I'acétytransférase TIP60 et la
méthyltransférase SUV39H. La présence de TIP60, détectée en ChIP dans les SUV39H % -/-, ainsi que
I'enrichissement, dépendant de TIP60, d’"H4K12ac dans ces mémes cellules, montrent finalement un
role direct de TIP60 au niveau de ces péricentromeres. Un siRNA BRD2 provoque également une
décompaction des péricentromeres ainsi qu’une augmentation du nombre de micronoyaux, et nous
posons donc un modele ou une voie TIP60-H4K12ac-BRD2 permet la compaction de la chromatine en
contexte SUV39H % -/-. Un enrichissement d’"H4K12ac dépendant de TIP60 est également obervable
dans les NIH3T3 traitées a la 5-azacytidine, élargissant la présence de cette voie aux péricentromeéres
déstructurés de maniere générale. Les cellules que jai utilisées au cours de ma these sont des MEFs
SUV39H % -/-, et des NIH3T3 traitées a la 5 azacytidine, ou j'identifie 'apparition de la voie Tip60-
H4K12ac. Les cellules ES SUV39H % -/-, et les cellules KO pour les DNA méthyltransférases Dnmt1,
DNMT3A, et DNMT3B, voient leur d’hétérochromatine péricentromérique passer d’un état
d’hétérochromatine constitutive a facultative, avec une voie qui semble présenter des redondances
entre les deux modeéles (Saksouk et al. 2014),(Cooper et al. 2014). La vois TIP60-H4K12ac-BRD2
pourrait étre de maniere similaire présentes dans différents contextes physiologiques, ou

pathologiques présentant cette transition hétérochromatine constitutive-facultative.

Nous mettons a jour une voie TIP60-H4K12ac-BRD2 dans les péricentromeres des cellules SUV39H %
-/-. Dans une premiére partie, nous nous interrogerons sur le mode de recrutement de TIP60 a
I’hétérochromatine, ainsi que sur le mécanisme de compaction impliqué. Dans une seconde partie,
nous discuterons la relevance physiologique de cette voie, et nous proposerons différentes situations
pouvant étre analogues a ce modele cellulaire. Finalement, nous proposerons dans une troisieme

partie, plusieurs implications physio-pathologiques de I'existence de cette voie.
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B Mécanistique de la voie TIP60-H4K12ac

e 1 Mécanisme de compaction

Dans notre modele, le mécanisme de compaction médié par TIP60, opére via le recrutement de BRD2
sur H4K12ac. En effet, le siRNA TIP60 entraine de maniére simultanée dans les cellules SUV39H % -/-,
une diminution de l'acétylation d’H4K12, et une décompaction des péricentromeres. Ceci suggere
qu’H4K12ac participe a la compaction de cette structure. Or, cela ne correspond pas au mécanisme
classique de l'acétylation d’histone, normalement impliquée dans la décompaction. Il y a donc un
mécanisme sous-jacent, qui doit expliquer ce lien acétylation-compaction. Il existe différents liens
entre protéines a double bromodomaines et compaction chromatinienne. Or, le domaine BD1 de
BRD2 est connu pour se lier en dimere a H4K12ac (Umehara et al. 2009), et I'utilisation d’un siRNA
BRD2 phénocopie des effets du siRNA TIP60, en provoquant une décompaction des péricentroméres
visible en DAPI, ainsi qu’une augmentation du nombre de micronoyaux. Ainsi, nous montrons une
nouvelle implication d’une protéine BET, BRD2, dans un mécanisme de compaction chez les
mammiféres. |l est néanmoins frappant de constater que la déplétion de BRD2 ne phénocopie pas
I'ensemble des phénotypes observés lors de la déplétion de TIP60. En effet, le sSiRNA BRD2 n’entraine
pas une augmentation significative de la polyploidie dans les SUV39H % -/- comme c’est le cas du
siRNA TIP60, comme attendu si BRD2 fait partie de cette voie. Laugmentation du nombre de
micronoyaux, mais non de la polyploidie, suggére un mécanisme d’élimination des cellules
polyploides, qui n’est pas observé avec l'utilisation d’un siRNA TIP60. Il est envisageable que cette
élimination soit effectuée par la voie p53, qui ne serait pas affectée par la déplétion de BRD2. Pour
tester cette hypothese, il faudrait voir si la déplétion de p53 couplée a celle de BRD2 entraine

effectivement une augmentation de la polyploidie.

Il est probable que d’autres mécanismes, supplémentaires au recrutement de BRD2, soient en jeu.
Alors que le siRNA TIP60 entraine a la fois une décompaction des péricentroméres, et une
augmentation de la transcription des séquences satellites, j'observe une absence d’augmentation de
la transcription des satellites dans les SUV39H % -/- aprés siRNA BRD2, alors méme que ce siRNA
entraine une décompaction des péricentromeres. Cette donnée semble démontrer qu’une
décompaction de la chromatine péricentromérique n’entraine pas nécessairement une augmentation
transcriptionnelle, et qu’il existe des mécanismes de régulation plus complexes. Ainsi, si TIP60 agit sur
la compaction des péricentromeéres via BRD2, alors cela signifie qu’il agit de maniére indépendante
sur la répression de la transcription par un autre mécanisme. Il est donc envisageable que TIP60 ait
d’autres actions sur cette chromatine que le recrutement de BRD2, que ce soit pour réprimer la

transcription, mais également éventuellement pour en médier la compaction. Il est possible que
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TIP60 agisse par le recrutement d’une HDAC, étant donné les liens entre TIP60 et HDAC discutés dans
I'introduction. Finalement le terme de « compaction » et ses différents niveaux est a discuter. Il est en
effet possible que la déplétion de BRD2, contrairement a celle de TIP60, agisse uniquement a un
niveau de structuration supérieur de la chromatine (Fig 4). En effet, le test de DAPI CV atteste d’une
réorganisation spatiale et pas forcément d’'une décompaction de la fibre de chromatine a proprement
parlée. Lutilisation d’autres techniques telles que des digestions MNases permettrait de creuser cette

question.

On peut également envisager l'acétylation d’autres résidus d’histones par TIP60. chez S.pombe, Mstl
acétyle H3K4 au niveau des péricentromeres, afin de recompacter la chromatine en fin de phase S
(Xhemalce and Kouzarides 2009). Mes résultats montrent, dans des cellules humaines, que TIP60 est
impliquée dans l'acétylation de ce résidu. Pour des raisons de spécificités d’anticorps, la présence
d’H3K4ac aux péricentromeéres n’a pas pu étre mise a jour de maniére fiable dans mes résultats, mais
cette acétylation reste une piste intéressante, sur ce mécanisme TIP60 et hétérochromatine. A noter
gu’H3K4ac est spécifiguement reconnu par un domaine de la protéine PB1 (Poly-Bromodomaine 1),
qui fait partie du complexe PBAF, impliqué dans I'assemblage des kinétochores (Chandrasekaran and
Thompson 2007). Une récente étude dans les cellules souches embryonaires SUV39H % -/- détecte
dans les péricentroméres, la présence de la mono-acétyation d’H3K9 et d’'H3K14ac (Saksouk et al.
2014), cette derniere étant une cible in vitro connue de TIP60 (Kimura and Horikoshi 1998). Or, BRD4

se lie in vitro se lie faiblement a un peptide H3 acétylé sur K14.

En effet, il est a noter qu’on obtient les mémes phénotypes de décompaction et augmentation du
nombre de micronoyaux aprés siRNA BRD4 dans les SUV39H % -/-. Une étude récente montre que
I'acétylation de Twist par TIP60, est responsable du recrutement de BRD4 sur le promoteur et
I'enhancer du géne Wnt5a, permettant son expression (Shi et al. 2014).Des études ont impliquées
BRD4 dans la régulation de strucuture chromatinienne a plusieurs reprises ces dernieres années
notamment via le recrutement de condensines aux sites de cassures de 'ADN (Floyd et al. 2013). Le
fait que le siRNA BRD4 est déja connu pour entrainer une décompaction générale de la chromatine
doit évidemment étre pris en compte dans l'interprétation de mes données (Wang et al. 2012),(Floyd

et al. 2013).

Finalement, I'acétylation par TIP60 de protéines non histones aux péricentromeéres n’est évidemment

pas non plus a exclure.
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2 Recrutement de TIP60 dans I’hétérochromatine

Au-dela du mécanisme d’action de TIP60, il reste a comprendre les modalités de recrutement de
TIP60 a I’hétérochromatine péricentrique. Dans I’euchromatine, le chromodomaine de TIP60 permet
sa liaison via H3K4me3 au niveau des promoteurs des génes cibles de NFKB (Kim et al. 2015). Son
chromodomaine est également capable de se lier in vitro a H3K9me3 (Sun et al. 2009). Chez S.pombe,
I"acétylation d’H3K4 aux péricentromeéres, mise en place par Mstl, a lieu en fin de phase S, juste

apres le pic de di-méthylation d’"H3K9 (Xhemalce and Kouzarides 2009).

De la levure a I’homme, TIP60 est impliquée a divers niveaux dans la signalisation et la réparation des
dommages a I’ADN, en acétylant, entre autre, I'histone H4, ou encore la kinase ATM, aux sites de
cassures (Sun et al. 2010). Or, bien que les régions hétérochromatiniennes semblent étre moins
touchées par les dommages que le reste de chromatine, des dommages peuvent tout de méme y
avoir lieu, et TIP60 y serait alors recrutée. Il a été suggéré que l'interaction de TIP60 avec H3K9me3
via son chromodomaine, est nécessaire pour I'activation de TIP60 aux sites de cassures de I’ADN (Sun
et al. 2009). Finalement, une étude de 2014 suggére une hétérochromatinisation autour des sites de
cassures ayant lieu dans I'euchromatine, faisant encore le lien entre TIP60 et un recrutement
hétérochromatinien (Ayrapetov et al. 2014). Ainsi, la réparation des cassures a ’ADN représente le
premier lien entre TIP60 et hétérochromatine chez les mammiferes, et tout indique que TIP60 y est
recrutée par son chromodomaine sur H3K9me3. Or, H3K9me3 est évidemment perdu dans les
SUV39H % -/-, ol TIP60 est tout de méme recrutée. On peut envisager que ce recrutement ait lieu,

toujours via son chromodomaine sur la mono-méthylation de H3K9, qui y est toujours présente.

Chez la souris, H4K12ac est enrichie a la fois dans le modele des cellules SUV39H % -/-, et dans les
NIH3T3 traitées a la 5-azacytidine. On peut donc imaginer que TIP60 est recrutée selon les mémes
modalités dans ces deux modeles, soit sur une marque chromatinienne commune, soit par une

interaction avec une protéine recrutée a la chromatine dans ces deux cas.

TIP60 pourrait également étre recrutée a cette hétérochromatine via une autre sous-unité du
complexe TIP60. Se pose alors la question de savoir si TIP60 y est recrutée avec son complexe. Il
existe des arguments permettant de suggérer que c'est I'ensemble du complexe TIP60 qui joue un
role dans I'hétérochromatine, notamment au travers d'études sur le variant d'histone H2Az. Ce
dernier est incorporé entre autre par I'ATPase P400, sous-unité du complexe TIP60, chez les
mammiféres. |l est présent aux péricentromeres des cellules sauvages, ou il est incorporé en G1, et
sa déplétion entraine des défauts de ségrégations chromosomiques (Rangasamy et al. 2004). Il est
décrit comme sur-enrichi dans les péricentroméres des SUV39H % -/-, et dans les NIH3T3 traitées 5-

azacytidine, comparé aux NIH3T3 (Boyarchuk et al. 2014). En effet, j'observe des phénotypes de
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déstructuration des péricentroméres (augmentation du nombre de micronoyaux, DAPI CV,
polyploidie) aprés siRNA P400 dans les SUV39H % -/-, suggérant un réle du complexe TIP60 dans son
ensemble. De plus, en 2012, lors de I'analyse de protéines interagissant avec les nucléosomes
contenant H2Az, BRD2 a été identifiée comme fortement enrichie, et ce de facon dépendante de
I'acétylation d’H4 (Draker et al. 2012). Ainsi, I'enrichissement d’H2Az aux péricentromeéres des
cellules SUV39H % -/- serait cohérent avec la présence de la voie TIP60-H4K12ac, et appuierait I'idée

gue TIP60 soit recrutée au sein de son complexe.

C Relevance physiologique du modéle SUV39H % -/-

Les cellules SUV39H % -/- représentent un modele qui a permis historiquement de mieux
comprendre les bases moléculaires du maintien et de surtout de la mise en place de
I’hétérochromatine péricentromérique, et qui est encore utilisé régulierement dans ce but.
Néanmoins, ce modele est obtenu par une modification génétique, artificielle, et se pose la question
d’une relevance physiologique d’une voie identifiée dans ce contexte. Nous allons examiner plusieurs
situations observées dans un contexte physiologique, qui pourraient utiliser cette voie de

compaction TIP60-H4K12ac-BRD2.

e 1 Lavoie TIP60-H4K12ac au cours du développement précoce

Dans l'oocyte fécondé, juste apres I'échange protamines-histones, les génomes paternel et maternel
sont encore séparés en pronucléus male et femelle. Alors que les péricentroméres du pronucléus
femelle présentent déja les modifications de I'hétérochromatine constitutive, les péricentromeres du
pronucléus males sont sous une forme transitoire, plutét représentative d’'une hétérochromatine
facultative, dénuée du trio SUV39H/H3K9me3/HP1 (Almouzni and Probst 2011),(Saksouk et al. 2014).
Il est donc légitime d’imagnier la présence de la voie TIP60-H4K12ac identifiée dans les SUV39H ¥ -/-

dans ce contexte.

H4K12ac est fortement impliquée dans le processus de spermatogenése chez la souris (Paradowska
et al. 2012). En effet, H4K12ac est présente, avec H4K8ac, au niveau de l'unique chromocentre dans
les spermatides en élongation (van der Heijden et al. 2006). Dans le spermatozoide, alors que 85%
des histones sont remplacés par des protamines au cours de la spermatogenese, 15% des histones
somatiques sont toujours présentes, et H4K12ac y est enrichie au niveau de divers promoteurs. Ainsi,
apres la fécondation, on retrouve un fort marquage d’H4K12ac au niveau du pronucleus male
comparé au pronucléus femelle (Paradowska et al. 2012). Néanmoins, sa présence au niveau des
péricentromeres en particulier, n'a, a ma connaissance, pas été analysée. Il est a noter que les souris

homozygotes KO pour TIP60 meurent précocement au cours du développement embryonnaire, peu
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apres avoir atteint le stade blastocyste (Hu et al. 2009), c'est-a-dire a priori, aprés la mise en place des
péricentromeéres, qui est atteinte au stade 8-cellules. Le fait que les embryons atteignent ce stade
blastocyste laisse penser que le réle de TIP60 dans la formation de novo des péricentromeres n’est
pas crucial. Il serait donc possible d’étudier dans ces souris, des éventuelles anomalies de la mise en
place des péricentroméres, ainsi que la présence de TIP60 et H4K12ac dans ces derniers, ce avant la

|étalité embryonaire causée par la perte de TIP60.

e 2 Lavoie TIP60-H4K12ac dans les cellules normales

L'ajout d’un vecteur SUV39H dans les SUV39H % -/-, suffit a réverser 'effet du siRNA TIP60 sur la
transcription des satellites, suggérant une spécificité de cette voie aux péricentroméres destructurés.
Nous ne détectons dans les NIH3T3, ni d’augmentation de la polyploidie, ni apparition de
micronoyaux, ni augmentation de I'expression des satellites aprés siRNA TIP60. Néanmoins, nous y
détectons aux péricentroméres, une faible présence d’'H4K12ac, modulable par le siRNA TIP60. Il est
imaginable que la voie TIP60-H4K12ac soit présente dans les cellules normales, mais dans une fenétre
spatio-temporelle particuliere. En effet, la présence de cette voie dans les péricentromeéres pourrait
étre temporellement réduite a la fenétre de la phase S, et spatialement réduite aux frontiéres de

I’hétérochromatine péricentromérique durant le reste du cycle.

Au cours de la phase S

|

L’enrichissement d’H4K12ac est faible dans les NIH3T3, mais non nul, et est affecté par le siRNA
TIP60 (données non montrées). Il est en effet envisageable que la voie TIP60-H4K12ac existe dans les
cellules sauvages dans une fenétre de temps courte au cours du cycle cellulaire. Il a été décrit que le
déroulement correct de I'entré en phase S, et de la réplication de I’"hétérochromatine péricentrique,
est médié par la phosphorylation de SUV39H par la kinase dépendante des cyclines CDK2, entrainant
sa dissociation de I’hétérochromatine. Cette dissociation de SUV39H de I’hétérochromatine
péricentrique s’accompagne d’un enrichissement pour la déméthylase JMID2A, et d’une diminution
d’H3K9me3 (Park et al. 2014). La voie H4K12ac-TIP60 pourrait éventuellement trouver sa place dans
cette fenétre d’absence de SUV39H. En effet, jobserve dans des résultats préliminaires en ChIP sur
des cellules synchronisées, un enrichissement en H4K12ac au cours de la phase S dans des NIH3T3,
bien que le moment exact de la réplication de cette hétérochromatine dans les cellules de souris soit
encore discuté (Guenatri et al. 2004),(Weidtkamp-Peters et al. 2006). Ainsi, on peut imaginer un
modele ol TIP60 serait recrutée dans les cellules sauvages, au moment de la phase S, en absence de

SUV39H. La voie TIP60-H4K12ac permettrait alors de maintenir une certaine compaction de la
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chromatine, tout en permettant une certaine plasticité nécessaire a la réplication. Il est également a
noter qu’H4K12ac, tout comme H4K5ac, sont des modifications d’histones mises en place dans le
cytoplasme, et participant a I'import des histones nouvellement synthétisées dans le noyau, et a leur
intégration dans la chromatine au cours de la réplication. Ceci est cohérent avec cette détection en
phase S, et Il serait donc judicieux d’étudier la présence d’H4K5ac, et leur dynamique apres
traitement avec des siRNA TIP60 au cours de la phase S. Le domaine BD2 de BRD2 se lie a H4 acétylé
simultanément sur K5 et K12 (Umehara et al. 2010), ce qui ferait sens avec la présence de la voie
TIP60-H4K12ac pendant la réplication, et au recrutement de BRD2 pour cette compaction. En
revanche, H2AZ est a priori incorporé en G1, en non en phase S, ce qui serait potentiellement
incohérent avec cette hypothese (Boyarchuk et al. 2014). Comme autre argument, mes données
montrent que dans les cellules SUV39H % -/-, TIP60 a un effet répresseur sur la transcription des
séquences satellites, puisque sa diminution par ARN interférence entraine une augmentation
transcriptionnelle de ces séquences. Or |'expression des séquences satellites au cours du cycle dans
les NIH3T3 montre une claire diminution au cours de la phase S (Fig 26). TIP60 pourrait donc
permettre une répression transcriptionnelle des séquences satellites dans ce contexte ou la

chromatine se retrouve nécessairement ouverte pour permettre la réplication de ’ADN en phase S.

b Frontieres de I’hétérochromatine péricentromérique

La voie TIP60-H4K12ac-BRD2, pourrait, dans les cellules sauvages, étre uniquement localisée au
niveau de la frontiere de I’hétérochromatine péricentrique. Chez la levure S.cerevisiae, H2Az est
présent en larges domaines a proximité des télomeres, et antagonise I'envahissement des protéines
Sir dans I'euchromatine (Meneghini et al. 2003). Chez les mammiféres H2Az est localisé au niveau de
différents éléments régulateurs (AmySvotelis et al. 2009). Il y a donc un lien entre H2Az et la notion
d’insulation. Or, rappelons que BRD2 est une protéine interagissant préférentiellement avec les
nucléosomes contenant H2Az (Draker et al. 2012). Dans les spermatides, chez la souris, BRDT serait
impliqguée dans le maintien de la frontiére de I'unique chromocentre (Berkovits and Wolgemuth
2013). De plus, La voie TIP60-H4K12ac présente une certaine analogie a ce qui est décrit dans les
télomeéres de S.cerevisiae, ou l'orthologue de TIP60, Esal, acétyle H4K12. Dans cette structure, la
protéine a double bromodomaine BDF1 est impliquée dans le maintien de la frontiére des télomeres
(Ladurner et al. 2003). Or Esal est également impliquée dans le maintien de cette frontiere en y
acétylant H2Az. Ainsi cet ensemble TIP60/H4K12ac/H2Az/Protéine a double bromodomaines semble
clairement impliqué dans le maintien des frontieres hétérochromatiniennes. Le mutant Esal présente
une diminution de I'expression des génes présents a la frontiére des télomeéres (Babiarz et al. 2006).
Or aprés siRNA TIP60 j'ai observé la diminution d’expression de deux génes présents a la frontiére des

péricentroméres dans les SUV39H % -/-. Il serait intéressant d’étendre cette expérience a un plus

110



grand nombre de génes. En 2006, plusieurs sous-unités du complexe TIP60, et notamment
I'orthologue de P400, ont été identifiées comme suppresseurs de variégation chez la drosophile (Qi et

al. 2006).

e 3 Lavoie TIP60-H4K12ac au cours de la sénescence

La présence d’H4K12ac, et sa dépendance a TIP60 est observable a la fois dans les cellules SUV39H %
-/-, et dans les NIH3T3 traitées a la 5-azacytidine, soit dans deux cas moléculairement différents de
déstructuration des péricentromeres. |l est tentant d’étendre la présence de la voie H4K12ac-TIP60 a
I'ensemble des situations physiologiques présentant des péricentromreres déstructurées. La
sénescence cellulaire correspond a la sortie irréversible des cellules du cycle cellulaire, et présente un
certains nombre de caractéristiques spécifiques a cet état, et notamment un remaniement important
de I'équilibre euchromatine/hétérochromatine de la cellule. TIP60 est impliquée dans le contrdle de
ce destin cellulaire (Zheng et al. 2013). Or des anomalies de I’'hétérochromatine péricentrique sont
décrites dans les cellules sénescentes, avec notamment une hypométhylation et une surexpression
de certaines séquences satellites (Gaubatz and Cutler 1990),(Suzuki et al. 2002),(Swanson et al.
2013). Une surexpression du satellite 3 du chromosome 1 est d’ailleurs décrite dans un modéle de
sénescence réplicative humaine (Enukashvily et al. 2007), et j'ai moi-méme pu observer ce résultat
sur un modele de sénescence oncogénique. Nous sommes donc ici dans un cas de péricentromeéres

destructurés, et un réle de la voie TIP60-H4K12ac est a envisager.

e 4 Lavoie TIP60-H4K12ac dans la différenciation cellulaire

Les souris KO pour TIP60 meurent peu apres le stade blastocyste, et les auteurs suggerent que la
perte de TIP60 provoque une incapacité pour les cellules de la masse interne, a assurer la transition
pluripotence — épiblaste/hypoblaste (Hu et al. 2009). Une étude chez la drosophile montre que la
réduction de TIP60 conduit a une létalité embryonnaire, et suggére que TIP60 est essentielle au
développement multi-cellulaire (Zhu et al. 2007). Ainsi, il semble que TIP60 soit une protéine
associée au controle du destin cellulaire, que ce soit face au stress, mais également au cours du
développement. En effet, TIP60 est a la fois impliquée dans le maintien des cellules souches
embryonaires (Fazzio et al. 2008), et dans des processus de différenciation cellulaire. En 2002, une
étude suggere que TIP60 régule la différenciation terminale et la prolifération dans le coeur en

développement chez le poulet (Lough 2002).

Une étude récente suggere que les péricentromeres participent a la répression de domaines
chromatiniens en se déplagant vers des régions a inactiver (Wijchers et al. 2015). Il se pourrait que

les péricentroméres jouent un réle dans les processus de différenciation cellulaire, puisque qu'ony
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Figure 47 : Modeéle du role de TIP60 au cours de la cancérogenése via son rdle dans les
péricentromeéres. Lors d’une déstructuration des péricentromeres, TIP60 permet de maintenir une
structuration correcte de ces derniers, et d’éviter une trop forte instabilité, qui pourrait conduire a
une mortalité cellulaire. Ce recrutement de TIP60 affaiblit ses fonctions anti-tumorales dans le reste
de la cellule, notamment l'apoptose induite en réponse aux dommages. Puis, lors du precessus de
cancérogeneése, et ce de maniére relativement précoce, I'expression de TIP60 est diminuée, et la voie
TIP60-H4K12ac n'est plus détectable aux péricentromeres. Linstabilité génétique et la polyploidie qui
s’en suit favorisent I'aggressivité tumorale, et les fonctions anti-tumorales de TIP60, et notamment la

voie p53, se retrouvent amoindries.
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observe dans certains cas une réorganisation spatiale des chromocentres, qui pourrait participer a
une répression transcriptionnelle (Beil et al. 2002). Une surexpression massive des séquences
satellites, ainsi qu’'un remodelage de I’'hétérochromatine, est décrite lors de la différenciation de
myoblastes en myotubes en culture (Terranova et al. 2005). Or, en 2011, une étude montre que TIP60
est nécessaire dans ce méme contexte (Kim et al. 2011), bien que cette expérience n’ait jamais été
reproduite avec succes, ni par moi-méme, ni par d’autre dans notre équipe. Une implication de TIP60
dans les péricentromeres, voire de la voie TIP60-H4K12ac, au cours de processus de différenciation

cellulaire est a envisager.

D Implications physio-pathologiques

TIP60 est une protéine pléiotropique, impliquée dans différents processus physiopathologiqges. La

déstructuration des péricentromeres est un phénomeéne récurrent de nombreuses pathologies.

e 1 Lavoie TIP60-H4K12ac dans les cancers

La polyploidie, et donc des défauts de ségrégations chromosomiques, constitue une signature de la
plupart des tumeurs solides. Néanmoins, des défauts de I’hétérochromatine péricentrique dans les
cancers n‘ont été décrits que récemment. Ainsi, ont été détectées dans les péricentroméres de
divers lignées cellulaires tumorales ou tumeurs humaines, une hypométhylation de ’ADN, une perte
de la triméthylation d’"H3K9 a priori due a une surexpression de la déméthylase JIMJD2B (Slee et al.
2012), ou encore des surexpressions des séquences satellites (Eymery et al. 2009),(Ting et al. 2011).
De plus, le statut transcriptionnel de la protéine HP1 est clairement affecté dans un grand nombre
de cancers (Dialynas et al. 2008). Ainsi, la voie TIP60-H4K12ac que nous décrivons dans les cellules
SUV39H % -/-, ou aprés traitement a la 5-azacytidine, pourrait étre relevante des anomalies
observées dans les cellules cancéreuses. Afin de tester cette hypothese j'ai voulu tester la présence
d’H4K12ac dans différentes lignées cancéreuses. Alors que je détecte des foyers H4K12ac,
colocalisant avec les chromocentres dans les cellules SUV39H % -/-, je n’ai pu détecter de tels foyers
dans des lignées cancéreuses. Pourtant certaines avient été sélectionnées pour ces anomalies citées
précédemment de I'hétérochromatine péricentrique. Néanmoins, il et a noter que I'expression de
TIP60 est dérégulée dans la plupart des cancers, dans la majorité des cas dans le sens d’'une
diminution. Dans les cancers colorectaux, il a été mis en évidence une corrélation entre la sous-
expression de TIP60 et I'agressivité tumorale (Sakuraba et al. 2009). Ainsi, la voie TIP60-H4K12ac
pourrait étre perdue de maniére précoce au cours du processus de cancérogenése. On peut imaginer
un modele ou la voie TIP60-H4K12ac agirait au niveau des péricentromeres au début du processus

de transformation, olU elle limiterait [linstabilité génétique due a des déficiences de
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I’'hétérochromatine péricentrique, et permettrait ainsi la survie des cellules. Par la suite, I'expression
de TIP60 serait diminuée, et la voie TIP60-H4K12ac serait perdue, augmentant alors les problémes de
ségrégation. Or, la perte de TIP60 sous-entend la perte de la voie P53, qui participe a I'élimination
des cellules présentant de I'instabilité génétique. La perte de TIP60 favoriserait ainsi la polyploidie, et

donc I'agressivité tumorale (Fig 47).

De plus, I'hétérochromatine représentant une part significative du génome (environ 10% chez la
souris). Or TIP60 est considérée comme une protéine faiblement exprimée. On peut imaginer que
son recrutement sur ces séquences répétées provoquerait une titration importante de TIP60, qui
pourrait éventuellement afaiblir ses fonctions dans le reste du noyau. Le recrutement de TIP60 dans
ces régions fortement répétées au début du processus de tumorigenese, pourrait donc diminuer ses
fonctions de suppresseur de tumeur, ce qui serait bénéfique pour la cellule cancéreuse (Fig 47). Les
guelques expériences réalisées dans I'idée de tester cette hypothese de titration, via I'effet du siRNA

TIP60 sur I'activité de la voie Wnt, vont dans le sens de cette hypothese.

e 2 TIP60, péricentromeéres, et virus HIV

TIP60 a été indentifiée par son interaction avec la protéine TAT du virus HIV-1, une protéine
transactrivatrice qui permet d’augmenter la transcription de 'ADN du virus. Lors de son infection
dans les lymphocytes, le virus du HIV est responsable d’une ségrégation prématurée des chromatides
sceurs. Cet effet est médié par le recrutement de la HAT P300 au niveau des chromosomes
mitotiques par une des protéines codée par le virus, la protéine vrp. Ce recrutement forcé de P300
entraine la délocalisation de HP1 des centroméres (Shimura et al. 2011). Une intervention de TIP60
dans ce phénomene pour un maintien basal des péricentroméres, une régulation de I'acétylation
plus fine, n'est pas a exclure, d’autant plus que des interactions existent entre TIP60 et P300 (Xiao et

al. 2014), puisque P300 est capable d’acétyler directement TIP60 (Col et al. 2005).

e 3 TIP60, péricentromeéres, et maladie d’Alzheimer

La maladie I'Alzheimer, est une maladie neuro-dégénérative liée a I'dge. Les péricentromeres sont des
structures sensibles au stress cellulaires, voire impliqués dans la réponse physiologiques a ces stress.
En effet, une large gamme de stress est capable de provoquer une surexpression des séquences
satellites dans les cellules humaines, conduisant, au moins dans le cas du stress thermique a la
formation de granules de stress au niveau des péricentomeéres dont la fonction physiologique reste
floue (Eymery et al. 2010). Dans la maladie d’Alzheimer, une forte implication du stress oxydatif et
des espéeces réactives a I'oxygene est mise en avant dans les neurones, et est liée a I'apparation

d’aneuploidie. Or le stress oxydatif fait partie de cette gamme de stress capable d’entrainer une
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surexpression de séquences satellites (Valgardsdottir et al. 2008). Il ne serait pas étonnant que
I’hétérochromatine des péricentromeéres des neurones soit affectée dans cette pathologie, ce qui n’a,
a ma connaissance, pas été étudié. Si les péricentroméres sont affectés, et que TIP60 participe
effectivement au maintien des péricentromeéres déstructurés, alors un réle de TIP60 dans ce cas peut
étre envisagé. TIP60 est déja connu pour étre impliquée dans cette pathologie par différents aspects.
En effet, au centre de cette pathologie, se trouve la protéine transmembranaire APP, qui se retrouve
clivée par la gamma-sécrétase de maniére anomale, générant deux fragments. L'un s'accumule en
aggrégats extra-cellulaire qui participent trés certainement au processus neuro-dégénératif observé
dans la maladie. Lautre fragment, intracellulaire, recrute le complexe Fe65-TIP60, et agit sur
I'activation transcriptionnelle de nombreux génes, participant ainsi a 'apoptose neuronale (Kinoshita
et al. 2002). Cette voie de signalisation est également en interconnexion avec la voie Notch, lui-

méme substrat de TIP60.

Des études ont révélées de I'aneuploidie, et spécifiguement de la tétraploidie, dans le cerveau de
patients atteints de la maladie d’alzheimer, comparés a des individus sains (Frade and Lopez-Sanchez
2010). Etant donné que les neurones adultes sont considérés comme non-prolifératifs, 'aneuploidie
dans ces cellules inclut deux possibilités, une ré-entrée des neurones dans le cycle, ou des anomalies
mitotiques au niveau des progéniteurs neuronaux (Mosch et al. 2007). Or, les séquences satellites
sont surexprimées lors la différenciation des neurones chez la souris (Kishi et al. 2012). Des analyses
d’expression apres déplétion de TIP60 chez la drosophile, mettent en avant la dérégulation de
nombreux genes associés au fonctionnement neuronal, y compris des génes impliqués dans la
neurogenese (Lorbeck et al. 2011), un role de TIP60 dans les péricentromeres au moment de la
différenciation neuronale serait a envisager. De plus, I'expression des séquences LINEs, dont nous
montrons que I'expression est dépendante de TIP60 en absence de SUV39H, est trés active dans les

progéniteurs neuronaux, ou elle participe a créer une diversification génomique (Upton et al. 2015).

115



116



CONCLUSION GENERALE

L'identification d’une voie redondante dans différents modeles de péricentroméres destructurés a
été mise a jour récemment, avec la protéine BEND3, qui dans les cellules ES SUV39H % -/-, et les
cellules KO pour les DNA méthyltransférases Dnmt1l, DNMT3A, et DNMT3B, permet de passer d’un
état d’hétérochromatine constitutive a facultative (Saksouk et al. 2014). Ici, nous mettons a jour une
voie TIP60-H4K12ac, impliquant la protéine a double bromodmaine BRD2, et potentiellement la
protéine P400 ainsi que le variant d’histone H2AZ, elle aussi potentiellement redondante dans deux
modeles différents de déstructuration des péricentromeres. De méme que la voie BEND3, il est fort
probable que cette voie TIP60-H4K12ac-BRD2 soit liée a la notion de transition HC facultative-
constitutive, et soit présente dans différents contextes de péricentromeres déstructurés. Il est
tentant d’imaginer qu’elle pourrait participer a différents processus physiologiques, tel que
I’établissement de la chromatine des péricentromeres du pronucléus male au cours du
développement précoce. Mais elle pourrait surtout participer a des contextes physiopathologiques,
notamment dans le cadre du cancer, en accord avec la fonction suppresseur de tumeur de TIP60. Il
est également fort probable que cette voie soit spatio-temporellement présente dans les cellules
sauvages. Son role dans le maintien de la frontiere de I'hétérochromatine péricentrique chez les
mammiféres mériterait réellement d’étre testé. Finalement, cette voie représente un nouvel élément
liant acétylation et hétérochromatine, via des protéines a double bromodomaines, liens qui sont

décrits pour I'instant de maniére quasi inexistants dans les cellules de mammiferes.
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MATERIELS ET METHODES COMPLEMENTAIRE
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e Culture cellulaire, transfection :

Les MEFs dérivées de souris SUV39H % -/- sont cultivées en milieu DMEM avec glutamine, entre 10
et 20% de serum plus antibiotiques. Lors de la culture, ces cellules ont tendance a arréter de
proliférer et adopter une morphologie particuliere, qui pourrait correspondre a de la sénescence.
Leur incubation dans un milieu controlé en oxygene s’est révélée bénéfique, je les ai donc mises en
incubateur hypoxie lors de certaines expériences, par exemple lors de la sélection puromycine
(2ug/ml) qui a permis l'obtention des lignées complémentées avec le vecteur vide ou SUV39H. Les
autres lignées sont cultivées en milieu DMEM avec Glutamax, 10 % sérum et antibiotiques. Les
électroporations sont réalisées avec une machine Amaxa. Les lignées humaines sont éléctroporées
avec du tampon V (Lonza), programme X001. Les lignées de souris sont éléctroporées avec du
tampon Mirus (seule I"électroporation de plasmides dans les SUV39h % -/- est réalisée avec un
tanpom Mefs2 (Lonza)) avec le programme d’électroporation U030. Pour les expériences de tests

luciférases, les cellules ont été transfectées a I'aide de DharmaFECT (Dharmacon).

e Extraction d’ARN :

Les extractions d’ARNm sont réalisées avec des colonnes Qiagen, selon le protocole du fournisseur,
avec un traitement de 15 minutes avec de la DNAse Promega directement incubée sur la colonne
entre les deux premiers lavages. En raison du bruit de fond du a la nature répétée des séquences
satellites, leur extraction est réalisée au Trizol (Sigma). Le Trizol est ajouté sur les boites de culture
préalablement lavées au PBS, a raison de 3ml de Trizol pour un diametre 100. Apres grattage a la
spatule, le Trizol est récupéré dans un tube Falcon de 15ml, vortexé 15s puis laissé quelques minutes
a température ambiante, avant d’y ajouter du chloroforme a raison de 200ul/ml de Trizol. Apres
15min de centrifugation a 4°C, la moitié de la phase supérieure est délicatement récupérée a la P200,
a raison de 600 pl/ tube Eppendorf 1,5 ml. UARN est ensuite précipité en ajoutant de 600ul
d’isopropanol par tube, mélangé puis laissé 10min a température ambiante avant d’étre centrifugé
10min a 4°C a vitesse maximale. Les culots sont ensuite rassemblés entre eux si besoin, et lavés deux
fois a 'EtOH 70%, puis repris dans 140ul d’H20. A ensuite lieu un traitement d’1H30 avec un mélange
de DNAse | et de DNAse Z (Epicentre), par ajout de 20ul de chaque buffer 10X et 10l de chaque
enzyme. Puis les DNAses sont inactivées (10 minutes a 65°C avec ajout d’'un tampon stop DNAse de
chez Epicentre). Elles sont ensuite dégradées par ajout de 200ul/tube d’un tampon de lyse
(Epicentre), puis aprés vortex pendant 5, ajout de 200ul d’'un tampon de précipitation protéique
(Epicentre), puis vortex 10s et incubation 5min sur la glace. Par deux fois, le surnageant est récupéré
apres 10 minutes de centrifugation a 4°C a vitesse maximale. Puis I’ARN est a nouveau précipité par
ajout d’isopropanol et 2 lavages a 'EtHO 70% comme précédemment. Les ARNs sont repris dans de

I'H20 et conservés a -20°C avec de I'inhibiteur de RNAse (Promega).
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Figure 48 : Amplification des ARNs satellites majeurs dans les NIH3T3. Un Choc thermique (HS:
Heat shock) entraine une surexpression des séquences satellites. Les cellules sont incubées 1H a 42°C
puis a nouveau 2H a 37°C. C: Contrdle. L’expression des ARNs satellites est normalisée (B) ou non (A)
par 'ARNm B2m. H20: Point de QPCR ou I'échantillon est remplacé par de I'eau. Expérience
représentative. Les écarts-types représentent les triplicats de QPCR. C) Des produits d’amplification
de QPCR —RT ou +RT réalisée avec des primers de séquences satellites majeurs sont déposés en

duplicats sur un gel d’Agarose 1% révélé au Bromure d’Ethidium.
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e Rétro-transcription et PCR quantitative en temps réel :

Les ARNs sont ensuite dosés au Nanodrop, et une quantité identique (entre 100ng et 1ug) est prise
dans chacun des points pour effectuer la réverse transcription. La quantité d’/ARN désirée est ainsi
ramenée a un volume de 10ul par ajout d’H20 (Promega), puis incubée pendant 5 minutes a 65°C
avec un mélange contenant des dNTPs (1mM) et des hexameéres aléatoires (40ng/ul, Promega).
Léchantillon est ensuite incubé avec 4ul de tampon AMV Buffer (Promega), 1ul d’inhibiteurs de
RNAse (Promega), 2ul de DTT (0,01M), et 0,5ul de réverse-transcriptase AMV (Promega), pendant 50
minutes a 42°C, puis 15 minutes a 70°C. Les points ou la réverse-transcriptase est remplacée par de
I’'H20 (-RT) sont toujours réalisés et contr6lés en QPCR lors de I'analyse des séquences satellites.
Comme la détection de ces séquences est délicate, j'ai validé ce protocole d’extraction en soumettant
des NIH3T3 a un choc thermique. Ainsi je détecte une augmentation importante de la transcription,
de maniére similaire a ce qui est publiée dans des lignées humaines (Fig 48A) (Eymery et al. 2010). De
méme le dépobt d’un produit de QPCR sur gel m’a permis de valider la taille des produits amplifiés, et
la différence entre le point —RT et +RT (Fig 48B). Les PQCRs sont réalisées avec du mix IQ de chez
Biorad, dans un volume de 12,5ul par puit contenant 4ul d’échantillon dilué au dixieme, 6,25ul de
mix, 0,1ul de primer (100uM) (0,05ul pour les primers des séquences satellites), gsp avec de I'H20.

Chaque point est réalisé en triplicats.

e |Immunoprécipitation de chromatine :

Les cellules sont fixées avec 1% de formaldéhyde pendant 15 minutes. Les cellules SUV39H % -/- étant
peu adhérentes, elles sont fixées en liquide par ajout du formaldéhyde directement dans le milieu de
culture dans lesquelles ont été reprises les cellules apres trypsinisation et ringage. Les NIH3T3 et
U20S peuvent étre fixées de maniére indifférente en solide (par ajout de formaldéhyde dans les
boites préalablement rincées, puis récupérées par grattage) ou en liquide. De la glycine 0.125M est
ajoutée pendant 5 minutes pour titrer le formaldéhyde. Les cellules sont reprises dans un tampon de
lyse cellulaire (Fig 49), puis aprés 10 minutes d’incubation sur glace, lysées mécaniquement a l'aide
d’un homogénéiseur (20 coups). Aprés centrifugation, les noyaux sont repris dans un tampon de lyse
nucléaire 10% SDS (Fig 49), incubés 10 minutes sur glace et sonicés avec une sonde manuelle. La
chromatine est ensuite dosée afin d’en ajuster la quantité entre les points, puis diluée au dixieme
dans un tampon de dilution (Fig 49). Le préclearing est effectué entre 30 minutes et une heure avec
des billes de streptavidine (préalablement saturées avec de la BSA et de 'ADN de sperme de hareng).
Les anticorps sont incubés sur la nuit a 4°C avec agitation, dans le plus petit volume possible.

Limmunoprécipitation se fait ensuite par ajout de billes A/G (préalablement saturées avec de la BSA
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Figure 49 : Composition des tampons de ChlP.
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et de 'ADN de sperme de hareng). Une étape de centrifugation en tubes eppendorf 1,5ml pendant 20
min a vitesse maxi avant I'ajout de ces billes diminue sensiblement le bruit de fond. C’est a cause de
cette étape supplémentaire que je me suis mise a utiliser pour le préclearing des billes de
streptavidine, pour ne pas perdre de signal a cette centrifugation en cas de reste de billes de
préclearing. incubation avec les billes de protéines A/G pour I'immunoprécipitation a lieu pendant
1H a 4°C dans le plus grand volume possible. Puis les billes sont reprises dans le tampon de dialyse
(Fig 49), avant d’étre lavées 5 fois dans le tampon de lavage et deux fois dans du tampon d’élution (Fig
49), puis reprises dans 200ul de ce dernier. Aprés 30 minutes d’incubation avec de la RNAseA, la
réversion du cross-link a lieu sur la nuit par ajout de SDS et agitation a 70°C. Apres traitement a la
protéinase K pendant 1H30, I'ADN est purifié sur colonnes GE Healthcare selon le protocole du
fournisseur. Uniquement dans le cas de I’hybridation sur puce, 'ADN a été purifié par extraction

phénol-chloroforme, avant d’étre amplifié a I'aide d’un kit spécifique.

e |Immunofluorescence, analyse en cytométrie, analyse du DAPI CV : voir publication

e Primers, siRNA et anticorps : voir publication et partie résultat

e siRNAs et oligonucléotides des résultats supplémentaires :

Souris :
SiRNA BRD4 : GGAUGAAGAUGCGCUGGAA-dTAT
siRNA P400 : GAGUCUCUUCAAGAUGUUC-dTdT

Oligos QPCR P400 : sens 5'-GAAGTTGGCTGCTGCTAAGA-3’, antisens 5’-CCTCTTCTGGAAACTTTCTG-3’
Oligos QPCR FAM171al : sens 5’-CACAATGCCTATGTCGCAGC-3’, antisens 5'-
GAGAGCTTCAGCATGGGTGT-3’

Oligos QPCR Nmt2 : sens 5’-TTTTGGGACACACAGCCAGT-3’, antisens 5’-ATCGGTGCCAATACCTGCAA-3’

Humain :

siRNA contréle : CAUGUCAUGUGUCACAUCU-dTdT
siRNA TIP60 : CGUCUGGAUGAAUGGGUGA-dTdT
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In eukaryote cells, DNA is wrapped around histones proteins, organizing a nucleo-proteic structure
called chromatin. Chromatin can compact or decompact itself in a very dynamic manner, depending
on specific regions and processes. One example is that, to be transcribed, a gene needs chromatin to
be in a decompacted state, whereas transcriptional repression will correlate with compacted
chromatin. Among mechanisms implicated in this dynamics, histones acetylation is largely associated
with chromatin decompaction. Thus, compacted chromatin, called heterochromatin, is generally
considered as hardly dynamic with hypo-acetylated histones. However, studies in yeast suggest the
involvement of histone acetylation in heterochromatin in order to allow its plasticity. Moreover,
recent data in mouse directly involve histone acetylation in compaction processes via double
bromodomain proteins (BET) recruitment, shedding a new light on the biological function of histones
acetylation. Pericentromeres are heterochromatin regions whose correct compaction is critical to
allow normal chromosome segregation during cell division. Here, we used SUV39H % -/- mouse cells,
in which the classical pericentromeric heterochromatin pathway is affected. Our results support a
model in which the histone acetyl transferase TIP60 is recruited to pericentromeres in SUV39H % -/-
cells, allowing compaction by H4K12 acetylation and BET proteins recruitment, which constitute a
new example of acetylation-mediated compaction via a BET protein in mammals. This back-up
compaction pathway may be used by the cell in physiological or pathological contexts with defective
pericentric heterochromatin, such as some types of cancers. Indeed, this is the first time that TIP60 is
implicated in pericentromeres, an important structure for genetic stability, which makes sense with

the known function of TIP60 as a tumor suppressor.



Au sein du noyau des cellules eucaryotes, la molécule d’ADN s’enroule autour de protéines histones,
formant la chromatine. Ce mécanisme de compaction est dynamique selon les régions et les
processus en cours, régulant I'acces a I’ADN. Pour exemple, la transcription d’un gene nécessite
localement la décompaction de la chromatine, ce qui permet I'accés a la machinerie de transcription.
Au contraire, La répression de ce géne sera corrélée a une forme compactée de cette portion de
chromatine. Le phénomeéne d’acétylation des histones est associé a une décompaction. Les régions
d’hétérochromatine (forme compactée considérée comme peu dynamique et peu transcrite) sont
donc pauvres en acétylations d’histones. Pourtant des études chez la levure, suggerent la présence
de ces acétylations de maniere fine dans I’hétérochromatine afin d’en permettre la plasticité. De
récentes données chez la souris impliquent ces acétylations dans la compaction via le recrutement
de protéines a doubles bromodomaine (BET). Notre vision de la fonction des acétylations d’histones
est donc en train de changer. Les péricentromeres sont des zones d’hétérochromatine dont la
compaction correcte est nécessaire pour le bon déroulement de la ségrégation des chromosomes
lors de la division cellulaire. Ici nous travaillons sur des cellules de souris SUV39H % -/-, ou la voie
classique de compaction des péricentromeres est défectueuse. Nos données nous permettent de
poser un modele ou 'acétyltransférase TIP60 est recrutée a I'hétérochromatine péricentromérique
dans les cellules SUV39H % -/-, ou elle maintient la compaction en acétylant H4K12, permettant le
recrutement d’une protéine a double bromodomaine. Ceci constitue un nouveau cas de compaction
via une acétylation d’histone et une protéine BET chez les mammiferes. Cette voie alternative de
compaction pourrait étre utilisée par les cellules lors de déstructurations de ces régions au cours de
divers processus physiologiques, ou pathologiques, comme dans le cadre des cancers. En effet, c’est
la premiere fois qu’un réle de TIP60 est décrit aux péricentromeres, région importante pour la
stabilité génétique de la cellule, ce qui est cohérent avec la fonction connue de suppresseur de

tumeur de TIP60.
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