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1.1. Préambule

Pour stoker environ 1m d’ADN dans 10pm de noyau, les cellules eucaryotes ont leur ADN
compacté sous la forme de chromatine. Cette structure protége I’ADN des agressions
oxydantes et a un role essentiel dans la régulation des processus nucléaires. Elle se
caractérise par deux domaines visibles au microscope : I'’euchromatine et 1'hétérochromatine
(Figure 1-1). Alors que l'euchromatine est une chromatine transcriptionnellement active,

I'hétérochromatine, plus compacte, est une chromatine transcriptionnellement inactive.

Réticulum endoplasmique

Membrane nucléaire

Euchromatine
Nucléole

Hétérochromatine

Figure 1-1 : Noyau d"une cellule a I'interphase du cycle cellulaire.

Image obtenue par cryo-microscopie. Lors de l'interphase, les chromosomes sont sous forme de chromatine. La chromatine
est répartie en deux structures distinctes visibles sur cette image. Les zones sombres sont constituées d’hétérochromatine,
chromatine extrémement compacte et non transcrite, et les zones claires sont constituées d’euchromatine, chromatine moins

dense et transcriptionnellement active. Les différents domaines sont indiqués sur la figure.

Ces structures chromatiniennes sont constituées pour 1/3 d’ADN, 1/3 de protéines appelées
histones et 1/3 de protéines autres que les histones. L’ensemble de ces protéines sert d’aide
et de support a I'’ADN pour qu’il puisse passer d’états extrémement condensés, comme par

exemple le chromosome mitotique, a des états plus ouverts tel que I’euchromatine.

Les histones H2A, H2B, H3 et H4 forment avec ’ADN un complexe ADN-protéine appelé
nucléosome, il s’agit du premier état de compaction de I’ADN. Une cinquieme histone,
I'histone H1 permet le passage a un deuxiéme niveau de compaction, appelé fibre de 30nm.
Cette fibre peut alors former des boucles de 300nm qui, sous forme extrémement condensée,

vont former le chromosome mitotique (Figure 1-2)
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Courte région
de la double
hélice d’ADN

Chromatine en
collier de perle

Fibre chromatinienne
de 30nm

Partie étalée
d’un chromosome

Partie condensée d’un
cromosome mitotique

Chromosome mitotique
entier

Figure 1-2 : Les différents niveaux d’organisation de la chromatine.

Bien que la chromatine et les nucléosomes soient connus depuis un certain nombre d’années,
ce n'est que récemment que des informations sur leurs modes de régulation et sur leurs
fonctions biologiques ont été obtenues. La chromatine fait actuellement I'objet de
nombreuses recherches et, régulierement, des découvertes importantes apportent de

nouvelles données sur sa dynamique et son role biologique.

Le travail de thése présenté ici s’'intéresse plus particulierement aux mécanismes
moléculaires de formation de la chromatine et a ses implications biologiques. Le point de
départ de cette étude est la caractérisation structurale d’un complexe protéique intervenant
dans l'assemblage des nucléosomes. Deux aspects sont présents dans ce travail, 1'un

structural et I’autre fonctionnel.

10
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L’introduction s’attache a éclairer ces deux aspects. La premiere partie décrit les différents
composants de la chromatine et présente les modes de régulation de celle-ci. La deuxiéme
partie décrit en quoi la détermination structurale de protéines associées a la chromatine
apporte des informations essentielles dans la compréhension de ces mécanismes. Enfin, la
troisiéme partie introduit en détail la protéine au cceur de I'assemblage du nucléosome et au

centre de cette étude : Asfl.

2. La chromatine

L'unité de base de la chromatine est le nucléosome. Celui-ci est constitué dun cceur
d’histones autour desquelles s’enroule I’ADN. Dans ce chapitre, nous nous attacherons tout
d’abord a décrire les caractéristiques des histones. Nous décrirons ensuite la structure du
nucléosome. Puis, nous nous intéresserons aux aspects dynamiques de la chromatine et en
particulier aux modes de régulation de la structure chromatinienne dans les processus
nucléaires tels que la réplication, la transcription et la réparation. Enfin, nous évoquerons les
disfonctionnements de la chromatine qui peuvent aboutir au développement de cellules

cancéreuses.

2.1. Les histones : constituants de la chromatine

Les histones sont des protéines tres conservées dans tous les organismes eucaryotes et sont
composées d’environs 120 résidus. Les histones, représentées sur la Figure 1-3, contiennent
deux domaines distincts : une région représentant un repliement globulaire et une extrémité
N-terminale non structurée en solution et contenant majoritairement des résidus basiques. Le
domaine globulaire, appelé « histone fold », présente un repliement caractéristique que 1'on
retrouve également dans d’autres protéines et certains facteurs de transcription (Gangloff, et
al., 2000). II est formé de trois hélices a reliées par deux boucles. Ce domaine globulaire,
impliqué dans les interactions histone-histone et histone-ADN, garantit la stabilité¢ de la

particule nucléosomale.

Selon les especes, il existe plusieurs isoformes des histones. Par exemple, chez 'homme, on
retrouve trois isoformes de l'histone H3 (H3.1, H3.3 et CENP-A) et quatre isoformes de
I'histone H2A (H2A, H2AX, H2AZ, Macro-H2A) (Figure 1-3-B et C). Alors que les séquences
des histones H3.1 (H3) et H3.3 ne se distinguent que par quatre résidus différents situés sur
la queue N-Terminale et au niveau de I'hélice a2, celle du variant CENP-A (CENtromeric

Protein A) présente une plus grande divergence. En effet, sa queue est N-terminale

11
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spécifique a chaque espece et son domaine « histone fold » ne partage que 60% d’identité de

séquence avec |'histone H3.1 (Malik and Henikoff, 2003).

A
Histone
N-Ter aN al a2 a3 C-Ter
— _
——
Repliement caractéristique
B des histones
Hs H3 ]
Hs H3 KSRAPATGGV FOSEAVMALOE
H.s H3.3 KSAPSTGGV FQSEATCALQE
C
HoA alN ol o2 o3 aC
H2A.Z —
H2A.X — L
Macro H2A Leucine Zipper like

Basic Region

Figure 1-3 Représentation schématique de la structure secondaire des histones.

A) Le repliement caractéristique des histones, ou « histone fold » se compose des trois hélices o ( al, a2, a3) reliées entre
elles par des boucles. Le domaine globulaire des histones est impliqué dans de nombreuses interactions histone-histone et
histone-ADN qui garantissent la stabilit¢ de la particule nucléosomale. La partie N-terminale des histones est dépliée en
solution et majoritairement constituée de résidus basiques pouvant présenter de nombreuses modifications post-
traductionnelles. Ces modifications covalentes ont un rdle trés important dans la régulation de la flexibilité de la chromatine. Les
traits fins et ondulés représentent les parties ne contenant aucun élément de structure secondaire, les rectangles représentent
les hélices a. B) Alignement des régions de séquence des deux isoformes H3.1 et H3.3 au niveau de leur divergence. Ces deux
histones ne se distinguent que par quatre résidus différents situés sur la queue N-Terminale et au niveau de I'hélice o2.
L’alignement de séquence avec le variant CENP-A n’est pas représenté puisque son domaine « histone fold » ne partage que
60% d’identité de séquence avec l'isoforme H3.1. C) Alignement des isoformes des histones H2A. Le variant d’histone qui
posséde la séquence la plus éloignée de la forme canonique est macro-H2A. Ce variant posséde une queue C-terminale
prolongée par une région basique et un domaine « leucine zipper » supposé. Le variant H2A.X posséde sur sa partie C-
terminale une sérine qui peut étre phosphorylée lorsqu’elle se trouve a proximité d’'un dommage de I'ADN. Le variant H2A.Z

posséde quant-a lui un patch acide qui stabilise le nucléosome et se retrouve souvent au niveau des promoteurs des génes.

12
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Les variants de I'histone H2A présentent une plus grande diversité que ceux de I'histone H3.
Le variant d’histone qui possede la séquence la plus éloignée de la forme canonique est
macro-H2A. Ce variant posséde une queue C-terminale prolongée par une région basique et
un domaine prédit pour former « leucine zipper ». Le variant H2A.X possede sur sa partie C-
terminale une sérine qui peut étre phosphorylée lorsqu’elle se trouve a proximité d'un

dommage de I’ADN. Le variant H2A.Z possede quant-a lui un patch acide qui stabilise le

nucléosome et se retrouve souvent au niveau des promoteurs des genes.

De facon générale, deux classes d’histones peuvent alors étre distinguées: les histones
canoniques, synthétisées et assemblées en nucléosome lors de la réplication (H3.1, H4, H2A,
H2B) et les variants d’histones, synthétisés et déposés sur ' ADN indépendamment de la

réplication (H3.3, CENPA, H2AZ, H2AX, macro-H2A).

2.2. Le nucléosome

La Figure 1-4 représente la structure haute résolution dun nucléosome déterminé par
radiocristallographie en 1997 a une résolution de 2,8A (Luger, et al., 1997). La particule
nucléosomale se compose de 146 paires de bases d’ADN enroulées autour d'un cceur de 8
histones soit deux copies de chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4. Il s’agit de 'octameére
d’histones. Au sein du nucléosome, I’octamere d’histones peut se décomposer en deux sous-
complexes formés d'un tétramere d’histones (H3/H4), et de deux dimeres d’histones
(H2A /H2B), illustrés sur la Figure 1-5. Les deux dimeéres (H3/H4) interagissent entre eux
par un faisceau d’hélices impliquant les histones H3-H3" pour former le tétramere (H3/H4)>.
Chaque dimere (H2A/H2B) interagit avec le tétramere (H3/H4), par l'intermédiaire d'un
autre faisceau d’hélices impliquant les histones H2B et H4. Le tétramere (H3/H4), forme la
région centrale du nucléosome alors que les diméres (H2A /H2B) se trouvent vers l'extérieur
du nucléosome. Le nucléosome peut étre verrouillé par 1'addition de 1'histone H1 non

présente dans la structure cristallographique du nucléosome.

13
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Figure 1-4 : Structure du nucléosome de face et de coté.

La particule nucléosomale est constituée de 146 paires de bases d’ADN, représentées en magenta, qui forment deux tours
d’hélice autour de l'octamere d’histones. Les 8 histones sont représentées par des rubans en gris clair et gris foncé
respectivement pour H3 et H4 et en bleu foncé pour H2A et H2B. La numérotation de 1 a 7 indique les grands sillons de ’'ADN
qui font face aux histones. Les cercles indiquent la localisation des résidus basiques des histones qui interagissent avec 'ADN
au niveau des petits sillons de la double hélice. La couleur de chaque cercle correspond a celle de I'histone impliquée dans

I'interaction avec ’ADN. A gauche le nucléosome est représenté de face, a droite, le nucléosome est représenté de profil.

IH2B

(H2IH4),

Figure 1-5 : Structures du dimére (H2A/H2B) et du tétramere (H3/H4)
Représentation schématique d’un dimére d’histones (H2A/H2B) et d’'un tétramere (H3/H4), respectivement en bleu clair/bleu
foncé et en gris clair/ gris foncé. Les hélices a3 et a3’, des histones respectives H3 et H3’, impliquées dans la formation du

tétrameére sont indiquées.

14
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Les points de contact histones-ADN impliquent des arginines qui s’intercalent dans le petit
sillon de 'ADN tous les 10 paires de bases environ. Ces points de contact privilégiés sont
appelés « Super Helix Location » (SHL) et sont numérotés de -6,5 a +6,5. Les sept SHLs des
positions 0.5 a 6.5 sont représentés par des ronds sur la Figure 1-4. Les SHLs -6,5 et +6,5
occupent une position particuliere car ils se situent aux points d’entrée et de sortie de I’ADN
qui forment le nucléosome. Les histones n’interagissent pas avec les nucléotides de I’ADN
mais avec le squelette phosphodiester de celui-ci. Cette spécificité permet au nucléosome de
se positionner indépendamment de la séquence de ’ADN. Pourtant, si I'on regarde plus en
détail la structure du nucléosome (Figure 1-4), on constate que la présence d"un nucléosome
induit une certaine courbure au niveau des bases de ’ADN que seules certaines séquences
peuvent adopter. Il existe donc une certaine sélectivité des nucléosomes pour des séquences
d’ADN. Cette particularité peut étre mise a profit pour construire des séquences d’ADN avec
un nombre déterminé de sites favorables a la formation de nucléosomes. Ces séquences sont
dites « positionnantes » et ont été utilisées pour I'étude de nombreuses caractérisations des

nucléosomes in vitro (Pina, et al., 1990; Thastrom, et al., 1999).

Contrairement au domaine globulaire de chaque histone, impliqué dans des interactions qui
stabilisent le nucléosome, les extrémités N-terminales des histones sont situées a 1'extérieur
de la particule nucléosomale et sont les sites principaux de modifications post-

traductionnelles impliquées dans la régulation de la flexibilité de la chromatine

2.3. Ladynamique chromatinienne

La formation de la chromatine peut se découper en deux étapes principales (illustrées sur la
Figurel-6) : L'assemblage du nucléosome, processus qui ne nécessite pas 1’hydrolyse de
I’ATP (ATP-indépendant), puis son organisation en structure de plus en plus compacte par
des processus qui mettent en jeu l'hydrolyse de 1’ATP (ATP-dépendant), il s’agit du

remodelage de la chromatine.

L’assemblage et le remodelage de la chromatine sont finement régulés par de nombreux
facteurs. L’assemblage des nucléosomes est gouverné par les protéines chaperon d’histones.
Le remodelage de la chromatine est quant-a lui assuré par des facteurs de remodelage qui

utilisent I’ATP et qui sont capables de reconnaitre des modifications post-traductionnelles
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spécifiques sur les queues N-terminales des histones. Ces points sont abordés dans la suite

de cette section.

Déacétylation

ri® ATP
A e =

‘ .
C ! ‘ core patticle rmicleosomal arrays
tetramer H3HA* 1 2 3
N NG
Assemblage du nucléosome Remodelage de la chromatine
(ATP indépendant) (ATP dépendant)

Figurel-6 : Etapes de remodelage de la chromatine.

L’ADN est en rose, le tétramére d’histone H3-H4 en gris, le dimére H2A-H2B en bleu. Le groupement acétyle est représenté en

vert. (1) assemblage du nucléosome, (2) et (3) remodelage de la chromatine.

2.3.1. Les chaperons d’histones essentiels a 'assemblage du nucléosome

Les histones sont des protéines tres chargées positivement, elles ont donc fortement tendance
a interagir de fagon non spécifique avec des molécules chargées négativement. Pour éviter
cela in vivo, lorsque les histones ne sont pas associées a I’ADN, elles interagissent avec des
protéines appelées chaperons d’histones. Ils ont la capacité d’assembler et/ou de
désassembler le nucléosome mais n’appartiennent pas au complexe final, c’est pourquoi la
terminologie de chaperon est utilisée. Ils empéchent le mauvais repliement des histones ainsi
que leurs interactions non souhaitées avec d’autres facteurs. De part leur interaction
spécifique avec les histones, les protéines chaperons sont impliquées dans le stockage, le
transport et le transfert des histones d'un complexe a I'autre selon les besoins cellulaires. Les
chaperons d’histones jouent donc un réle essentiel dans de nombreux processus cellulaires

fondamentaux tels que la réplication, la transcription et la réparation de ’ADN.
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Figure 1-7 : Fonctions des chaperons d’histones dans le noyau cellulaire.

Représentation schématique de la prise en charge des histones par les chaperons d’histones. Ceux-ci favorisent le transfert
des histones d’'un complexe protéique vers I'autre en fonction des besoins cellulaires. Cette fonction est représentée par des
fleches rouges lorsque les histones sont prises en charge par les chaperons d’histones et par des fleches vertes lorsque les
histones sont transférées par les chaperons a un autre complexe protéique. Les chaperons d’histones permettent également le
dépdt et I'éviction des histones des nucléosomes. La chromatine est représentée ici en « collier de perle », 'ADN est représenté

par un ruban rose, les diméres d’histones (H2A/H2B) en bleu et les tétrameéres d’histones (H3/H4), en gris clair.

Un ensemble d’approches menées in vitro et in vivo a permis d’établir un modele pour
I'assemblage des nucléosomes par les protéines chaperons lors de la réplication (Nakagawa,
et al., 2001) (Figure 1-8). La formation de la particule nucléosomale procede en deux étapes.
Dans une premiére étape, les histones H3 et H4 associées en tétramere sont déposées sur
I’ADN pour former un tétrasome. Deux chaperons d’histones participent a cette étape, le
complexe CAF-1 (Chromatine Assembly Factor 1) et la protéine Asfl (Anti-Silencing Factor
1) (Mello, et al., 2002; Smith and Stillman, 1989; Tyler, et al., 1999). Dans une deuxieme étape,
les dimeres d’histones (H2A/H2B) sont déposés sur ’ADN par le chaperon NAP-1
(Nucleosome Assembly Protein 1) (Ito, et al., 1996; Park and Luger, 2006).
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Figure 1-8 : Mécanisme d’assemblage des histones sur I’ADN par les chaperons d’histones.

Dans un premier temps, les chaperons d’histones spécifiques des histones H3/H4 déposent celles-ci sur TADN. Cette premiere
étape aboutit a la formation d’'un tétrasome constitué uniquement d’'un tétramére d’histones (H3/H4), autour duquel sont
enroulées environ 55 paires de bases. Dans un deuxiéme temps, les deux dimeres d’histones (H2A/H2B) sont déposés par des
chaperons d’histones spécifiques des histones (H2A/H2B). L’ADN est représenté par un ruban rose, les dimeres d’histones

(H2A/H2B) sont colorés en bleu et les tétrameres d’histones (H3/H4), en gris clair.

D’autres chaperons d’histones peuvent intervenir dans des processus indépendants de la
réplication (Lorain, et al., 1998; Ray-Gallet, et al., 2002). Par exemple, le chaperon d’histones
FACT assemble les histones H2A /H2B lors de la transcription et le chaperon d’histones Hir
est connu pour assembler les histones H3/H4 indépendamment de la réplication
(Belotserkovskaya and Reinberg, 2004; Formosa, et al., 2002). Il a aussi été montré que Hir se
lie a Asfl pour permettre 1'assemblage du nucléosome en dehors de la réplication chez la
levure et chez les mammiferes (Sharp, et al.,, 2001; Sharp, et al., 2005). Ainsi, le chaperon
d’histone Asfl intervient dans deux processus d’assemblage du nucléosome, un processus
indépendant de la réplication, en synergie avec Hir, et un processus dépendant de la
réplication de I’ADN, en synergie avec CAF-1. Notons cependant que dans la levure, Hir et
CAF-1 ont une fonction partiellement redondante pour I'assemblage du nucléosome dans ces
deux processus (Krawitz, et al., 2002). Ce phénomene n’est pas unique, il semble en effet que

si un chaperon est manquant, I’assemblage peut étre pris en charge par un autre chaperon.
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Comme l'illustre le mécanisme d’assemblage des nucléosomes lors de la réplication, certains
chaperons d’histones interagissent préférentiellement avec les histones (H3/H4), d’autres
avec (H2A/H2B). En plus de cette spécificité, les chaperons d’histones sont également
capables de discriminer entre les différents isoformes d’histones. Cette discrimination
pourrait expliquer l'assemblage de variants d’histones sur I’ADN dans des contextes
spécifiques. Jusqu’'a aujourd’hui, seul le chaperon NAP-1 a été découvert comme participant
a l’échange de variants de H2A. Les chaperons d histones CAF-1 et HIRA interagissent, pour
leur part, de fagon spécifique respectivement avec les variants d’histones H3.1 et H3.3. Ainsi,
le variant H3.3 est déposé sur ’ADN indépendamment de la réplication alors que le variant
d’histone H3.1 est assemblé en nucléosome lors de la réplication (Kim, et al., 2007; Krogan, et
al., 2003; Kusch, et al., 2004; Loppin, et al., 2005; Mizuguchi, et al., 2004; Sarma and Reinberg,
2005; Tagami, et al., 2004).

Il n’est pourtant pas si simple de déterminer la sélectivité d'un chaperon d’histone pour I'un
ou 'autre des couples d’histones. En effet, les expériences menées in vitro et in vivo apportent
parfois des résultats contradictoires. Citons par exemple les travaux de McBryant publiés en
2003 montrant que NAP-1, bien que spécifique des histones H2A /H2B in vivo, peut se lier in
vitro avec le tétramere (H3/H4)> (McBryant, et al., 2003).

Les protéines chaperons connues a se jours sont référencées dans le Tableau 1-1 ainsi que

leur sélectivité, leur conservation et leurs principales fonctions biologique.
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Classification of Histone chaperones Histone i i .
chaperones in species of function identification selectivity Conservation Main functicns
Buth S.c., Asf1; Sp., Cial
Ast ,:D_m_,ias H3.1-H4 & A, Sgal & Sga2; Dum, Asf1; X0, Asfl; Histone donor for CAF-1 and HIRA
H3.3-H4 Mm., Asfla & Asfib; Hs., Asfia & Asfb
Fkbp3agp (S.0)127 H3-H4 S.c, Fpr; S.p., Fkbp3op rONA silencing
S.c, HIR1HIRZ; 5.0, Hip1, Simz - .
HIRA (X131 H3.3-H4 A.t, HIRA; D.m., HIRA; X.I.. HIRA; D‘:%Z':i‘;” P e S
Mm., HIRA; H.s., HIRA 4
Ha-H4 NE: :
NINZ (X111 28 Ha-H4b ﬁ: {s ’ma’:ﬁ g':"’éﬁé ;L“as" & sMasp; H3-H4 storage in X, laevis cocytes
S.c., Spte; 5.0, Spts
Class |: Spts (5.c)12° H3-H4 Dim., Spte; X1, Spts; Mm., Spts; Transcription initiation & elongation
single H.s., Spté
chaperona Rtt106 (S.c 150 H3-H4 S.c., Rit106; 5.p., SPACEG0.03¢c Hatarachromatic silancing
H Mucleoplasmin (X.i)131/ Dum., Mip; X.1, Nucleoplasmin; Storage in X. lasvis oogytes, cytosolic-
' X 132 Ha24-H2B Mm., NMP1, NPM2 & NPM3; H.5., NMP1; nuclear transport, replication,
Nucleophosmin (NPM1) (H.s.) NPM2 & NPM3 transcription
Chz1 (5c)1® H2A7-Hz2B S.c., Chzi; Hs., HIRIP3? Chz 1: H2AZ incorporation by SWR1
Mapt (X013 .
P10 ) 133 S.c., Nap1; Sp., Nap1 & Map1.2 Cytosolic-nuclear transport
MNapi-related proteing: Map1L2 (M.m. 133, Hab-Hopb At,NRP1 & NRP2; Dim., Nap1 Transcription
H2A-H2B | SET/TAF1b (H.5)134, CINAP (H.s., M.m.)138 X0, Nap1; M.m., Nap1; H.5., Nap1 Raplication
and Vps75 (S )%
25 S.c, NSH1 Transcription elongation;
Mucleolin (H.s. - c i i "
H-s) HaA-HzB if'i}::lN:Jﬂslzlgliﬁ-{}:fr;u?ﬁocl;gmlin assist chromatin remodelling
- 5.c., Rf2/Cact; 5.0, SPBC29A10.03C
p150 Ha.1-H4 At,Fas1: Dum, p180; XU, pi5o;
Mm., p150; H.5., p150 "
P =P Daposition factor couplad to DMNA
CAF-1 complex S.c., Cacz; 5., SPAC26H5.03 synthesis:
Class II: Ha-H4 " - pEO H3.1-H4 At Fasz; Dim., p150; X[, ps0; Replicati
multi- (H.5.) Mm., peo: H.5. peo -Replication
chaperone — - -Repair
comple S.c., Msit/Cac3; Sp., Msi1s
. RbAp483 H3-H4 At Msi1; Dum., ps5; X.1., p4g;
E Mm., Rhipds; Hs., RbApds
S.c, Sptig Sp., SpHe
L ™ Sptis Hzh-HzB At, Sptis; Oim., Sptie; X1, Sptig;
FAGT complex I Mm., Spti6; H.s, Spt16 - .
HeA-HeB |\ .4 = S.c., Pob3; S, Pob3 b el
(H.s) Ha3-bad A, SSRP; Dm, SSRP1; X.I., SSRP1;
S5RP1
- Mm., S5RP1; H.s, S5RAP1
Chaparone | Enzymatic complex
Hif1 (5.6)157 Hatip/Hatz (S ¢) Ha-H4 S.c., Hif1 Assist HAT
Ha-Hd
Rsf-1 (H.5.)'%® RSF (H.s.) H3-H4 H.s., Rsf-1; M.m., Rsf-1 Assist RC
RBC INO20 (S.c, Om.,
ggéuﬁ?(s o) S.c., Arpd; 5.0, Alps
Arpd (S, )18 HAT NuA4 tS;C:J ND ﬁ;ﬂgﬂzsgm BAPSS; Mm., BAFS3; Assist RC
RC+HAT Tipso (D.m., o =
Mim., Hs.)
NDY BC SWIFSMF & RSC S.c, AmpTa
- ArpT. A 5.c)'3e(5.c): BARPBAF & BAP ND A, Arp7,9; Dom., BAPSS; M.m., BAFSS; Assist RC
multiple | AT ATPEES-CIE ., Hs) Hs., BAFS3
RC INO20 (S.c., Om., S.c., Amps .
Arpa (8 c)113 Mm., Hs.) Ha-H4 Dim., BAPSS; Mm., BAFs3; Hs, BAFss | ASSIStRC
RC ACR CHRAC Both HzA-HzB | S.c., ftel r
140
Acit (Dm.y (8.c, Om., Mm.) & Ha-H4 Dim., Actt; Mm, Ach; Has., Actt G
. 1 . i 1. Centromeric chromatin maintenance
Multiclass Ha-H4 RbApass ; gﬂglﬁ 2’;?;3&”9 Both H3-H4 & i?aﬂ:ll: gan?pig IXH.’I.SLiS- 2. Chromatin assembly coupled to DNA
Eeces iHs1® 3.RC, HAT, HDAC, Pc | CEMPA-H4 | i "Rhapds: Hes., RbApda Tolizlh N
' ' ' ' ! ' 3. Assist multiple erzymatic activities

Tableau 1-1 : Classification des chaperons d’histones dans différents organismes.

Tableau extrait de la revue « Histone chaperones : an escort network regulating histone traffic » (De Koning, et al., 2007). La

sélectivité des interactions avec soit H3/H4 soit H2A/H2B est indiquée, lorsque la spécificité pour un variant est connu, celui-ci

est souligné. H : Histone, RC : complexe de remodelage, Pc : Complexe Polycomb, ND : Non déterminé, S.c.: S. cerevisiae,

S.p.: S. pombe, A. t.: Arabidopsis thaliana, D.m. : D. melanogaster, X. L. : X. Laevis, M. m. : Mus musculus, H. s.: Homo

sapiens. a) RbAp48 (et ses homologues) peuvent agir en tant que chaperon au sein de complexe tel CAF-1 ou dans d’autres

complexes (RC, HAT, HDAC ou PC), b) sNasp et Nap1 interagissent également avec I'histone H1, c) La Nucléoline facilite le

remodelage de nucléosomes contenant macro-H2A, d) SSRP1 par son interaction avec les histones H3/H4 pourrait assister

Spt16 a interagir avec le nucléosome.
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2.3.2. Le remodelage de la chromatine

Lorsque plusieurs nucléosomes sont assemblés sur 1’ADN, la chromatine nouvellement
formée subit un phénoméne dit de « maturation ». Ce processus repose a la fois sur des
modifications post-traductionnelles des histones et sur lintervention de facteurs de
remodelage. Ces processus assemblent les nucléosomes entre eux avec plusieurs niveaux

d’organisation.

a) Les facteurs de remodelage utilisant TATP
Les facteurs de remodelage de la chromatine effectuent différents types de remaniements des
nucléosomes tels que le changement de position des nucléosomes sur I’ADN, 1'échange des

histones ou I’éviction totale ou partielle des histones (Lusser and Kadonaga, 2003).
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Figure 1-9 : Modes de remodelage de la chromatine.

Les facteurs de remodelage de la chromatine peuvent repositionner le nucléosome, éjecter soit les diméres H2A/H2B soit
I'octamére d’histones. Le complexe SWR1 est le seul facteur de remodelage connu pour participer au remplacement du dimére
d’histone H2A/H2B par H2A variant/H2B. Act représente un activateur qui posséde un site de liaison au nucléosome. L’ADN est
représenté par un ruban rose, I'octameére d’histone est représenté par un cylindre bleu de grande taille. Le cylindre bleu de taille
moyenne correspond au tétramére d’histone (H3/H4), et ceux de petites tailles au dimére (H2A/H2B). Les cylindres verts

correspondent au dimére (variant H2A/H2B).

Ces remaniements de nucléosomes nécessitent la dissociation totale ou partielle des contacts
ADN-histones pour permettre le repositionnement de I’ADN sur l'octameére d’histone.
L’énergie nécessaire pour casser ces interactions est fournie par la sous-unité catalytique
ATPase des facteurs de remodelage de la chromatine. Cette famille peut étre subdivisée en
quatre sous-familles classées en fonction des motifs protéiques conservés qu’elles
comprennent et selon les similarités de leur sous-unités catalytiques (Figure 1-10) : la sous-
famille SWI/SNF (mating-type switching/sucrose non-fermenting) contient un domaine
BROMO qui lie des lysines acétylées, la sous-famille ISWI (Imitation of SWItch) possede des
domaines SANT et SLIDE qui lient respectivement les queues d’histones et I'’ADN, la sous-

famille CHD (chromodomain) contient un domaine CHROMO qui peut lier les lysines
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méthylées et la sous-famille INO80 (INOsito) possede un domaine DBINO prédit pour lier
I’ADN.

ATPase Bromodomain

[ R —— —

Classe SWI/SNF | ! j—
SANT
 — Rea
Classe ISWI i el

Crromodoman DiNA-binciing
o ™ I T T
Classe CHD | sl ssssss——" | |
Classe INO I | |

Figure 1-10 : Classification des facteurs de remodelage de la chromatine dépendants de ’ATP

Présence des domaines ATPasique et des domaines de reconnaissance des modifications post-traductionnelles des histones
dans les classes de facteurs de remodelage de la chromatine dépendant de 'ATP. Le domaine ATPase est représenté en
rouge. Les domaines BROMO sont représentés en violet, les domaines CHROMO en roses, les domaines SANT en bleu et les

domaines de liaison a 'ADN en vert.

En régulant l'état de compaction de la chromatine, ces complexes multi-protéiques
controlent l'accessibilité a '’ADN lors des différents processus nucléaires. Les facteurs de
remodelage de la chromatine « ATP-dépendant » jouent donc un réle important lors de la
transcription, de la réplication et de la réparation de I’ADN. Ainsi, chez la levure les
complexes INO80 et RSC (Remodel the Structure of Chromatin), appartenant respectivement
aux sous-familles INO80 et SWI/SNF, non seulement influencent la transcription (Shen, et
al., 2000) mais ont aussi un role dans la réparation des cassures doubles brins de "’ADN.
Pour exemple, le complexe INO80, composé de 12 sous-unités, est recruté aux abords des
cassures double brins de I’ADN. Il interagit avec les histones H2A phosphorylées, marqueur
des dommages de I’ADN. Une fois recruté, INOS80 participe a I'éviction des histones de coeur
et des variants d’histones aux abords de la cassure double brins de I’ADN (van Attikum, et

al., 2007; van Attikum, et al., 2004).
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b) Les modifications post-traductionnelles des histones

Les histones sont sujettes a une grande diversité de modifications covalentes telles que les
acétylations, méthylations, phosphorylations, ubiquitinations et sumoylations (Figure 1-11).
Ces modifications post-traductionnelles gouvernent la structure dynamique de la
chromatine. Elles peuvent se trouver sur la partie globulaire des histones, c’est le cas
notamment de l'acétylation de la lysine K56 (Schneider, et al., 2006), mais elles sont en
majorité présentes sur la queue N-terminale des histones. Dans leur forme non modifiée, les
queues N-terminales des histones sont chargées positivement et interagissent de facon non
spécifique avec le squelette peptidique de I’ADN chargé négativement ou les régions du

coeur des histones du nucléosome.

b =]
nY;

A) B) Hed M- .GF.AFlAKA -G
BAcsbylation iad '13
“ o SIMDylation .:{ wa Q.F Q| |3
ire (K) £ Ubiquitination @& o
Ly sina (K) Sy 1 . e *HzB N—SAKAEKKPASKAF‘AEKKF‘—
bio
Argining (A} T Mathylation wy | " i
A Ciniliation @ | ,f?., T E VY.
Gutamic acid (E} —— ADP-ribagylation il Ha N—.G.FlTK |:|T.a. FH".STGG P’..ﬂ.PFlK-:'.'- LATKAARKSA GV KK~
Saring (5] -.__* ) ) S
) ____-’,.PhDC-DhCI'rl:ﬂICI'l T ..i| ] '\d ]q .',}q .',} dT
Thraonine (T3 i

Erofire (F) o Cl-trans iscmerizafion &5 N—SGRGKGGKGLGKGGAKHHHKVL ~C

Figure 1-11 : Les modifications post-traductionnelles des histones sur leur queue N-Terminale

A) Modifications post-traductionnelles par type de résidus

B) Sites des modifications post-traductionnelles observées sur les queues N-terminales des histones

Il a tout d’abord été proposé que la neutralisation de la charge positive des queues N-
terminales des histones par l'acétylation des lysines et la phosphorylation des sérines
pourrait affaiblir les interactions ADN-histones et donc faciliterait le remodelage de la
chromatine (Stallcup, 2001). Cette hypothese a récemment été confirmée par 1'équipe de C.
L. Peterson. Cette équipe a montré que l'acétylation de la lysine K16 de I'histone H4
déstabilise les niveaux de compaction supérieurs de la chromatine (Shogren-Knaak, et al.,

2006).

Il apparait également que chacune des modifications a une fonction spécifique dans la
régulation des processus nucléaires. Par exemple, l'acétylation des histones participe a
'activation des génes, la méthylation de la lysine 9 de I'histone H3 participe a la formation
de I’hétérochromatine, la phosphorylation de H2AX constitue un marqueur des dommages
ADN et l'acétylation de la lysine K56 de I'histone H3 intervient dans la réparation et la
réplication de I’ADN (Celic, et al., 2006; Recht, et al., 2006).
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L’ensemble de ces observations a amené a formuler I'hypothese du « code des histones ».
Cette hypothese propose que des ensembles bien définis de modifications, pouvant agir en
combinaisons, sont reconnus par des facteurs spécifiques et traduits en un événement
particulier (Strahl and Allis, 2000). Ainsi, une modification préexistante régule les
modifications suivantes et ces modifications servent comme marqueurs pour le recrutement
de protéines ou de complexes protéiques qui régulent diverses fonctions de la chromatine,
telle que l'expression des genes, la réplication et la réparation de ’ADN. Il apparait que ces
inter-relations régulatrices peuvent avoir lieu soit en cis, sur une méme histone, soit en trans,
sur une autre histone appartenant ou non au méme nucléosome comme l'illustre la Figure
1-12. Les histones sont donc les cibles de protéines chargées de traduire l'information
contenue dans leurs modifications post-traductionnelles. Ajoutons a cette complexité le fait
que les différents variants d’histones peuvent présentés des motifs de modifications post-
traductionnelles distincts et ainsi conférer a chaque nucléosome des spécificités

fonctionnelles.
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Figure 1-12 : Inter-régulation des modifications post-traductionnelles des histones.

L’influence positive d’'une modification post-traductionnelle sur une autre est représentée par une fleche rouge, l'influence
négative est représentée par un trait rouge. L’ADN nucléosomal est représenté par un trait bleu autour de I'octamére d’histone
coloré en gris clair. Le coeur des histones est représenté par une portion au sein du nucléosome et la queue N-terminale par un
ruban. Les résidus portant la modification post-traductionnelles sont indiqués. Me correspond a une méthylation, Ac a une

acétylation, Iso a une isomérisation et Ub a une ubiquitination.

Chacune de ces modifications est reconnue par un domaine de liaison spécifique. Ainsi, la
lysine méthylée K9 de I'histone H3 est reconnue par le domaine BROMO de la protéine HP1.
Cette interaction maintient 1'état compact de 1'hétérochromatine. Ces domaines d’interaction
des queues N-terminales des histones sont de mieux en mieux identifiés et leur
caractéristiques structurales sont détaillées dans le paragraphe Chapitre 1 :3.1. Ces domaines
sont retrouvés dans de nombreux complexes qui modulent la dynamique de la chromatine
tels que les complexes de remodelage de la chromatine, les complexes d’acétylation, de

déacétylation ou de méthylation des histones.
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Les histones jouent donc un role central dans le codage des informations épigénétiques a
travers leurs modifications post-traductionnelles. Ce code épigénétique est responsable de la
différenciation cellulaire et se transmet aux cellules filles a chaque division cellulaire. La
découverte du code épigénétique des histones est une avancée incontestable dans la
compréhension des processus qui régulent la vie cellulaire. Pourtant, de nombreuses
questions restent en suspens. Comment se transmet l'information épigénétique lors des
processus de réplication et de réparation ? Comment ce code épigénétique est-il traduit en
signalisation moléculaire régulant la transcription ? Les études récentes semblent converger
vers un modele complexe dans lequel assemblage et remodelage de la chromatine sont
intimement liés. Dans ce modele les variants d’histones et leurs modifications post-
traductionnelles associées ont un role primordial dans la transmission de l'information

épigénétique au sein du noyau.

2.4. Les processus nucléaires dans le contexte de la chromatine

Les processus nucléaires tels que la transcription, la réplication et la réparation nécessitent de
nombreuses modifications structurales de la chromatine. Une coopération dynamique entre
les modifications post-traductionnelles des histones, les protéines de remodelage de la
chromatine et les protéines chaperon d’histones permettent le bon déroulement de chacun de
ces processus nucléaires. Si un probleme survient au niveau de la structure de la chromatine
ou si la transmission de I'information épigénétique est erronée, les conséquences cellulaires

peuvent étre irréversibles et conduire a un état cancéreux.

2.4.3. La transcription

Dans le noyau, les génes se trouvent dans différents états transcriptionnels. En effet, un gene
peut étre soit transcriptionnellement inactif soit transcriptionnellement actif. Alors que la
répression d’un gene appartenant a ’'hétérochromatine est irréversible, un gene situé dans
I'euchromatine peut étre activé ou réprimé au cours de la vie cellulaire. De nombreuses
études menées in vitro et in vivo ont mis en évidence la présence de motifs de modifications

post-traductionnelles caractéristiques de I’état traductionnel des genes.

Ainsi, chez les mammiferes, la répression transcriptionnelle au niveau de I’hétérochromatine
est associée a un faible taux d’acétylation et a un haut niveau de méthylation sur certains
sites. Ces modifications post-traductionnelles des histones permettent de recruter de fagcon
spécifique des protéines essentielles au maintient de I'hétérochromatine. Par exemple, la

méthylation de la lysine K9 de l'histone H3 permet le recrutement de la protéine HP1
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(Hétérochromatine Protéine 1). L’association de HP1 a cette modification augmente la
compaction de la chromatine et entraine donc la répression du gene sur lequel se trouve

I'histone.

Lorsqu’un gene est situé dans I’euchromatine, son état transcriptionnel est déterminé par les
modifications post-traductionnelles portées par les histones. Ainsi, alors qu'un gene réprimé
présente des taux bas d’acétylation, de méthylation et de phosphorylation, un gene actif se
caractérise par un taux d’acétylation et de triméthylation de lysines importants. Ces marques
sont modulées de facon a réguler I'expression des geénes en fonction des besoins cellulaires.
En effet, elle permettent, entre autres, de recruter des facteurs de remodelage de la
chromatine nécessaires a l'activation de la transcription. Par exemple, la méthylation de la
lysine K4 de I'histone H3 permet de recruter le complexe de remodelage de la chromatine
NURF qui intervient dans l’activation la transcription (Figure 1-13). La présence de variants
d’histones au niveau du promoteur joue également un role dans la régulation de la
transcription d’un gene. En effet, le remplacement de 1'histone H2A par son varient Htzl au
niveau du promoteur du gene réprimé peut faciliter son activation (Guillemette, et al., 2005;

Raisner, et al., 2005; Zhang, et al., 2005).
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Figure 1-13 : Activation de la transcription via les modifications post-traductionnelles des histones.

Exemple d’activation transcriptionnelle d’'un géne via la méthylation de la lysine K4 de I'histone H3. La lysine K4 méthylée de
I'histone H3 recrute le complexe de remodelage NURF composé des deux sous-unités BPTF et de 'ATPase SNF2L. NURF
modifie ensuite I'état de la chromatine via sa sous-unité catalytique SNF2L ce qui permet d'activer la transcription. L’ADN
nucléosomal est représenté par un ruban bleu, toutes les histones sont représentées par une portion de camembert gris-clair.

Seule la queue N-terminale de I'histone H3 est représentée par un ruban gris-clair.

Lors de I'élongation de la transcription, la présence de nucléosomes constitue une barriere
physique au passage de la polymérase. Or la vitesse moyenne de transcription in vivo d’ADN
contenant des nucléosomes est similaire a la vitesse de la transcription in vitro d’ADN ne
contenant pas de nucléosome. Ce paradoxe peut s’expliquer par le fait que plusieurs facteurs
tels que des protéines chaperons, des enzymes de modification des histones et des facteurs
de remodelage de la chromatine augmentent 1'efficacité de l'élongation. La Figure 1-14

illustre un mécanisme possible d’assemblage et de désassemblage de la chromatine lors de la
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transcription. Dans ce mécanisme, si le taux de transcription est faible, un ou deux dimeres
d’histones H2A/H2B sont dissociés sur la totalité du gene transcrit et l'éviction de
I’ensemble des histones est principalement observée au niveau des promoteurs. En revanche,
si le taux de transcription est important, 1'éviction de la totalité des histones a lieu sur
I'ensemble de la région codante (Kristjuhan and Svejstrup, 2004; Rufiange, et al., 2007;
Schwabish and Struhl, 2004). Notons que des études ont montré que I’ARN polymérase II ne
peut passer les nucléosomes que si au moins un dimere H2A /H2B est manquant (Kireeva, et

al., 2005; Kireeva, et al., 2002).
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Figure 1-14 : Modéle d’assemblage et de désassemblage des histones lors de la transcription.

Deux mécanismes sont proposés pour la progression de '’ARN polymérase en fonction du taux de transcription. Pour un géne
peu transcrit, un seul dimere d’histone (H2A/H2B), en jaune, est dissocié puis ré-assemblé sur le nucléosome lors du passage
de 'ARN-polymérase Il (représenté par un ovale bleu). Les chaperons d’histone FACT et/ou NAP-1 ainsi que la protéine de
remodelage de la chromatine SWI/SNF participent a ces processus. Pour un gene fortement transcrit, le nucléosome est
totalement dissocié puis réassocié aprés le passage de 'ARN-polymérase Il. Les chaperons d’histone FACT et/ou NAP-1 ainsi
que Hir et Asf1 et la protéine de remodelage de la chromatine SWI/SNF participent a ces processus. Le tétramére d’histone

(H3/H4)2 est représenté en mauve, 'ADN avec un ruban gris.

Dans ce contexte, le role des protéines chaperons d’histones seraient donc de stimuler la
transcription en facilitant le désassemblage puis le réassemblage des histones. Par exemple, il
a été montré que le complexe FACT et la protéine Spt6 (Belotserkovskaya, et al., 2003;
Svejstrup, 2003) participent, in vitro, a la dissociation des octameres d’histones en aval de
I’ARN polymérase II puis a leur réassociation. Deux sous-unités composent le complexe
FACT chez 'homme : la sous-unité SPT16 qui interagit avec le dimere d’histones (H2A /H2B)
et la sous-unité SSPR1 qui interagit avec les histones H3 et H4. Depuis peu, d’autres
chaperons participant a la transcription ont été également identifiés. Comme nous l'avons
déja signalé, il existe probablement une certaine redondance fonctionnelle. Le chaperon Nap-
1 qui stimule in vivo l'initiation et de l'élongation de la transcription a récemment été
découvert en interaction avec le complexe FACT et appartient au complexe de remodelage

de la chromatine SWR1 (Krogan, et al., 2006; Mizuguchi et al., 2004; Walfridsson, et al., 2007).
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Une autre protéine chaperon des histones H2A/H2B, la nucléoline, possede une activité
similaire a FACT lors de la transcription. Il a en effet été montré, in vitro, que la nucléoline
facilite la transcription et induit la perte d'un dimere d’histones H2A /H2B de nucléosome
(Angelov, et al., 2006). 11 est intéressant de noter que la nucléoline augmente 1’efficacité du
facteur de remodellage SWI/SNF, celui-ci est également impliqué dans I'élongation de la
transcription via son interaction avec I’ARN polymérase II (Angelov et al., 2006; Cho, et al.,
1998; Wilson, et al., 1996). Les protéines chaperons Asfl et Hir ont également été décrites
comme participant au désassemblage et a 'assemblage des histones lors de la transcription

(Schwabish and Struhl, 2006).

2.4.4. La réplication

L'un des défis de la réplication est la transmission de l'information épigénétique contenue
sur la chromatine parentale aux chromatines filles. En effet, la méthylation de ’ADN et les
modifications post-traductionnelles des histones sont les supports de la mémoire
chromatinienne. Une question essentielle est de savoir comment, lors de la réplication, ces
modifications sont maintenues sur les histones parentales et comment elles sont transmises
sur les histones nouvellement synthétisées. Deux processus fondamentalement distincts,
illustrés sur la Figure 1-15, affectent la structure de la chromatine durant la réplication. Le
premier est le désassemblage des nucléosomes situés en amont de la fourche de réplication.
Le second est le dépot des histones parentales, qui portent I'information épigénétique, et des
histones nouvellement synthétisées sur les molécules d’ADN filles situés en aval de la

fourche de réplication.

La progression de la fourche de réplication nécessite la dissociation des nucléosomes
parentaux en amont de celle-ci. Chaque nucléosome se dissocie en deux dimeres d histones
(H2A/H2B) et un tétramere d’histones (H3/H4).. Il est possible que la force de déplacement

de la fourche de réplication ne soit pas suffisante pour dissocier les histones de I’ADN.
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Figure 1-15 : Assemblage et désassemblage de la chromatine lors de la réplication

Représentation schématique des mécanismes d’assemblage et de désassemblage de la chromatine associés a la réplication
de 'ADN. En amont de la fourche de réplication, les octaméres d’histones sont dissociés en dimeres d’histones (H2A/H2B) et
en tétramere d’histones (H3/H4),. La protéine Asf1 coopére avec le chaperon d’histone CAF-1 pour déposer les histones sur
I’ADN en aval de la fourche de réplication. L’'assemblage des nucléosomes suit la progression de la fourche de réplication car
CAF-1 interagit avec le facteur de prolifération nucléaire PCNA. Le facteur de remodelage ACF permet de compacter la

chromatine a des niveaux supérieurs.

Certains facteurs de remodelage tels que SNF2h qui augmente 1'efficacité de la réplication
pourraient intervenir au niveau de la dissociation des nucléosomes (Collins, et al., 2002).
Nous avons vu précédemment que, lors de la transcription, le chaperon d’histone FACT
facilite la progression de I’ARN-polymérase II en transférant les histones (H2A/H2B)
(Belotserkovskaya and Reinberg, 2004). Un role similaire des chaperons d’histones est
envisagé dans le cadre de la réplication (Formosa, 2003). En effet, la formation des
nucléosomes en aval de la fourche de réplication est facilitée par les chaperons d’histones
CAF-1 et Asfl. Ces deux protéines interagissent entre elles chez la levure, la drosophile, le
poulet et 'homme (Krawitz et al., 2002; Mello et al., 2002; Sanematsu, et al., 2006; Tyler, et al.,
2001). Le désassemblage et I'assemblage des nucléosomes sont corrélés a 1'évolution de la
fourche de réplication le long de 'ADN grace respectivement a l'interaction directe entre
CAF-1 et PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen, facteur de processivité de 1"’ADN
polymérase) et I'interaction du complexe Asfl/(H3/H4) avec les hélicases MCM2-7 (Groth,
et al., 2003).

Ainsi Asfl et CAF-1 sont tous les deux associés a la fourche de réplication et coopéerent pour
déposer les histones (H3/H4) sur I’ADN. Notons également que PCNA est recruté sur
I’ADN par le facteur de réplication RFC qui est également capable d'interagir in vitro avec le

chaperon Asf1 (Franco, et al., 2005).
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Concernant les mécanismes de transmission des marques épigénétiques lors de la
réplication, une hypothese émergeante propose un mécanisme pour lequel PCNA jouerait un
role clé. En effet, PCNA recrute de nombreuses protéines de restructuration de la chromatine
au niveau des fourches de réplication dont des méthyltransférases d’ADN (DNMT1)
(Chuang, et al., 1997), des déacétylases (Milutinovic, et al., 2002) ainsi que des protéines de
remodelage de la chromatine « ATP-dépendant » (WSTF-SNF2h) (Poot, et al., 2004) et des

protéines chaperons d’histones (CAF-1).

Un autre mécanisme faisant intervenir directement ’ADN a également été découvert
récemment, il concerne la transmission de la méthylation de la lysine K9 de I'histone H3 sur
les brins filles de I’ADN. Cette transmission est couplée a la méthylation de I’ADN par la
DMNT1 sur la molécule d’ADN fille et nécessite 1'intervention du chaperon d histone CAF-1
(Reese, et al., 2003; Sarraf and Stancheva, 2004). Cette découverte apporte de nouvelles
données sur les mécanismes de transmission des informations épigénétiques aux cellules
filles. Néanmoins, les mécanismes moléculaires de coopération entre les différents facteurs
de remodelage de la chromatine et les chaperons d’histones dans ce processus restent

énigmatiques.

2.4.5. La réparation des dommages de 'ADN

La cellule doit constamment faire face a des lésions au niveau de I’ADN. La lésion la plus
sévere pour la viabilité de la cellule est la cassure double brins de I’ADN (DSB pour Double
Strand Break) car une mauvaise réparation peut générer des mutations délétéres, des
translocations de chromosomes qui aboutissent a la mort cellulaire ou au cancer. La cellule
répond a des cassures de I’ADN en déployant tout un panel de protéines sur le site du
dommage. Quelques-uns de ces facteurs sont impliqués dans la réparation de I’ADN tandis
que d’autres prennent en charge la signalisation du dommage (checkpoint de dommage de
I’ADN tel que Rad53 chez la levure) ce qui permet de retarder la progression du cycle

cellulaire jusqu’a la compléte réparation de I’ADN.

La chromatine joue également un role critique dans la réparation de I’ ADN. Des études ont
montré que la plupart des voies de réparation de I’ADN doivent étre liées a un processus
précis de remaniement actif de la chromatine. Ce remaniement est essentiel pour rendre la
molécule d’ADN facilement accessible aux protéines de la réparation et pour restaurer

fidelement la structure chromatinienne préexistante en maintenant notamment les
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informations génétiques et épigénétiques. Un premier modele reliant réparation et
chromatine a été établi (Smerdon, 1991, Smerdon and Lieberman, 1978). Ce mécanisme
comporte trois phases (Figure 1-16) : i) 'ouverture de la chromatine sur pres de 2kb de part
et d’autre du dommage de I’ADN pour permettre I'accés des protéines de réparation a
I’ADN endommagé, ii) la réparation du dommage avec les protéines de réparation

adéquates, iii) le réassemblage de la chromatine une fois la 1ésion réparée.

OQuverture de la
chromatine

Réparation
de 'ADN

Restauration de la
structure
chromatinienne

Figure 1-16 : Mécanisme de réparation de I’ADN dans le contexte de la chromatine.

Suite a un dommage de ’ADN, la chromatine est relachée et les nucléosomes désassemblés pour permettre I'acces a 'ADN de
la machinerie de réparation. Une fois 'ADN réparé, les nucléosomes sont reformés soit avec d’anciennes histones soit avec
des histones nouvellement synthétisées puis la structure chromatinienne est restaurée. L'’ADN est représenté par un ruban de
couleur rose, le dommage de I'ADN est représenté par une étoile, le tétramére d’histone (H3/H4), en gris excepté les
tétrameéres (H3/H4), nouvellement synthétisés qui sont colorés en noir, les diméres d’histones H2A/H2B en bleu excepté les

dimeres H2A/H2B nouvellement synthétisés qui sont colorés en vert.

Lors de la premiere étape, la chromatine subit des changements structuraux tres importants.
Ces changements sont principalement induits par les modifications post-traductionnelles
retrouvées sur les histones suite a la détection de dommages de I’ADN. Le role de ces
modifications post-traductionnelles serait d’augmenter la flexibilité de la chromatine et/ou
de recruter des protéines de remodelage de la chromatine. Un exemple bien étudié est la
phosphorylation du variant d’histone H2AX (noté yH2AX). Cette modification est
I'éveénement le plus rapide qui se produit chez la levure et chez 'homme en réponse a une
cassure double brins de I’ADN. La phosphorylation de H2AX forme des foyers qui
s’étendent chez I’homme sur des megabases de chromatine autour de la lésion (Rogakou, et

al.,, 1999). Cette modification post-traductionnelle permet de recruter notamment des
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complexes de remodelage de la chromatine de la superfamille Snf2 tels que INO80 et SWR1
(van Attikum et al., 2007).

Une autre modification post-traductionnelle détectée lors de la réparation de lésions de
I’ADN est l'acétylation de la queue N-terminale des histones H3 et H4. Dans son état non
acétylé, la queue N-terminale de H4 joue un réle important dans la stabilisation de la fibre de
chromatine et les queues N-terminales de H3 et H4 contribuent a la stabilisation des hauts
degrés de compaction de la chromatine (Gordon, et al., 2005; Zheng, et al., 2005). Une
hypothese serait que 'acétylation des histones pourrait faciliter la réparation des cassures
doubles brins de I’ADN en déstabilisant la compaction de la chromatine. Cette hypothése est
pertinente dans le cas de l'acétylation des histones H3 sur la lysine K56. En effet, chez la
levure, la lysine K56 est située au niveau de « I'histone fold » et sa chaine latérale interagit
avec 'ADN au niveau des brins entrants et sortants du nucléosome. L’acétylation de la
lysine K56 perturbe ces interactions et pourrait faciliter 1'éviction de 1'histone H3 par les
enzymes de remodelage de la chromatine. Il est intéressant de noter que cette modification
post-traductionnelle n’est pas spécifiquement induite par les dommages de I’ADN mais a
principalement lieu sur les histones H3 nouvellement synthétisées et assemblées sur I’ADN
lors de la réplication. Pourtant, si la détection du dommage de I’ADN a lieu au cours de la
réplication, le cycle cellulaire est interrompu et 1’acétylation de la lysine K56 est maintenue

jusqu’a réparation de I’ADN.

Tout comme il est nécessaire d’ouvrir la chromatine pour permettre la réparation de I'’ADN,
il est également nécessaire de restaurer la chromatine apres réparation de I’ADN. Cette étape
est importante car des histones nouvellement synthétisées sont intégrées dans la chromatine
alors qu’elles ne possedent pas les modifications post-traductionnelles initialement présentes
sur les anciennes histones. Le mécanisme moléculaire qui permet la transmission de
I'information épigénétique contenue sur la chromatine avant la réparation de 'ADN au
niveau des histones nouvellement synthétisées reste énigmatique. La seule connaissance a
I'heure actuelle est que le chaperon d’histone CAF-1 prend en charge ces histones
nouvellement synthétisées et les dépose sur I’ADN (Polo, et al., 2006). Nous pouvons donc
supposer qu’il existe un mécanisme similaire a celui de la réplication pour lequel la
transmission de l'information épigénétique impliquerait PCNA et son interaction avec

CAF-1.
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2.4.6. Chromatine et cancer

Une cellule cancéreuse se caractérise par une croissance effrénée et son incapacité a entrer en
apoptose, la mort cellulaire programmeée. Les études récentes tendent a montrer que les
dysfonctionnements cellulaires observés dans des cellules tumorales sont dus a la fois a des
altérations épigénétiques et génétiques (pour revues Jones and Baylin, 2007). La Figure 1-17

illustre le role de ces altérations de la chromatine lors de 1’évolution de cellules tumorales.

L’accumulation de modifications génétiques et épigénétiques aboutit a l'inactivation de
protéines soit par des mutations au niveau de leur séquence, soit par une mauvaise
régulation de leur expression. Nous avons vu dans les paragraphes précédents le role central
de la chromatine dans la régulation de la transcription des genes, la réplication et la
réparation de ’ADN. Lorsque ces altérations affectent une protéine impliquée dans la
régulation de la structure chromatinienne, les répercutions au niveau cellulaire sont
importantes. Par exemple, des études récentes montrent un lien direct entre le
développement de certains cancers humains et des mutations au sein du complexe de
remodelage de la chromatine SWI/SNF (Chai, et al, 2005; Roberts and Orkin, 2004).
Cependant, les mécanismes moléculaires par lesquels ces mutants sont impliqués dans le
développement de cancers n'ont pas été décrits a ce jour. Un autre exemple intéressant
concerne la perturbation dans les cellules cancéreuses de I'équilibre entre 'acétylation et la
déacétylation des histones soit par mutations des histones acétyltransférases, soit par une
surexpression des histones déacétylases (HDAC). A cause de ce déséquilibre, la majorité des
cancers humains présente des histones H4 ont des lysines K16 déacétylées et des lysines K20
non triméthylées (Fraga, et al., 2005) ce qui modifie I'expression des génes. De plus, ces
nouveaux motifs de modifications post-traductionnelles peuvent étre transmis lors de la

mitose et contribuent donc a la prolifération des cellules tumorales.

La découverte du role de l'épigénétisme dans l'initiation et la prolifération des cellules
tumorales a permis d’orienter la recherche vers I'étude de nouveaux antitumoraux visant
I'état de la chromatine. L’exemple le plus encourageant est le développement d’inhibiteurs
des histones déacétylases (HDAC). Ces inhibiteurs induisent I'arrét du cycle cellulaire et
'entrée en apoptose de cellules cancéreuses. De récentes études sur le mode d’action de ces
inhibiteurs révelent que leur action anticancéreuse serait reliée a l'augmentation de
I'acétylation des histones situées au niveau d'un gene codant pour une protéine pro-
apoptotique. Sa surexpression favorise la mort des cellules cancéreuses (Dokmanovic and

Marks, 2005; Insinga, et al., 2005; Nebbioso, et al., 2005).
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Figure 1-17 : Schéma du rdle de 1’épigénétisme dans 1’évolution de cellules tumorales.

Suite a des mutations génétiques, des protéines présentent des mutations dans leur séquence. Selon les mutations, les
protéines deviennent inactives et n‘assument plus leur réle fonctionnel. Lorsque ces mutations inactivent des protéines
impliquées dans la prolifération cellulaire, des protéines suppresseurs de tumeurs ou des protéines de la réparation des
dommages de I'ADN, les conséquences sont dramatiques pour la cellule. En effet, ces mutations peuvent entrainer une
croissance cellulaire anormale, une incapacité de la cellule a entrer en apoptose voire d’autres mutations génétiques via une
mauvaise réparation des dommages de '’ADN. De récentes études ont établi le réle de I'épigénétisme et du remodelage de la
chromatine dans le cycle d’évolution de la cellule vers un état tumorale, indiqué en rouge sur le schéma. En effet, les protéines
impliquées dans la régulation de la dynamique chromatinienne jouent un réle central dans la réplication et la réparation de
’ADN ainsi que dans la régulation de I'expression génétique. L’inactivation d’'une protéine impliquée dans une voie de

remodelage de la chromatine peut entrainer une mauvaise régulation de I'expression de certains génes ainsi qu’un

dysfonctionnement lors de la réparation et de la réplication de 'ADN.
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3. Biologie structurale des protéines interagissant avec les histones

Il est désormais bien établi que la nature transitoire des modifications post-traductionnelles
des histones permet la régulation spatio-temporelle de 1’accessibilité de I’ADN pour la
transcription, la réplication et la réparation. La combinaison de motifs spécifiques de
modifications et leurs localisations intracellulaires permettent une fine régulation de ces
processus. La traduction de ces motifs en signaux biologiques nécessite une large gamme de
protéines d’interaction des histones et de machineries protéiques agissant sur la structure de
la chromatine. Ces complexes multi-protéiques comprennent les domaines d’interaction aux
queues N-terminales des histones modifiées et/ou les protéines chaperons d’histones. Les
premiers contribuent a la lecture du code des histones tandis que les seconds participent a
I'assemblage et au désassemblage des nucléosomes. Au cours des dix derniéres années, la
biologie structurale a largement contribué a la compréhension des mécanismes moléculaires

complexes mis en place lors de ces processus.

3.1. Domaines de liaison de la queue N-Terminale des histones

L’hypothese du code des histones suggere que les modifications des queues N-terminales
des histones constituent des marques spécifiquement reconnues par des domaines
protéiques. Ces domaines sont retrouvés dans différents complexes multi-protéiques de
remodelage de la chromatine. Actuellement, plusieurs domaines ont été identifiés en
fonction de leur capacité a reconnaitre des modifications post-traductionnelles spécifiques
des histones. Ainsi les domaines BROMO reconnaissent les lysines acétylées, les domaines
CHROMO et TUDOR détectent les lysines méthylées et les domaines 14-3-3 et Tandems
BRCT reconnaissent les sérines phosphorylées sur les queues N-terminales des histones. 11
existe également des domaines qui reconnaissent des histones non modifiées (PHD-finger,
ADD, WD-40, SANT). Ces derniéres années ont connu des progres remarquables dans la
détermination structurale a haute résolution de ces domaines de liaison. De nombreuses
informations structurales ont été obtenues et des modes de reconnaissances spécifiques ont

pu étre décrits. Ils sont décrits dans les paragraphes suivants.
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3.1.7. Domaines de liaison aux lysines acétylées des histones (BROMO)

Les domaines BROMO sont les seuls domaines connus de liaison aux lysines acétylées des
histones (Dhalluin, et al., 1999; Haynes, et al., 1992; Jeanmougin, et al., 1997). Ils sont présents
dans des complexes d’histones acétyltransférases et des complexes de remodelage de la
chromatine impliqués dans les processus d’activation de la transcription. La premiére
structure résolue de domaine BROMO fut celle du co-activateur humain de transcription
PCAF par RMN en 1999 (Dhalluin et al., 1999). Son repliement est caractéristique d'un
repliement de quatre hélices «left handle ». En 2000 la structure cristallographique de
I'homologue chez S. cerevisine de PCAF a été résolue en interaction un peptide de H4 acétylé
sur la lysine K16 (Owen, et al., 2000). Sur cette structure, la lysine K16 acétylée se situe dans
une poche de résidus hydrophobes et aromatiques conservés. Le groupement acétyle de la
lysine K16 établit une liaison hydrogene avec une arginine extrémement conservée. Les
résidus du peptide de l'histone H4 en interaction avec le domaine BROMO et situés en
position K16+2 et K16+3 forment également des contacts avec plusieurs résidus du domaine
BROMO. De facon remarquable, les résidus qui interagissent avec la lysine acétylée sont tres
conservés dans les domaines BROMO alors que les résidus en interaction avec les résidus
adjacents a la lysine K16 acétylée ne sont conservés que dans la famille PCAF. Ces résultats
confirment la capacité des domaines BROMO a reconnaitre des lysines acétylées contenues
dans des séquences spécifiques.
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Double bromo (TAF1)

Figure 1-18 : Exemples de structures de doubles domaines BROMO
a) de la protéine TAF1 libre (PDB 1EQF) et en b) de la protéine Rsc4p en complexe avec un peptide H4K25 acétylé (PDB

2R10). Les domaines sont représentés sous forme de ruban, le domaine BROMO -1 N-terminal est coloré en bleu, le domaine
BROMO-2 C-terminal est coloré en cyan. Chaque domaine BROMO contient quatre hélices o reliées par des boucles.
L’interaction des domaines BROMO avec des lysines acétylées implique des résidus aromatiques qui forment une cage autour
de la lysine acétylée. Les chaines latérales des résidus impliqués dans la reconnaissance de la lysine acétylée sont colorées en
rouge. La chaine principale du peptide de H4K25 acétylé complexé avec le double domaine BROMO de la protéine est en

ruban jaune. Le double domaine BROMO reconnait la lysine acétylée du BROMO-1.
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Dans de nombreuses familles, les domaines BROMO sont associés en tandem. Actuellement,
il existe deux structures résolues de tandem BROMO par cristallographie, I'un, TAF-1, sous
sa forme libre et I'autre, Rscp4, en complexe avec un peptide d’histone H4 acétylé. TAF-1 est
la plus grande sous-unité de TFIID (Jacobson, et al., 2000; VanDemark, et al., 2007). Il s’agit
d"un complexe multiprotéique impliqué dans I'initiation de I’assemblage de la machinerie de
transcription. Le double domaine BROMO de TAF-1 se présente sous la forme d'un V
(Figure 1-18). Chaque extrémité de cette structure correspond a un site d'interaction avec une
lysine acétylée. D’apres la structure cristallographique, TAF-1 peut lier deux lysines acétylées

simultanément mais aucune donnée ne permet de le confirmer.

Contrairement a TAF-1, Rscp4 se replie sous une seule unité structurale. La structure de
Rscp4 en complexe avec un peptide de H3 acétylé sur la lysine K14 révéle que seul le
deuxieme domaine BROMO se lie a la lysine acétylée du peptide (Kasten, et al., 2004). Une
seconde structure montre que lorsque la lysine K25 de Rscp4 est acétylée, celle-ci lie le
premier domaine BROMO (VanDemark et al., 2007). Cette interaction intramoléculaire
dissocie l'interaction du deuxieme domaine BROMO avec la lysine K14 acétylée de 1’histone
H3. Cette structure met en évidence un mode de régulation d’interactions entre un domaine

de liaison et sa cible.

3.1.8. Domaines de liaison aux lysines méthylées des histones

Certaines régions de la chromatine sont enrichies en lysines méthylées. Selon la localisation
et le type de méthylation (mono-, di- ou tri-méthylation) les conséquences biologiques sont
distinctes (Martin and Zhang, 2005). Ainsi la méthylation des lysines peut étre associée soit a
I'activation d"un gene soit a sa répression. Dans I’euchromatine, la triméthylation de la lysine
K4 de I'histone H3 (H3K4me3) est tres fortement corrélée a I'activation de la transcription
alors que la triméthylation de la lysine K27 de I'histone H3 (H3K27me3) est corrélée a la
répression d'un gene. Au niveau de I'hétérochromatine, la lysine K9 de I'histone H3 est

triméthylée (H3K9me3) (Berger, 2007; Guenther, et al., 2007; Kouzarides, 2007).
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L’état de méthylation apporte un degré supérieur dans la spécificité de reconnaissance par
les domaines de liaison. En effet, selon 1'état de méthylation des lysines, leurs propriétés
physico-chimiques sont modifiées. Plus une lysine est méthylée, plus 1'hydrophobicité
augmente et la capacité d’effectuer des liaisons hydrogenes diminue. De plus, a pH
physiologique, la charge positive augmente et est délocalisée sur les groupements méthyles
ajoutés a la lysine. Nous constatons que les domaines de reconnaissance des lysines
méthylées se sont spécialisés pour I'une ou l'autre des formes de méthylation. Les domaines
CHROMO reconnaissent les lysines présentant un fort taux de méthylation, les domaines
MBD reconnaissent les lysines a faible taux de méthylation alors que les domaines TUDOR
reconnaissent des lysines triméthylées et monométhylées. Les domaines PHD-fingers sont
les plus versatiles puisqu'un domaine reconnait spécifiquement la lysine H3K4me3 alors

qu’un autre reconnait cette méme lysine non méthylée.

a) Caractéristiques du mode de reconnaissance des lysines méthylées

Les domaines de reconnaissance des lysines méthylées possedent généralement des feuillets
B et peuvent comme les domaines BROMO s’associer en tandem. Il existe des caractéristiques
communes dans le mode d’interaction de I'ensemble de ces domaines avec les lysines
méthylées. L'interaction résulte de contacts de type cation-n entre le méthylammonium et
une cage de résidus aromatiques du domaine de liaison. La discrimination entre différents
types de méthylation résulte en partie de la taille de la cage aromatique ainsi que, dans une
moindre mesure, de la présence de résidus conservés capables de former des liaisons
hydrogenes avec la lysine mono ou di-méthylée (Figure 1-19) (Hughes, et al., 2007; Ma and
Dougherty, 1997). Dans la plupart des cas, le peptide contenant la lysine méthylée, qui ne
possede pas de structure secondaire a 1l'état non li¢, adopte une structure en brin f3
antiparallele au feuillet du domaine de reconnaissance (Figure 1-19) (Li, et al., 2006;

Ruthenburg, et al., 2007).
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Chromodomain (HP1) Kme2-53BF1 fudor

Figure 1-19 : Mode d’interaction du domaine BROMO avec sa cible

a) Structure du domaine CHROMO de la protéine HP1 impliqué dans la reconnaissance de la lysine triméthylée H3K9 (PDB
1kne). Le domaine est représenté en fonction de sa structure secondaire : en jaune sont représenté les brins et en rouge les
hélices a. Le domaine CHROMO est constitué d’un feuillet B entouré de deux hélices a. Les chaines latérales des trois résidus
aromatiques qui forment une cage aromatique autour de la lysine méthylée sont montrées en gris. Le peptide en interaction
avec le domaine CHROMO est représenté en bleu, la lysine méthylée en vert. Le peptide forme un brin B et interagit avec le
domaine par de nombreuses liaisons hydrogénes. Deux molécules d’eau en contact avec la lysine méthylée sont montrées par
des sphéres roses.

b) Positionnement de la lysine di-méthylée dans la cage de résidus aromatiques du domaine Tudor de la protéine 53BP1 (PDB
2IGO0). La cage d’aromatiques se compose de quatre résidus aromatiques conservés ainsi que de la chaine latérale d’un résidu

acide.

Dans certains cas, la spécificité de reconnaissance dépend également de la séquence
avoisinant la lysine méthylée. Par exemple le domaine TUDOR de la protéine 53BP1 qui
reconnait la lysine H4K20 diméthylée, interagit également avec l’arginine H4R19 (Botuyan,
et al., 2006). Un autre exemple concerne la reconnaissance de la lysine méthylée H3K9 par le
domaine CHROMO de la protéine HP1. Cet exemple est particulier car, lorsque la sérine
située en position +1 par rapport a la lysine méthylée H3K9 est phosphorylée, le domaine
CHROMO se dissocie de I'histone H3 (Fischle, et al., 2005; Hirota, et al., 2005). Il s’agit d'un
exemple de régulation d"un domaine CHROMO avec sa cible et il serait intéressant de savoir
si ce mécanisme de régulation est généralisable a la reconnaissance par les domaines
CHROMO d'une lysine méthylée a proximité d'une thréonine ou d'une sérine

phosphorylable.
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b) Particularité des domaines PHD-fingers
Les domaines PHD-fingers ont des structures trés caractéristiques, ils sont formés d'un
feuillet  constitué de deux brins B proches d'une hélice a et au cceur de deux motifs en doigt
de zinc (Figure 1-20). Pourtant, selon la protéine a laquelle ils appartiennent, ces domaines
peuvent interagir avec des lysines triméthylées ou non méthylées. Grace a la résolution
structurale en 2006 et 2007 des domaines PHD-fingers de la protéine BPTF en complexe avec
un peptide H3K4me3 et de la protéine BHC80 en complexe avec un peptide H3K4me0, cette
particularité a pu étre expliquée (Lan, et al., 2007; Li et al., 2006). Dans les deux structures, le
peptide d"histone H3 forme un brin  qui vient compléter le feuillet du domaine PHD-finger
(Figure 1-20). Par contre, les modes d’interaction different: la lysine triméthylée s’insere
dans la cage de la protéine BPTF alors que la lysine non méthylée est prise en sandwich entre
plusieurs chaines latérales de résidus acides de la protéine BHC80. Dans le premier cas, la
taille de la cage aromatique est adaptée a la taille d"une lysine triméthylée et l'interaction est
stabilisée par des interactions cation-n. Dans le deuxiéme cas, la proximité des chaines

latérales du domaine PHD-finger crée une exclusion stérique envers les lysines triméthylées.

c
H3Kd4med N 1“;

PHD finger (BPTF) PHD finger (BHC80)

Figure 1-20 : Reconnaissance spécifique des lysines H3K4 triméthylées et non méthylées par les

domaines PHD-fingers

a) Structure du domaine PHD-finger de la protéine BPTF en complexe avec le peptide H3K4me3 (PDB 2F6J) et b) Structure du
domaine PHD-finger de la protéine BHC80 en complexe avec le peptide H3K4me0 (PDB 2PUY).

Les domaines protéiques sont représentés sous forme de rubans. Les deux domaines se caractérisent par un cceur en feuillet
B proche d’'une hélice a. Le peptide contenant la lysine méthylée, de couleur jaune, adopte dans les deux domaines une
structure en brins B. Les chaines latérales des résidus des domaines PHD-fingers en interaction avec la lysine H3K4 sont
représentées en rose. Les chaines latérales des résidus des peptides impliqués dans l'interaction avec le domaine sont

également montrées.
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3.1.9. Domaines de liaison aux phosphosérines des histones

De nombreuses sérines et thréonines des histones peuvent étre phosphorylées. La
phosphorylation a un roéle tres important dans 1'ensemble des processus de signalisation
cellulaire (Seet, et al., 2006). L'ajout d'un groupe phosphate sur le groupe hydroxyle d'un
résidu introduit une charge négative relativement encombrante. Cette modification
augmente les possibilités d’appariements ioniques et de liaisons hydrogeénes du résidu

concerné.

y Ser-1
Phospho-Ser

Figure 1-21: Structure du dimeére de la protéine 14-3-3 reconnaissant la phosphosérine S10 d'un
peptide (PDB 2clj).

Chaque domaine est formé de huit hélices. a) Vue entiére de la structure, le premier monomére est en rouge, le deuxiéme en
orange. Les trois hélices impliquées dans I'homodimérisation sont indiquées. Le peptide en complexe avec la protéine est
coloré en bleu. Chague monomeére interagit avec un peptide phosphorylé sur la sérine H3S10. b) Vue détaillée de la poche de
reconnaissance du phosphopeptide. Les résidus polaires et chargés qui interagissent avec la phosphosérine sont colorés en
gris, les liaisons hydrogénes sont colorées en jaunes. Les résidus aromatiques entourant le peptide sont également
représentés. Aucune molécule d’eau n’est présente dans la poche d’interaction. Les résidus en position Sérine phosphorylée +2

et -1 impliqués dans la spécificité de reconnaissance sont également indiqués.

Bien que de nombreux domaines de liaison aux phosphates soient décrits dans la littérature,
seuls deux domaines de reconnaissance d’histones phosphorylées ont été caractérisés a ce
jour : les protéines 14-3-3s qui lient les phosphosérines H3510 et les domaines tandems BRCT
qui interagissent avec les phosphosérines H2A.XS139 (Macdonald, et al., 2005). Ces
structures contiennent une majorité d’hélices a. Leur interaction avec les phosphosérines est
stabilisée par de nombreuses liaisons hydrogenes entre la chaine principale du domaine et
les chaines latérales de I'histone. La spécificité de reconnaissance de la phosphosérine est
fonction de la séquence adjacente a la phosphosérine. A titre d’illustration, la structure d"une
protéine 14-3-3 en complexe avec un peptide d"histone H3 phosphorylée sur la lysine K20 est

représentée sur la Figure 1-21.
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3.1.10. Domaines de liaison aux queues N-Terminales non modifiées des histones

L’idée que des domaines peuvent lier de fagon spécifique des queues N-terminale d’histones
est treés récente. Les premieres études ont montré que les complexes qui se lient a des queues
d’histones non modifiées sont généralement trouvés dans des régions hypoacétylées et dont
la transcription est réprimée (Edmondson, et al., 1996, Hakimi, et al., 2002; Shi, et al., 2004).
D’autres études fonctionnelles et structurales réalisées depuis quelques années sur trois
complexes ont apporté des informations nouvelles sur les bases de cette reconnaissance
spécifique. Le domaine PHD-finger de la protéine BHC80 reconnait la lysine H3K4 non
méthylée. Un autre domaine reconnait cette méme lysine, il s’agit du domaine ADD de
I’ADN méthyltransférase DNMT3 (Lan et al., 2007; Ooi, et al., 2007).Un troisieme exemple est
donné par le domaine B-propeller de la protéine WDRS qui cible quant-a lui I’arginine H3R2
(Couture, et al., 2006; Han, et al., 2006; Ruthenburg, et al., 2006; Schuetz, et al., 2006).Il est
intéressant de souligner qu’in vivo, la protéine WDRS intervient dans la régulation de la
méthylation de la lysine H3K4 (Wysocka J. Cell 2005). Il était donc supposé que le domaine
B-propeller de la protéine WDRS interagissait avec cette lysine. C’est la résolution de la
structure de ce domaine en complexe avec un peptide de H3 méthylé sur la lysine K4 par
cristallographie en 2006 qui a montré qu’en fait WDR5 interagit avec 1'arginine R2 non
modifiée située a proximité de la lysine K4 méthylée (Couture et al., 2006; Han et al., 2006;
Ruthenburg et al., 2006; Schuetz et al., 2006).

En résumé, les derniéres années ont vu I'émergence d'un grand nombre de structures de
complexes impliquant des domaines de liaison aux queues N-terminales des histones en
interaction avec leur cible. Ces données structurales a haute résolution se sont révélées
essentielles non seulement pour comprendre la spécificité des complexes d’interaction mais

également pour comprendre leur mécanisme de régulation.

Vu I'implication des protéines chaperons d’histones dans les différents processus cellulaires,
on s’attend a ce que la connaissance des structures de protéines chaperons en interaction
avec leur histone cible soit tout aussi bénéfique. Ces informations permettraient notamment
de comprendre les mécanismes d’assemblage et de désassemblage de nucléosomes au niveau

moléculaire. Cette thématique fait 1'objet de la section suivante.
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3.2. Les protéines chaperon d’histones

La famille des protéines chaperons comprend plus de vingt protéines et continue de croitre.
En effet, deux nouveaux chaperons ont été découverts ces derniers mois, ANP32B chez
I'homme et Vsp75 chez S. cerevisite (Munemasa, et al., 2007; Selth and Svejstrup,
2007).Actuellement, seules trois structures de chaperons d’histones ont été déterminées : la
nucléoplasmine, Nap-1 et Asfl. Cette section portera donc sur la structure de ces chaperons
d’histones et sur leur mode de liaisons supposé avec les histones. Nous introduirons plus en
détails les informations structurales concernant la protéine chaperon Asfl qui est centrale a

ce travail.

3.2.1. Protéines de stockage des histones

Les protéines N1/N2 et la nucléoplasmine sont deux protéines chaperons impliqués dans le
stockage respectif des histones H3/H4 et H2A/H2B, au niveau du noyau des cellules
germinales (Dilworth, et al, 1987, Philpott and Leno, 1992). Apres fertilisation, la
nucléoplasmine et N1/N2 relachent progressivement les histones et participent
probablement a I’assemblage de la chromatine lors des premieres étapes du développement
(Frehlick, et al., 2006; Philpott, et al., 2000). En plus de leur role dans le stockage des histones,
ces deux chaperons sont capables, in vitro, d’assembler des nucléosomes en absence d’autres

protéines chaperons (Kleinschmidst, et al., 1990).

Boucle
acide

B2- B3
N
Hairpin

Ba- Bs

Figure 1-22 : Structure du domaine conservé de la nucléoplasmine-like INO80 (PDB 1xe0).

La structure est représentée sous forme de rubans. Cing monomeéres sont assemblés dans un arrangement circulaire et deux
pentameéres interagissent fortement pour former un décamere. Un monomeére est coloré en orange : il est constitué de deux

feuillets B de quatre brins 3 qui se font face. La boucle acide ainsi que le B-hairpin exposé au solvant sont indiqués.
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Trois structures de protéines de cette famille ont été résolues par cristallographie, il s’agit du
domaine globulaire N-terminal de la nucléoplasmine de xénope (Np-core) et de drosophile
ainsi que de la protéine nucléoplasmine-like NO38 de xénope. Ces trois structures sont
similaires et forment des décameres. La Figure 1-22 illustre cet arrangement. Cinq
monomeres s’assemblent pour former un pentameére circulaire et deux pentameres
interagissent fortement entre eux de maniere a former un décamere. Chaque monomere est
formé de huit brins  arrangés en deux feuillets qui se font face. Deux boucles présentent
des caractéristiques intéressantes pour des interactions avec des protéines: la boucle de
résidus acides entre les brins 2 et B3 qui se trouve en surface et le f-hairpin formé des brins
B4 et 35 qui s’oriente vers I'extérieur du décamere. La partie globulaire de la nucléoplasmine
interagit plus fortement avec les histones (H2A/H2B). Chaque monomere du décamere
formé par les protéines Np-core pourrait interagir avec un dimere (H2A/H2B) au niveau de
la boucle acide. Ainsi, la nucléoplasmine pourrait stocker jusqu’a dix dimeres (H2A/H2B)

par complexe.
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- Nucleoplasmin H2A-H2B
- A1 (oocyte, egg, embryo) . H3-H4
ii ? . - -
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(T pentamers (2 decamers (3) cognate - histone (&) decamer - octamer
complexes complexes

Figure 1-23 : Modéle général du mode d’interactions des histones avec NO38 et la nucléoplasmine.

Les complexes pour lesquels la structure a haute résolution est connue sont indiqués par un astérisque. Les autres sont déduits
d’expériences de liaison aux histones. Par souci de clarté, seules deux sous-unité de chaque chaperon sont représentées, de
couleur jaune, bleu, rose ou cyan (chaque sous-unité correspond a un pentamére) et la partie C-terminale a été omise dans la
plupart des représentations. $H indique le B-hairpin formé des brins B4 et 5 qui s’orientent vers I'extérieur du complexe, A1 et
A2 indiquent deux successions de résidus acides. Les dimeres d’histones (H2A/H2B) sont colorés en orange, les diméres
d’histones (H3/H4) en bleu foncé. Panneau du haut: deux sous-unités de NO38 forment un décameére qui se lie
préférentiellement au tétramere (H3/H4),, les dimeéres (H2A/H2B) pourraient également interagir pour former un octamere
d’histone qui serait alors stabilisé par les résidus acides (A2). Panneau du bas : deux sous-unités de la nucléoplasmine forment
un décamere qui se lie aux dimeres (H2A/H2B), lorsque le tétramere (H3/H4), est ajouté, il compléte le complexe et forme un

octameére d’histones.
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Une comparaison approfondie avec la structure de NO38 montre que le B-hairpin formé des
brins B4 et B5 est moins exposé au solvant. De plus, in vitro, la partie globulaire de NO38
interagit plus fortement avec le tétrameére (H3/H4)> qu’avec les diméres (H2A/H2B). De
facon remarquable, des expériences biochimiques ont montré que les protéines entieres Np
et NO38 interagissent avec les quatre histones de cceur sans aucune préférence pour 1'une ou
'autre des histones et qu'une suite de résidus acides (A2) est nécessaire a la formation de ces
complexes. Dans sa publication de 2004, W. Akey propose un mécanisme de formation des
complexes NO38-octamere d’histones et Np-octamere d’histones, ce mécanisme est
représenté sur la Figure 1-23. La premiere étape est la formation d'un décamere a partir des
deux pentameres, ce pentamere interagit ensuite avec les histones pour lesquelles I’affinité
est la plus élevée, le tétramere (H3/H4), pour NO38, les dimeres (H2A/H2B) pour la
nucléoplasmine. La derniére étape est l'interaction des histones complémentaires pour

former I'octamere d’histones (Namboodiri, et al., 2004; Okuwaki, et al., 2001).

3.2.2. Protéines de transport des histones vers le noyau : Nap

Chez la drosophile, 'homme et les plantes, les protéines homologues de Nap-1 (Nucleosome
assembly protein 1) transportent les histones du cytoplasme vers le noyau lors de la phase S
de la réplication (Ishimi, et al., 1984; Ishimi, et al., 1987). Chez la levure, Nap-1 interagit avec
les histones H2A /H2B au niveau du cytoplasme. Cette protéine contient également dans sa
séquence un signal de localisation nucléaire (NLS) reconnu par une caryoprotéine qui lui
permet de traverser la membrane par les pores nucléaires (Mosammaparast, et al., 2005).
Récemment, il a été montré que Nap-1 a également la capacité d’assembler et de
désassembler les histones (H2A/H2B) du tétrasome lors de processus dépendants et
indépendants de la réplication. Nap-1 pourrait donc participer a I'échange dhistones lors de

la transcription (Walfridsson et al., 2007).
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Figure 1-24 : Structure du domaine conservé de la protéine de levure Nap-1 (PDB 2ayu).

La structure est représentée en ruban en fonction de la structure secondaire. Les hélices a sont colorées en rouge ou orange
foncé, les brins B en jaune ou orange clair. La protéine est dimérique. Les hélices o et les brins  du premier monomeére sont
respectivement colorés en rouge et en jaune. La structure du second monomeére est en orange. Le signal d’export vers le noyau
(NES) est situé en bout de la longue hélice qui participe a la dimérisation et est en partie caché par le second monomere. Le

signal de localisation nucléaire du premier monomeére est également indiqué ainsi que la boucle acide du deuxiéme monomére.

Deux structures de la famille NAP ont été résolues, la protéine Nap-1 de levure (Figure 1-24)
et la protéine SET humaine respectivement en 2006 et 2007 (Muto, et al., 2007; Park and
Luger, 2006). Bien que ces deux structures présentent quelques différences au niveau de leur
partie globulaire, elles partagent de grandes similarités. Elles forment un dimere qui
implique une longue hélice. Le NLS qui interagit avec la caryoprotéine est situé au niveau
d'un B-hairpin trés exposé au solvant. Chaque protéine possede un domaine globulaire
composé de quatre brins § qui font face a trois hélices a. Ce domaine est stabilisé par un

réseau de résidus aromatiques et présente une large surface acide.

Il existe peu d’informations sur le mode de liaison des protéines chaperons de la famille de
Nap. In vitro, Nap-1 interagit avec toutes les histones (H3/H4) et (H2A/H2B). Concernant la
protéine SET, elle posseéde une région acide d’environ 40 résidus au niveau de sa partie C-
terminale. Cette partie C-terminale de SET est nécessaire pour lier 1'octamere d’histones in
vitro alors que la partie N-terminale est suffisante pour interagir avec les histones (H3/H4) et

assembler les nucléosomes (Muto et al., 2007). Ce paradoxe n’est, a ce jour, pas expliqué.
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3.2.3. Asf1 : une protéine de transfert des histones (H3/H4)

Rappelons que la protéine Asfl (Anti-Silencing function 1) est un chaperon spécifique des
histones (H3/H4). Asfl est tres conservée chez les eucaryotes supérieurs et participe a
I'assemblage et au désassemblage des nucléosomes. Nous avons vu préalablement que Asfl
coopere avec les chaperons CAF-1 et HIRA pour assembler les histones sur I’ADN
respectivement lors de la réplication et indépendamment de la réplication. Asfl intervient
également au cours de la réparation de I'’ADN, de plus, il a été proposé que Asfl permettrait
de contenir l'effet toxique des histones (H3/H4) libres dans la cellule (Groth, et al., 2005).
Ainsi Asfl est une protéine multifonctionnelle qui participe a de nombreux processus
cellulaires. Ce paragraphe est consacré uniquement aux aspects structuraux de la protéine

Asfl, I'ensemble des fonctions biologiques d”Asf1 sera abordé dans la section suivante.

a) Analyse de la séquence du chaperon d’histones Asf1

Une étude détaillée de l'alignement de séquences des homologues d’Asfl dans différents

organismes permet d’extraire des premieres informations sur I'existence de domaines.

Notons tout d’abord qu’il existe deux isoformes de Asfl dans différents organismes dont
Arabidopsis thaliana, Caenorhabdis elegans, Homo Sapiens, Mus musculus et Rattus novegicus.
L’alignement des séquences des deux protéines humaines, hAsf1A et hAsflB ainsi que celles
des protéines de trois organismes modeles, la drosophile (DmAsf1), les levures S. cerevisiae

(ScAsfl) et S. pombe (SpAsfl) est reporté sur la Figure 1-25.

Cet alignement montre l'existence de deux régions distinctes de la protéine Asfl. Les 155
premiers résidus sont tres conservés d’une séquence a l'autre. A l'inverse, I'extrémité C-
terminale est trés variable de par la nature des résidus qui la composent et de par sa
longueur. Chez S. cerevisiae (ScAsfl) et S. pombe (SpAsfl), I'extrémité C-terminale est longue
et trés riche en aspartates et glutamates formant des queues caractéristiques de types poly
Asp/Glu (D/E). Ce type d’extrémité est également présent dans d’autres séquences de
chaperons d’histones tels que la nucléoplasmine, Nap-1 de levure et la nucléoline. Elle n’est
pourtant pas essentielle a la fonction de chaperon d’histone d’Asf1. 1l est intéressant de noter
que les deux isoformes humaines ne possedent pas cette séquence extrémement acide en C-
terminal. La partie C-terminale de hAsflA est riche en sérines et thréonines. Cette propriété

se retrouve dans une moindre mesure chez hAsf1B.
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Figure 1-25 : Alignement des séquences de cinq protéines Asfl

Alignement des séquences de cinq protéines Asf1, la protéine de Drosophila melanogaster (DmAsf1), celle de Saccharomyces

cerevisiae (ScAsf1), de Schizo saccharomyces pombe (SpAsf1) et les deux protéines humaines (hAsf1A et hAsf1B).

b) Analyse de la structure de Asf1
La structure tridimensionnelle de la partie N-terminale conservée de hAsflA humain a été
résolue par RMN dans notre laboratoire par F. Mousson en 2004 et celle de S. cerevisiae a été
résolue par cristallographie dans l'équipe de Kaufman en 2003 (Daganzo, et al., 2003;
Mousson, et al., 2005). Les deux protéines présentent 58% d’identité de séquence et un
repliement identique de type immunoglobuline en feuillets B surmontés par deux petites
hélices (Figure 1-26). Trois boucles sont divergentes entre les domaines N-terminaux des
protéines hAsf1A et ScAsfl. Il s’agit des boucles comprenant les résidus A48-Y53, N80-G9I1 et
E118-F132 qui connectent respectivement les brins [ B4-B5, p6-B7 et B8-B9 et dont les

séquences présentent un faible taux d’identité de séquence (24%).

48



tel-00268886, version 1 - 1 Apr 2008

Chapitre 1 :Introduction générale

Boucle B8-p9
(E118-F132)

A

Boucle B6-B7
(N80-G91)

' \ Boucle B4-5
,) (A48-Y53)

Figure 1-26 : Structure de hAsf1 (1-156)

Représentation sous forme de ruban de la structure tridimensionnelle obtenue par RMN de la partie N-terminale (1-156) de
hAsf1A (PDB : 1tey)

a) Seule en fonction de la structure secondaire, les brins  sont colorés en jaune et les hélices o en rouge.

b) Superposée avec la structure tridimensionnelle obtenue par cristallographie de la partie N-terminale de Asf1 de S. cerevisiae
colorée en gris (PDB : 1roc). hAsf1A est colorées en arc-en-ciel, de la couleur bleu pour la partie C-terminale a la couleur rouge

pour la partie N-terminale. Les divergences structurales entre les deux protéines sont indiquées.

Suite a ces résultats, F. Mousson a entrepris d’étudier l'interaction entre Asfl1A et les histones
(H3/H4) par RMN. Comme ce complexe a un poids moléculaire élevé, la résolution par
RMN serait difficile voire impossible. En conséquence, F. Mousson a étudié l'interaction
entre le domaine globulaire de hAsfl et une région de 'histone H3. En effet, des travaux ont
montré que i) l'extrémité C-terminale non conservée de ScAsfl n’est pas nécessaire a
I'interaction avec les histones H3/H4 (Umehara, et al., 2002) et ii) I'extrémité C-terminale de
I'histone H3 (97 a 135) interagit avec hAsfl (Munakata, et al., 2000). Par la suite, F. Mousson a
montré lors de sa these que la région C-terminale de 'histone H3 correspondant a 1'hélice a3

C-terminale (122-135) est suffisante a I'interaction avec hAsf1A.

Elle a ensuite cartographié la région d’interaction de ce peptide sur hAsfl1A (1-156). Cette
cartographie, représentée sur la Figure 1-27, a été réalisée par la mesure des variations de
déplacements chimiques de hAsflA (1-156) mesurées apres ajout du fragment H3 (122-135).
Nous pouvons observer sur cette cartographie que I'hélice a3 C-terminale de 1'histone H3
interagit avec une zone restreinte de la protéine Asfl. Cette région est composée de résidus
hydrophobes trés conservés entourés de résidus chargés. Parmi les résidus affectés par

'ajout du fragment H3 (122-135) se trouvent la valine V94 ainsi que les résidus chargé D54 et
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R108. A proximité, se trouve une boucle situé entre les brins 3 et B4 qui est exposée au

solvant.
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Figure 1-27 : Localisation de la région d’interaction de 1’histone H3 sur Asfl obtenue par RMN.

A) Représentation sur la surface de hAsf1A1-156 des résidus affectés par la présence de I'histone H3 (122-135) sur deux vues
de la protéine. Les résidus colorés en orange ont leurs déplacements chimiques trés affectés (> 0.3 ppm), les résidus colorés
en jaune ont leurs déplacements chimiques moyennement affectés (0.2 < Ad < 0.3 ppm), les résidus colorés en gris clair ont
leurs déplacements chimiques faiblement affectés (< 0.2 ppm). Les résidus gris foncé sont ceux pour lesquels il n’a pas été
possible de déterminer un effet. Les résidus interagissanst avec les histones (H3/H4) entieres et vérifiés par GST-pulldown sont
indiqués. Cette région se caractérise par un patch de résidus hydrophobes centré sur la valine V94 et entouré de résidus
chargés.

B) Localisation sur Asf1, représentée en ruban, des résidus en d’interaction avec I'histone H3 obtenu par RMN. La boucle acide

participant a l'interaction est indiquée.

L’implication de cette région dans l'interaction avec les histones natives (H3/H4) entiéres a
été validée par GST-pulldown par A. Lautrette (Figure 1-28). En effet la mutation de la valine
V94 en arginine abolit totalement I'interaction avec les histones (H3/H4) native. La mutation
de résidus proches du cceur de l'interface telles que celles de I'aspartate D54 en arginine et de
I'arginine R108 en glutamate affaiblissent 1'interaction. En revanche la mutation de résidus
en dehors de cette région comme par exemple le mutant 1Asfl D37R+E39R n’influence pas

Iinteraction avec les histones (H3/H4) natives.
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Figure 1-28 : Interactions des mutants d’Asfl avec les histones (H3/H4) natives

Western blot des électrophoréses SDS-PAGE d’échantillons issus d’expériences d’interaction GST-pulldown entre les histones
entieres et différents mutants de Asf1: et (His)s-GST (puits 1), (His)e-GST-hAsf1 (1-156) (puits2), (His)e-GST-hAsf1 (1-156)-
D37R+E39R (puits 3), (His)e-GST-D54R (puits 4), (His)s-GST-V94R (puits 5), (His)e-GST-R108E (puits 7). L’input correspond
au dépdt des histones initiales. L’histone H3 est révélée par un anticorps reconnaissant la partie C-terminale de I'histone H3

(panneau du haut). Les protéines de fusion (His)e-GST sont révélées avec un anticorps anti-(His)s.

L’ensemble de ces résultats montre que Asfl interagit avec les histones par une interface
hydrophobe spécifique qui fait probablement intervenir un agencement particulier des
chaines latérales apolaires et chargées, et non des interactions électrostatiques non
spécifiques. Ainsi, F. Mousson et A. Lautrette ont obtenu les premieres informations

structurales entre une protéine chaperon et sa cible (Mousson et al., 2005).

Malgré ces avancées, plusieurs questions restaient en suspend : quelles sont les bases de la
reconnaissance spécifique des histones pour leur chaperon ? Quelle est la stoechiométrie du
complexe Asfl avec les histones ? Interagit-elle avec une forme hétérodimérique (H3/H4) ou
une forme hétérotétramérique (H3/H4),? Comment Asfl interagit-elle avec les histones en

présence des autres chaperons CAF-1 et HIRA ?

c) Analyse du mode d’interactions entre Asf1, CAF-1, HIRA et les histones
H3/H4

Rappelons que, in vivo, Asfl n’agit pas seule mais coopere avec CAF-1 et HIRA pour
assembler les nucléosomes lors de la réplication et de la transcription respectivement. De
plus, il a été montré que, in vitro, Asfl améliore 1'efficacité des protéines chaperons CAF-1 et
HIR dans I’assemblage des histones (H3/H4) sur I’ADN (Mello et al., 2002; Sharp et al., 2001;
Tyler et al., 2001; Zhang, et al., 2005). Pourtant, les mécanismes moléculaires associés n’ont
toujours pas été déterminés. Actuellement, tres peu d’informations structurales sont
disponibles concernant les chaperons CAF-1 et HIR, les seules données proviennent de leur

séquence.
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Le chaperon CAF-1 se compose dans la plupart des especes de trois sous-unités, une grande,
une moyenne et une petite. Chez 'homme, ces trois sous-unités correspondent
respectivement a p150, p60 et p48 et chez S. cerevisiaze a Cacl, Cac2 et Cac3. Les sous-unités
p60 et p48 sont supposées se replier sous la forme d’un B-propeller. CAF-1 interagit avec les
histones H3/H4 par l'intermédiaire de sa grande sous-unité p150, sous-unité qui interagit
également avec PCNA lors de la réplication. Ce chaperon interagit avec Asfl via sa sous-

unité p60.

Quant-au chaperon HIRA, il est également prédit pour se replier sous la forme d'un B-
propeller. La séquence de la protéine humaine HIRA ressemble & une fusion des deux
séquences homologues de levure Hirlp et Hir2p et chacun des ces isoformes interagit avec la
protéine ScAsfl (Daganzo et al.,, 2003; Zheng et al., 2005). Chez 'homme, il en va tout
autrement, alors que hAsflA interagit avec HIRA, l'isoforme hAsf1B ne lie pas HIRA. Il

s’agit de la premiére différence fonctionnelle connue entre les isoformes humain d’Asf1.

En 2006, la structure d’Asfl en complexe avec un peptide de HIRA, correspondant au
domaine B connu pour interagir avec Asfl, a été résolue (Figure 1-29). Cette structure
apporte de nouvelles données sur la coopération entre Asfl, CAF-1, HIRA et les histones
(H3/H4). En effet, cette structure montre que le domaine B de HIRA forme un B-hairpin
parallele a I'un des feuillets B de Asfl et que cette interaction a lieu sur la face opposée de la
région d’interactions des histones (H3/H4) avec Asfl (Tang, et al., 2006). Ce résultat est
cohérent avec le fait que les interactions d”Asfl avec Hir et les histones (H3/H4) ne sont pas
exclusives. Cette étude montre également que la sous-unité p60 de CAF-1 contient une
séquence similaire a celle du domaine B de HIRA et que ce domaine interagit avec Asfl.
Ainsi, AsflA pourrait lier simultanément les histones (H3/H4) avec HIRA ou CAF-1 alors

qu’Asf1B ne pourrait s’associer simultanément qu’avec les histones (H3/H4) et CAF-1.
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Figure 1-29 : Structure de Asf1A en complexe avec le domaine B de liaison de HIRA (PDB : 2i32).

A) Asflest représenté en ruban gris, le domaine B de HIRA est représenté en ruban bleu. B) Représentation sur la surface
d’Asf1 des zones d’interactions du domaine B de HIRA coloré en bleu et de I'histone H3 coloré en orange. Les deux surfaces

d’interactions sont situées sur des régions opposées de Asf1 et sont donc compatibles simultanément.

4. Asfl : une protéine chaperon d’histone (H3/H4) multifonctionnelle

Au cours de la section précédente nous avons décrit la structure de la protéine Asfl seule et
en interaction avec d’autres partenaires. Nous avons soulevé de nombreuses questions
concernant les mécanismes moléculaires qui gouvernent les relations entre Asf1, les histones,
CAF-1 et HIR. Ces questions se posent dans un contexte biologique particulier. Dans cette
section, nous allons par conséquent nous intéresser aux aspects fonctionnels de la protéine
Asfl. Apres une breve introduction sur 1'historique de la découverte de la protéine Asfl, le
role de Asfl dans les différents processus nucléaires tels que la réplication, la réparation, la
répression des genes situés dans I’hétérochromatine puis la régulation de la transcription des

genes sera détaillé.

Asfl a initialement été identifiée en 1997 comme étant impliquée dans le phénomene de
répression de géne (ou «silencing »). Sa surexpression chez S. Cerevisiae supprime ce
phénomene d’ou son nom Anti-Silencing Function 1 (Le, et al., 1997). Depuis sa découverte,
de nombreuses études ont montré qu’Asfl est une protéine chaperon d’histones dont le role
biologique est multiple. En effet, Asfl est nécessaire a des processus divers comme la
répression de la transcription de certains genes (Le et al., 1997; Sharp et al., 2001; Tyler et al.,

1999), le maintien de la stabilité génomique au cours de la réplication (Myung, et al., 2003;
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Prado, et al,, 2004) et intervient également dans la réparation des dommage de I’ADN
(Emili, et al., 2001; Hu, et al., 2001; Recht et al., 2006). Un autre aspect de la fonction chaperon
d’histones d’Asfl a été mis en évidence en 2005. Lors de la réplication, Asfl stocke I'exces
d’histones nouvellement synthétisées dans les cellules mammiferes (Groth et al., 2005). Ainsi,
Asf1 jouerait également le role de tampon d’histones (H3/H4). Les mécanismes impliquant
Asfl dans l'ensemble de ces processus continuent a faire 1'objet de nombreuses

investigations.

4.1. Asfl : un chaperon d’histones au statut particulier

Bien que le role de la protéine Asfl dans l’assemblage et le désassemblage des nucléosomes
soit désormais bien établi, il semble que sa fonction de chaperon d’histones soit particuliéere.
En effet, une étude récente menée par 1'équipe de G. Almouzni montre que contrairement
aux protéines CAF-1 et HIRA, Asfl seule ne permet pas la reconstitution de nucléosomes
dans des extraits cellulaires d’ceufs de Xénope que ce soit lors de la réplication ou
indépendamment de la réplication (Ray-Gallet, et al., 2007). Les auteurs suggerent qu’Asfl
pourrait jouer le role de passeur d’histones qui ne participerait pas directement a
I'assemblage des nucléosomes. De plus, les mémes auteurs observent que quand la protéine
Asfl est supprimée des extraits cellulaires d’ceufs de Xénope, elle entraine avec elle le
chaperon HIRA mais pas CAF-1. Ils proposent que la majorité des protéines HIRA dans les
ovocytes de xénopes forment un complexe stable avec Asfl. Des études complémentaires
sont nécessaires pour comprendre le mode d’intervention de Asfl dans I'assemblage des
nucléosomes : Asfl participe -t'elle de maniére active a 'assemblage des nucléosomes? Ou
Asfl permet-elle uniquement de transmettre les histones a d’autres chaperons effecteurs de
I'assemblage des nucléosomes ? Autrement dit, quelles sont les bases moléculaires de la
coopération entre Asfl et CAF-1 d"une part et Asfl et HIRA d’autre part dans 1’assemblage

des nucléosomes?

4.2. Rble de Asfl lors de la réplication

Chez S. cerevisiae, Asfl intervient dans la stabilité du réplisome lors de la réplication
probablement grace a son interaction avec le facteur de réplication C (RFC) chez la levure, a
sa coopération avec "hélicase MCM2-7 chez I'homme d’une part, et a son interaction avec la
sous unité p60 de CAF-1 chez tous les organismes (Franco et al., 2005; Groth, et al., 2007;
Guenther et al., 2007). Asf1 se trouve donc au cceur de la machinerie de réplication. La Figure

1-30 représente certains de ces acteurs dont la protéine Asfl au sein du réplisome. En accord
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avec cette position centrale, Asfl est essentielle pour la viabilité des cellules de levure S.
pombe, de la drosophile et de poulet DT40 (Krawitz et al., 2002; Mello et al., 2002; Sanematsu
et al., 2006; Tang et al., 2006; Tyler et al., 2001). La délétion de la protéine chaperon d’Asfl
(Asfl4) provoque de graves problemes dans la progression de la fourche de réplication et
dans le réassemblage de la chromatine apres le pa