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Résumé 

Il apparait de nos jours évident que les cancers ne peuvent se réduire uniquement à des 

aberrations génétiques, et qu'un nouveau paramètre est à prendre en considération, 

l'épigénétique.  

Au cours de ma thèse je me suis efforcé de caractériser la protéine fusion BRD4-NUT. 

Cette protéine résulte d'une translocation t(15;19) observée dans les carcinomes de la ligne 

médiane (NMC), extrêmement agressifs et létaux. La protéine BRD4 possède un double 

bromodomaine capable de s'associer à la chromatine acétylée, et  recrute divers facteurs sur la 

chromatine. NUT est une protéine de fonction inconnue exprimée exclusivement au cours de 

la spermatogenèse. J'ai pu démontrer que la protéine fusion BRD4-NUT était suffisante pour 

induire la tumorigenèse, par un mécanisme de séquestration de la proteine histone 

acétyltransférase (HAT) CBP/p300. NUT interagit avec CBP/p300 et suractive son activité 

d'acétylation, créant des foci hyperacétylés de chromatine. BRD4-NUT empêche ainsi 

CBP/p300 d'aller co-activer la transcription de nombreux gènes, et bloque notamment la 

réponse apoptotique p53-dépendante. Une inhibition de BRD4-NUT – par siRNA, mutation 

des bromodomaines ou dérégulation de l'acétylation des foci par des inhibiteurs des histones 

déacétylases (HDAC) – réenclenche la voie d'apoptose et la mort de ces cellules tumorales. 

Cette étude est un exemple précis de l'impact qu'une dérégulation épigénétique peut avoir sur 

l'homéostasie cellulaire et son mécanisme d’induction de la tumorigenèse. 

Je me suis également interessé à caracteriser la protéine NUT lors de son contexte 

physiologique, la spermatogenèse, ou lors de son expression illégitime dans des lignées 

tumorales sans fusion avec BRD4. La protéine NUT est exprimée au niveau des stades de 

maturation des cellules germinales spermatides, et pourrait participer au remodelage du 

génome et à l’établissement de l’épigénome final du spermatozoïde. Nut semble également 

conférer un avantage prolifératif lors de son expression anormale dans au moins trois lignées 

cellulaires, U2OS, A549 et A7R5.  

Ainsi, la protéine NUT, seule ou fusionnée avec BRD4, est un facteur 

Cancer/Testiculaire capable d’influer négativement sur l’homéostasie des cellules somatiques 

dans lesquelles ses fonctions, normalement restreintes à la spermatogenèse, participent à la 

tumorigenèse.     
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Abstract 

Nowadays, it is clear that cancer cannot be reduced only to genetic abberations, and 

that a new parameter has to be considered, epigenetic. 

During my thesis, I have characterized the fusion protein BRD4-NUT, which results of 

a t(15;19) translocation observed in NUT midline carcinoma (NMC), highly aggressive and 

lethal. 

BRD4 contains a double bromodomain to interact with acetylated chromatin, thus recruting 

different complexes on chromatin. NUT is a protein of unknown function, specifically 

expressed during spermatogenesis. I have obeserved that BRD4-NUT is sufficient to promote 

tumorigenesis, via a sequestrating mecanism of the histone acetyltransferase (HAT) 

CBP/p300. NUT interacts with and stimulates CBP/p300 activity, creating highly acetylated 

foci in chromatin. BRD4-NUT inhibits CBP/p300 transcriptionnal co-activation, and among 

others, blocks p53-dependant apotposis pathway. BRD4-NUT inhibition – by siRNA, 

bromodomain mutation or acetylation deregulation by histone deacetylase (HDAC) inhibitors 

– reactivates apoptosis of translocated cancer cells. This study is a precise exemple of 

epigenetic deregulation impacts on cell homeostatis and how it can promotes tumorigenesis. 

I have also characterized NUT protein on its physiological context (spermatogenesis), 

or during its illegitimate expression in cell lines without being fused with BRD4. NUT is 

expressed during late stages of spermatogenesis, in spermatids, and may participates to the 

chromatin remodeling occuring in these cells and to the formation of spermatozoa epigenome. 

NUT seems also to confer an advantage over proliferation when illegitimally expressed, as we 

have seen in three different cell lines, U2OS, A549 and A7R5. 

Thus, NUT protein, alone or fused with BRD4, is a Cancer/Testis antigen capable of 

negatively regulating somatic cells homeostasis, in which NUT regular functions for 

spermatogenesis can lead to tumorigenesis.  
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I) Structure, dynamique et plasticité de la chromatine 

 

   IA) Définition et structure de la chromatine  

 

      IA1) Définition 

La chromatine représente l’association entre la séquence d’acide désoxyribonucléique 

(ADN) et les protéines et acides ribonucléiques (ARNs) qui l’entourent et la structurent.  

La chromatine fut nommée ainsi par Walther Flemming en 1882 en référence au terme 

grec khroma signifiant coloré, suite à la visualisation par microscopie d’une structure dense 

au sein du noyau. Il décrivit pour la première fois les étapes d’une mitose grâce à la 

visualisation de la forme la plus compacte de la chromatine, les chromosomes (Flemming, 

1882; Paweletz, 2001). Cependant, la découverte de la chromatine peut être attribuée à 

Friedrich Miescher en 1869, lorsqu’il identifia la « nucléine », issue de pus de patients, 

composée d’une substance riche en phosphate, et présente dans toutes les cellules (Dahm, 

2008; Miescher, 1871). L’allemand Richard Altmann déterminera en 1889 que la nucléine 

présente les propriétés d’un acide et proposera le terme d’« acide nucléique ». Cependant, la 

composante protéique basique également détectée au sein de la nucléine, ultérieurement 

nommée « histones », intéressera préférentiellement les scientifiques de l’époque.  

En effet, au début du 20° siècle, le dogme d’une information héréditaire portée par les 

protéines était couramment admis. Cette théorie favorisait l’idée d’une information portée par 

les protéines, composées d’une séquence établie parmi 20 unités de base (acides aminés), bien 

plus complexe en apparence que l’ADN avec ses seulement 4 unités de base que sont les 

nucléotides A, T, G et C (Figure A, p16). La fonction de l’ADN restera inconnue ou tout du 

moins âprement débattue jusqu’au milieu du vingtième siècle, où les travaux d’Alfred 

Hershey et Martha Chase sur le phage T2 puis l’établissement de la structure de l’ADN par 

Watson et Crick imposeront définitivement l’ADN comme support de l’hérédité (Hershey & 
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Chase, 1952; Watson & Crick, 1953). Il est de nos jours clairement admis que l’information 

génétique codée par l’ADN est à la fois responsable de la diversité du monde du vivant mais 

également des similitudes entre espèces. Ainsi, chaque organisme possède une séquence 

d’ADN plus ou moins équivalente en fonction de leur parenté au sein du règne des espèces 

vivantes. La théorie de l’évolution chère à Darwin, basée sur les comparaisons des caractères 

phénotypiques plus ou moins similaires entre espèces, peut être associée à l’évolution de 

l’information génétique codée par l’ADN. La phylogénie moléculaire permet ainsi de 

classifier les organismes entre eux en fonction de la similarité de séquences particulières de 

leur ADN, nucléaire ou mitochondrial.  

Cependant, la génétique reste trop restreinte pour expliquer les diversités au sein d’une 

même espèce, voire d’un même organisme, à un temps donné comme au cours de sa vie. En 

effet, toutes les cellules présentes au sein d’un même individu sont à priori strictement 

composées d’une séquence identique d’ADN. 

 

 

Figure A : Représentation shématique de la double hélice d’ADN et d’un brin 

d’ARN, et les différents nucléotides les composant. (issu du site wikipédia) 
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Il faut donc ajouter un second paramètre à l’information génétique codée par l’ADN, 

qui peut être assimilé à « l’épigénétique ».  

Ce terme, dont la définition est attribuée à Conrad Weddington en 1942, servait 

jusqu’à récemment de « fourre-tout » aux phénomènes héréditaires inexpliqués par la simple 

génétique (Goldberg et al, 2007; Holliday, 2006). Pour Weddington, à la fois généticien et 

biologiste du développement, l’épigénétique était « la branche de la Biologie qui étudiait les 

interactions entre les gènes et leurs produits qui transforment le phénotype en un être » 

(Figure B, p18). Il essayait ainsi de comprendre comment des modifications 

environnementales (températures ou drogues) pouvaient influer sur le développement d’un 

organisme (Waddington, 1942).  

De nos jours, une définition admise de l’épigénétique est l’étude des changements 

héritables dans la régulation de l’information codée par les gènes, transmis d’une génération 

(de cellules ou d’un organisme) à la suivante, et qui ne découlent pas de modifications de la 

séquence d’ADN nucléaire. Elle représente également l’étude des phénomènes impliqués dans 

le processus de développement d’un organisme. Ainsi, les protéines et ARNs qui composent 

la chromatine sont également vecteurs d’une information qui va permettre de réguler 

l’expression de gènes spécifiques et ainsi établir un programme d’expression génétique propre 

à chaque cellule. En effet, une cellule neuronale n’utilisera qu’une partie spécifique de 

l’information codée par l’ADN, propre et indispensable à sa fonction, et différente de celle 

d’une cellule du foie par exemple. De plus, une seule et même cellule pourra arborer un 

programme d’expression différent au cours de sa vie. La chromatine va ainsi permettre de 

sélectionner l’expression des gènes nécessaires ou réprimer ceux inutiles à la fonction de la 

cellule.  

Quelle est la structure de la chromatine et comment est-elle modulable afin d’apporter 

une information supplémentaire à celle de l’ADN ? 

 

      IA2) Le nucléosome, unité de base de la chromatine 

L’élément de base de cette compaction de la chromatine est le nucléosome. Son 

existence a été découverte dans les années 1970, suite à la digestion de l’ADN par des 
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nucléases et l’obtention de fragments résiduels d’environ 200 paires de bases et leurs 

multiples (Williamson, 1970). Une digestion plus fine permit d’isoler un complexe de poids 

moléculaire de 200kD, composé d’ADN et de protéines. Peu de temps après, l’enchaînement 

des nucléosomes en « collier de perles » a pu être visualisé grâce au progrès de la microscopie 

(Figure C, p19) (Olins & Olins, 1974; Oudet et al, 1975). La même année, Kornberg 

proposera l’existence d’une unité de base au sein du noyau, de deux cents paires de base 

d’ADN complexées avec 4 paires d’histones, ce que Pierre Chambon appellera en 1975 le 

nucléosome (Kornberg, 1974). 

Les 4 histones majoritaires qui composent ce nucléosome furent identifiées dès 1965, 

nommées ensuite H2A, H2B, H3 et H4, ainsi qu’une cinquième histone abondante, H1 

(Phillips & Johns, 1965). Ces histones sont des protéines de petites tailles (100 à 130 acides 

aminés), bien conservées au cours de l’évolution, et très basiques du fait de leur grande 

proportion en Arginine et Lysine. 

 

 

Figure B : le paysage épigénétique 

Confrontation historique entre une vision déterminée d’un paysage à une seule 

issue (a) et d’un paysage à plusieurs issues (b). (D’après Weddington, image issue 

de Nature Reviews Genetics 3, 889-895, 2002) 
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La structure du nucléosome a été définie en 1984 par Richmond et sa résolution à 7 Å 

a depuis été améliorée (Figure D, p20) (Richmond et al, 1984). Chaque histone possède un 

domaine globulaire central capable d’interagir et de former des hétérodimères entre 

H2A&H2B et H3&H4 par une interaction dite en « poignée de main ». Ces hétérodimères 

vont ensuite pouvoir s’associer entre eux et former ainsi des tétramères, puis le cœur du 

nucléosome en tant qu’octamère. L’histone H3 joue un rôle pivot dans la structuration 

générale du nucléosome, car un axe de symétrie traverse le nucléosome au niveau de 

l’interface entre les deux molécules d’H3 (Luger et al, 1997).  

Les parties N terminales des histones, appelées queues N terminales, sortent du 

cylindre plat et compact formé par les domaines globulaires. Elles ne présentent aucun signe 

particulier de structuration, excepté le fait que les queues d’H3 et H2B sortent via le sillon 

mineur de l’ADN. 

 

Figure C : Structure de la chromatine 

Représentation shématique des différents niveaux de compaction de la chromatine et 

visualisation en microscopie de leurs correspondances in vivo. (issu de Pearson Education) 
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Les queues N terminales sont clairement exposées à l’extérieur de la partie centrale, ce 

qui leur confère une grande accessibilité : ceci est à mettre en relation avec les nombreuses 

modifications post traductionnelles retrouvées sur leurs acides aminés, que nous détaillerons 

plus loin (Khorasanizadeh, 2004). 

Le nucléosome est ainsi formé par l’enroulement de 146 paires de bases d’ADN 

autour des histones de cœur. L’ensemble est maintenu  par un jeu d’interactions 

électrostatiques et de liaisons hydrogènes entre les groupements phosphate de l’ADN et les 

histones, et par des contacts non polaires avec le sucre désoxyribose de l’ADN et les histones 

(Khorasanizadeh, 2004). Comme aucun contact direct n’existe entre les bases azotées et les 

histones, le nucléosome ne présente aucune spécificité à la séquence d’ADN. Cependant, il a 

été observé que certaines séquences d’ADN semblent permettre le positionnement non 

aléatoire des nucléosomes le long de d’ADN. Ces séquences modifieraient la courbure de la 

double hélice d’ADN, en partenariat avec certaines modifications épigénétiques et l’activité 

de facteurs de remodelage de la chromatine que nous présenterons ultérieurement (Segal & 

Widom, 2009).  

Une cinquième histone est l’histone de liaison, nommée H1, dont il existe de 

nombreuses isoformes (Khochbin, 2001). Les histones de liaison comportent trois parties : 

une courte zone N terminale riche en lysine, un domaine globulaire central, et une très longue 

queue C terminale non structurée. 

 

Figure D : Structure d’un nucléosome (issu de Lodish et al. , 2000) 
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 Contrairement aux extrémités, le domaine globulaire est très conservé, et est structuré 

par un motif dit « wing-hélice ». Il serait positionné à l’endroit où l’ADN entre et sort du 

nucléosome et n’interagit pas avec les histones de cœur (Zhou et al, 1998). Les extrémités N 

et C terminales interviendraient dans l’organisation internucléosomale et la structuration de la 

chromatine à des niveaux supérieurs. 

Contrairement aux histones de cœur, aucune histone de liaison n’est, à elle seule, 

essentielle à la survie cellulaire. L’invalidation de plusieurs gènes codant des histones de 

liaison a révélé une certaine redondance entre les différentes isoformes, ainsi qu’un 

mécanisme de régulation complexe entre histones de liaison et structure chromatinienne 

(Khochbin, 2001; Robinson & Rhodes, 2006).  

 

      IA3) Les autres niveaux de structuration de la chromatine 

Le nucléosome constitue un premier niveau de structuration de la chromatine. Leur 

alignement le long de l’ADN forme le collier de perle, appelé également fibre de 11 nm 

(nanomètres). 

Les niveaux supérieurs d’organisation des fibres de chromatine ont été visualisés dans 

différentes conditions salines (Thoma et al, 1979). A une force saline basse, la chromatine se 

structure en collier de perles. A une force saline plus élevée (100 mM NaCl), elle forme un 

cylindre irrégulier d’environ 30 nm de large, communément appelé fibre de 30 nm.  

Il y a en fait plus de trente ans, Finch et Klug ont été les premiers à proposer que le 

nucléosome, en présence de l’histone de liaison H1 ou d’ions Mg2+, est structuré en fibre de 

chromatine de 30 nm (Finch & Klug, 1976). Dans leur modèle dit de “solénoïde” les 

nucléosomes consécutifs se localisent les uns à proximité des autres dans la fibre, formant une 

hélice simple. Depuis, cette fibre de 30 nm a été observée par microscopie électronique par de 

nombreux groupes, mais sa structure intrinsèque est encore âprement débattue. Deux écoles 

principales co-existent, l’une en faveur de l’hélice simple solénoïde et la seconde en faveur 

d’une hélice à double brin. Dans ce second modèle, les nucléosomes sont arrangés en zigzag 

entre eux, de sorte à former une hélice double brin dont chaque nucléosome se retrouve à 

proximité du nucléosome n+2 et non n+1 (Figure E, p23).  
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Les travaux de Richmond et collaborateurs, à partir de modèles à douze nucléosomes, 

vont en faveur de la conformation en zigzag et double hélice (Dorigo et al, 2004). Ils ont de 

plus résolu la structure d’un tétra-nucléosome à 9 Å qui confirme leur modèle en zigzag 

(Schalch et al, 2005). Plus récemment cependant, l’observation en microscopie cryo-

électronique du réassemblage in vitro d’une fibre de chromatine régulière, à partir de 

répétition de nucléosomes et de l’histone de liaison H5 d’érythrocytes de poulet, suggère une 

structure solénoïdale inter-digitalisée, où le nucléosome « n » interagit avec les nucléosomes 

« n+5 et n+6 » (Robinson et al, 2006; Robinson & Rhodes, 2006). Ces résultats 

contradictoires peuvent s’expliquer par la présence des différentes histones de liaison 

existantes et par les variations de structure qu’elles peuvent générer. Il est aussi tout 

simplement possible que les deux formes de fibres de 30 nm coexistent au sein d’une même 

chromatine (Grigoryev et al, 2009).  

Cependant certaines données in vivo remettent en question l’existence même de cette 

fibre de 30 nm, arguant qu’elle découlerait d’un artéfact dû aux travaux in vitro réalisés avec 

de faibles quantités d’enchaînement de nucléosomes et sur fibre isolée. En effet, des 

observations par microscopie cryo-électronique sur coupes vitrifiées semblent infirmer 

l’existence de ces fibres figées de 30 nm, en faveur d’une structure dynamique « inter-

fibres ». Ainsi, la forte concentration de nucléosome in vivo entraînerait les croisements des 

fibres de 11 nm entre elles en un mélange à priori hétérogène de polymères (Eltsov et al, 

2008). Plusieurs articles confortent cette idée, notamment les travaux de Dekker qui, par une 

combinaison de la technique de capture de conformation de chromosome (3C) et 

d’assemblage de polymères, montre que la chromatine des domaines transcriptionnellement 

actifs de levure ne forme pas de fibre compacte de 30 nm, mais plutôt un arrangement relâché 

de nucléosomes. De plus, il montre que les régions avoisinantes plus compactes sont 

cependant de densité de masse encore inférieure à celle attendue pour la fibre de chromatine 

de 30 nm (Dekker, 2008). 

Les niveaux supérieurs d’organisation des fibres de chromatine sont encore moins 

connus, car moins accessibles par les méthodes actuelles d’investigation. On suppose que la 

fibre de 30 nm (ou celle de 11 nm) forme de grandes boucles, elles mêmes repliées en sous 

domaines chromosomiques, détectables en interphase (Figure C, p19). Ainsi des domaines 

sous-chromosomiques peuvent être distingués dans des cellules humaines (Cremer & Cremer, 

2001; Taddei et al, 2004).  
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Enfin, le chromosome métaphasique observé en mitose représente le niveau de 

compaction maximal et est capable d’être à la fois résistant, maniable et compact pour assurer 

une bonne ségrégation du matériel génétique entre les deux cellules filles (animations : (Kyrk, 

2010a; Kyrk, 2010b).  

A l’intérieur même du noyau, la chromatine va pouvoir se présenter sous différentes 

conformations, afin de faciliter le fonctionnement de la machinerie cellulaire. Des régions 

vont être extrêmement compactées, alors que d’autres seront au contraire peu denses, 

permettant une association plus aisée à l’ADN, et ceci de manière modulable au cours de la 

vie cellulaire. Ainsi, la chromatine n’est pas une structure homogène et figée dans le temps. 

 

 

Figure E : Représentation de la fibre de 30 nm en solénoïde à un ou deux départs. (issu du 
journal Current Opinion in Cell Biolology) 
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   IB) Dynamique et plasticité de la chromatine 

 

      IB1) Organisation structurelle de la chromatine 

L’ADN contenu dans un noyau d’une cellule humaine est composé d’environ 30 000 

gènes, repartis au sein de 23 paires de chromosomes pour un total de 6,4 milliards de paires de 

nucléotides. L’ADN est une macromolécule de taille conséquente, d’environ 2 mètres de long 

mis bout à bout, pour 2,5 nm de large, et tout le génie d’une cellule réside dans sa capacité à 

maintenir une si grande quantité d’ADN au sein de l’espace si restreint d’un noyau cellulaire, 

voire encore plus pour les spermatozoïdes. Une image couramment utilisée pour se 

représenter une échelle de taille est que si l’on compare le noyau d’une cellule à une orange, 

l’ADN replié à l’intérieur peut être assimilé à une pelote d’un long fil de pêche d’environ 

20kms. La cellule doit donc structurer son ADN sans s’emmêler, tout en restant capable 

d’accéder à n’importe quel moment à l’information codée par un gène précis. Ceci réclame 

une étroite collaboration entre l’ADN et les protéines structurantes de la chromatine, afin de 

permettre l’accès en temps voulu à la machinerie cellulaire pour diverses activités telles que la 

réplication, la transcription, la réparation, etc… 

Ainsi, la chromatine n’est pas organisée de manière chaotique au sein du noyau. En 

1928, Heitz remarqua que certaines zones du noyau cellulaire sont plus denses que d’autres. Il 

a introduit le terme d’euchromatine, représentant la chromatine lâche, et d’hétérochromatine, 

représentant les zones denses et compactes. Par la suite, l’euchromatine a été décrite comme 

associée à une transcription active des gènes, alors que la transcription est majoritairement 

réprimée au sein de l’hétérochromatine. On distingue deux sous-catégories 

d’hétérochromatine, en fonction de leur stabilité : l’hétérochromatine constitutive ou 

l’hétérochromatine facultative. 

Toutes les cellules d’une même espèce vont regrouper des régions similaires de l’ADN 

sous la forme d’une hétérochromatine constitutive. Par exemple pour l’Homme, les 

chromosomes 1, 9 16 et Y contiennent de larges régions d’hétérochromatine constitutive, 

majoritairement réprimées. Cette hétérochromatine constitutive est généralement constituée 

de séquences répétées, et semble jouer un rôle préférentiel de structuration de régions telles 
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que les centromères et télomères. Elle peut également avoir un impact direct sur l’expression 

des gènes à proximité, en les réprimant plus ou moins en fonction de la propagation de 

l’hétérochromatine. L’exemple le plus connu de cet effet de position est celui du gène white 

chez la drosophile qui, suite à une inversion sur le chromosome X, se retrouve à proximité de 

l’hétérochromatine péricentrique et devient réprimé, entraînant un mosaïcisme blanc-rouge de 

couleur des yeux (Dorer & Henikoff, 1994; Schultz, 1936). Chez les mammifères, les 

centromères et régions péricentromériques s’associent généralement entre elles, formant des 

foyers appelés chromocentres (Taddei et al, 2004).  

L’hétérochromatine facultative quant à elle n’est pas répétée, et peut structurer des 

régions d’ADN différentes au sein de cellules d’une même espèce. Bien qu’elle partage la 

même structure compactée que l’hétérochromatine constitutive, elle peut se décondenser sous 

certaines conditions et permettre ainsi la transcription de gènes normalement réprimés.  

La formation de l’hétérochromatine est un moyen de réprimer spécifiquement 

certaines régions du génome, et participe ainsi à l’élaboration d’un programme génétique 

propre à chaque cellule. Cette organisation de la chromatine est donc extrêmement régulée et 

fait appel à de nombreux acteurs épigénétiques que nous détaillerons plus loin. 

 

      IB2) Organisation spatiale de la chromatine 

Une façon de faciliter le contrôle des différents processus nucléaires est d’envisager 

une organisation spatiale de la chromatine au sein du noyau. Les foyers de transcription 

détectables en immunofluorescence par détection des ARNms ou de la RNA polymérase II 

laissent supposer l’existence « d’usines à transcription », où des gènes actifs issus de 

chromosomes différents peuvent se relocaliser afin de faciliter leur transcription. Grâce à la 

combinaison de la fluorescence par hybridation in situ en 3D et de la technique de capture 

conformationnelle de la chromatine (3C), l’équipe de P. Fraser a pu démontrer une 

colocalisation dynamique des gènes transcrits au sein de sites actifs de transcription (Osborne 

et al, 2004). De plus, plusieurs travaux suggèrent une corrélation entre la disposition spatiale 

de régions riche en gènes et leur transcription. Ces régions seraient le plus souvent exclues 

des « territoires chromatiniens » localisés au centre du noyau, et les régions préférentiellement 
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transcrites ont une tendance à se retrouver en périphérie nucléaire (Mahy et al, 2002). Enfin, 

L. Finlan et collègues ont montré en 2008 que la relocalisation forcée d’une région 

chromatinienne en extrême périphérie nucléaire semblait au contraire réprimer la transcription 

des gènes ciblés. Ils ont pour cela fusionné la protéine Lap2b de la membrane nucléaire avec 

la protéine de répression lac d’Escherichia coli (lacl), et ils ont intégré au sein de 

chromosomes des séquences de l’opéron LacO, auxquelles s’associent fortement la protéine 

lacl. Ils ont ainsi pu détecter une baisse de l’expression des gènes situés à +/- 5Mb de 

l’insertion LacO du chromosome relocalisé en périphérie nucléaire (Finlan et al, 2008).      

Le nucléole constitue également un compartiment chromatinien particulier : la 

transcription des gènes ribosomaux est regroupée en son centre, dit composant fibrillaire. La 

structuration des ARN ribosomaux s’effectue à proximité, dans le compartiment fibrillaire 

dense, et la maturation finale des ribosomes a lieu dans la zone extérieure du nucléole, le 

compartiment granulaire (Raska, 2003; Shaw & Jordan, 1995). 

Les télomères, situés aux extrémités des chromosomes, adoptent une structuration 

particulière qui protège l’ADN de la machinerie de réparation des cassures doubles brins. 

Chez la levure, les télomères se regroupent en quelques foyers présents à proximité de 

l’enveloppe nucléaire (Funabiki et al, 1993; Gotta et al, 1996). Chez les mammifères, les 

télomères seraient distribués de manière aléatoire au sein du noyau (Luderus et al, 1996). 

Cependant, des études basées sur de l’imagerie en temps réel ont montré une association 

transitoire de deux ou trois télomères dans des fibroblastes humains (Molenaar et al, 2003). 

L’enveloppe nucléaire interagit avec la chromatine et est impliquée dans la régulation 

de l’expression des gènes. L’invalidation du gène codant un de ses principaux constituants, la 

lamine A, conduit à une désorganisation de l’hétérochromatine centromérique (Sullivan et al, 

1999). Le corpuscule de Barr, résultant de la compaction du second chromosome X chez la 

femme, est quant à lui retrouvé systématiquement en périphérie du noyau.  

Le phénomène de la mitose est également un processus nécessitant une réorganisation 

structurelle et spatiale de la chromatine. Apres s’être condensés en une structure 

chromatinienne extrêmement compacte, les chromosomes s’alignent au niveau de la plaque 

équatoriale. Les chromatides sœurs qui composent le chromosome sont soudées au niveau de 

leurs centromères grâce à la cohésine et les kinétochores qui se forment au niveau des 

centromères vont pouvoir se connecter aux microtubules suite à la dissociation de l’enveloppe 
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nucléaire. Les chromatides sœurs vont alors pouvoir être séparées et déplacées aux deux pôles 

de la cellule et se décondenser une fois la mitose terminée pour permettre l’expression des 

gènes nécessaires aux deux cellules filles.  

Enfin, les récents travaux de l’équipe d’A. Dernburg sur C. elegans démontrent que 

l’appariement des chromosomes méiotiques homologues permettant la formation des 

complexes synaptonémaux requérait une connexion avec le réseau intègre de microtubules. 

Ainsi, il semblerait que l’organisation spatiale de la chromatine puisse être contrôlée 

directement pas le cytosquelette depuis l’extérieur du noyau (Sato et al, 2009). 

Cette plasticité de la chromatine, et la régulation de l’expression des gènes qui en 

découle, est directement corrélée à l’épigénome, vecteur d’une information épigénétique. 

Cette information épigénétique est véhiculée par différents types de marquages de la 

chromatine, capables d’être modifiés, décryptés et d’engranger différents processus cellulaires 

précis. Le chapitre suivant détaillera les différentes façons qu’utilise la machinerie 

épigénétique pour façonner une information additionnelle à celle du code génétique. 

 

II) L’information épigénétique et ses acteurs  

 

   IIA) Présentation de l’épigénome 

 

De nos jours, l’épigénétique fait référence à la fois aux changements héritables de 

l’activité et de l’expression de gènes de la descendance d’une cellule ou d’un individu, et aux 

changements stables sur le long terme du programme transcriptionnel d’une cellule, sans pour 

autant être nécessairement transmis aux cellules filles. Ainsi, l’épigénétique représente 

l’ensemble des mécanismes permettant à une cellule de faire face aux différents événements 
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de sa vie (différenciation, stress, etc…) en modulant son programme d’expression génétique 

(Bird, 2007). Un des champs de recherche particulièrement intéressant de ces dernières 

années est l’étude de l’importance de l’épigénétique dans le maintien de l’état indifférencié 

des cellules souches, et la façon dont on peut intervenir pour différencier ou dédifférencier des 

cellules diverses, avec tout l’espoir thérapeutique que cela implique (Surani, 2001). Une étude 

récente démontre également que malgré nos capacités actuelles à obtenir des cellules souches 

pluripotentes induites (« ips » ou induced pluripotent stem cells), ces cellules conservent 

encore une « mémoire épigénétique » de certaines marques les amenant plus naturellement à 

se différencier par la suite en cellules de lignée similaire à la cellule originale (Kim et al, 

2010). C’est également elle qui rend incertain le devenir équivalent des vrais jumeaux, malgré 

un ADN identique (Qiu, 2006). 

Les modifications de l’information épigénétique sont à la fois stables et modulables 

par un grand nombre de facteurs cellulaires, reflétant un état physiologique ou pathologique 

de la cellule ainsi qu’une adaptabilité à son environnement. En comparaison du génome qui 

représente l’ensemble des gènes transcrits d’une cellule, l’épigénome représente l’ensemble 

des marques et modifications épigénétiques d’une cellule. Cet épigénome est propre à chaque 

cellule à un instant t, et influe directement sur le génome et donc sur le programme génétique 

usité par la cellule. Il existe trois classes majeures d’information épigénétique : la méthylation 

de l’ADN, les ARN non codants et les modifications de la chromatine (Figure F, p29). Cette 

dernière classe comprend les variants d’histones, capables de conférer des spécificités aux 

nucléosomes où ils sont intégrés, et les modifications post traductionnelles des histones.  

Il est également parfois admis que les prions soient une forme d’information 

épigénétique : ce sont des protéines capables d’induire le changement conformationnel d’une 

protéine identique, mais repliée différemment, de manière transmissible d’une cellule à une 

autre. Un exemple de prion est notamment la protéine Prp dont la conformation Prp-sp est à 

l’origine de l’encéphalopathie spongiforme (Ross et al, 2005). 

Il est important de noter qu’il existe une grande connectivité entre ces différentes 

informations épigénétiques : de nombreux travaux mettent en évidence une synergie et un 

enchaînement de modifications épigénétiques pour arriver in fine à la régulation spécifique de 

l’expression du génome. Ces différents mécanismes font appel à toute une batterie de facteurs 

et de complexes : les  « écrivains » et les « effaceurs», capables de modifier les marques 
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épigénétiques ; les « lecteurs et recruteurs » capables de reconnaître une ou plusieurs marques 

épigénétiques et de cibler ainsi des régions spécifiques de la chromatine afin d’y recruter 

différents complexes protéiques ; les « effecteurs » capables de remanier la chromatine et/ou 

d’entraîner différents processus biologiques (Goldberg et al, 2007). La suite de ce chapitre 

s’efforcera de détailler ces différentes marques et informations épigénétiques. 

 

 

Figure F : L’épigénome, un second niveau d’information. 

La chromatine rajoute une information à celle de l’ADN, sous la forme de méthylation de 

l’ADN, de modifications post-traductionnelles des histones et des ARN non codants. (issu de 

Nature 454, 711-715, 7 August 2008) 
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   IIB) Les différentes informations épigénétiques et leurs 

acteurs 

 

      IIB1) La méthylation de l’ADN 

La méthylation de l’ADN est retrouvée dans le génome de tous les animaux, des 

plantes à fleurs, certains eumycètes, ainsi que chez les archées et dans de nombreuses souches 

bactériennes (Goll & Bestor, 2005). Cette modification consiste en l'ajout d'un groupement 

méthyle (–CH3) à la place d’un atome d'hydrogène au niveau d’un azote ou d’un carbone de 

la molécule d’ADN. Bien que les quatre bases azotées de l’ADN puissent être méthylées, 

l'adénine est la plus fréquemment modifiée chez les procaryotes et la cytosine chez les 

eucaryotes. Chez les procaryotes, la méthylation est portée préférentiellement au niveau du 

sixième azote de l’adénine, alors que chez les eucaryotes cette modification covalente est 

ajoutée au niveau du cinquième carbone des cytosines.  

Bien que la méthylation de l’ADN soit un mécanisme de régulation épigénétique 

largement répandu, les génomes sont méthylés de façons différentes chez les organismes. 

Chez les animaux, cette méthylation se fait principalement de façon symétrique sur les 2 brins 

complémentaires de l’ADN, sur les cytosines des dinucléotides CG. Entre 70 et 80% des 

CpGs sont méthylés chez les mammifères. Le reste des CpGs non méthylés ne se retrouve pas 

aléatoirement sur le génome et forme ce que l’on appelle les îlots CpG, principalement 

regroupés au niveau des régions 5’ régulatrices des gènes. La méthylation de l’ADN chez les 

plantes peut se faire à la fois de façon symétrique sur les cytosines des CG ou CHG (H étant 

A, T ou C), ou de manière asymétrique dans un contexte CHH. Chez les plantes, les 

proportions de cytosines méthylées au sein des nucléotides CG, CHG et CHH sont 

respectivement de 24, 6,7 et 1,7% (Cokus et al, 2008).   

La méthylation d’une cytosine est une réaction très peu favorable en solution (Chen et 

al, 1991). Cette modification est ajoutée à l’ADN par une famille de protéines très conservées, 

appelées DNA cytosine-5 methyltransferase (DNMT). Les DNMTs utilisent le S-adénosyl-L-

méthionine pour déposer un groupement méthyl sur le carbone 5 d’une cytosine et déforment 
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localement l’ADN afin d’avoir accès à la cytosine ciblée. Le ciblage des DNMTs sur les 

cytosines à méthyler se fait de plusieurs façons. Chez les plantes, la méthylation de novo 

utilise un système de reconnaissance dirigée par ARN (Wassenegger et al, 1994). Chez les 

animaux, les cytosines, hormis celles au sein des îlots CpG, sont globalement toutes 

méthylées au cours de l’embryogenèse par DNMT3A et DNMT3B. De plus, suite à une 

déméthylation active au cours du développement des cellules germinales, la méthylation de 

novo des gènes soumis à l’empreinte est opéré par DNMT3A. Dans ce contexte, la protéine 

interagit avec DNMT3L, catalytiquement inactive mais capable de stimuler DNMT3A et 

d’interagir avec les histones H3 non méthylées sur leur Lysine 4 (H3K4). Les éléments 

transposables sont quant à eux méthylés via un système impliquant les piRNAs, bien que le 

mécanisme précis reste encore à déterminer (Aravin et al, 2008; Kuramochi-Miyagawa et al, 

2008). De manière intéressante, les protéines de la famille Piwi peuvent être méthylées au 

niveau d’arginines, et interagir alors avec des protéines à domaine TUDOR, ceci semblant 

orienter leur spécificité envers certains piRNAs (Vagin et al, 2009).  

La méthylation de l’ADN est une modification essentielle à la survie des cellules 

eucaryotes supérieures, car la suppression des DNMTs est létale (Li et al, 1992; Okano et al, 

1999). Les cytosines méthylées peuvent spontanément se déaminer pour former une thymine. 

Les CpGs tendent donc à disparaître avec le temps pour former des TpGs, ce qui expliquerait 

la faible quantité réelle de CpG comparativement à celle attendue statistiquement (21%). 

La méthylation de l’ADN a un rôle différent chez les organismes procaryotes et 

eucaryotes. Chez les bactéries, la méthylation de l’ADN est un véritable mécanisme de 

défense contre les infections de phages, permettant la discrimination entre l’ADN endogène et 

l’ADN de l’agent infectieux, grâce à un système de méthylases et d’enzymes de restriction 

méthyle-sensitives capable de dégrader tout ADN étranger non correctement méthylé (Goll & 

Bestor, 2005). La méthylation de l’ADN est également utilisée comme un moyen de contrôler 

la fidélité de la réplication. En effet, au cours de la réplication de l’ADN, le brin néo-

synthétisé n’est pas immédiatement méthylé et permet ainsi de discriminer le brin parental 

afin qu’il serve de référence à de possible corrections d’erreurs de réplication par le système 

de réparation des mésappariements (Cooper et al, 1993). 

Chez les organismes eucaryotes, la méthylation joue un rôle régulateur de l’expression 

des gènes et stabilise le génome en limitant l’activation des transposons. La majeure partie de 
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l’ADN méthylé eucaryote est formée de séquences répétées. Les transposons constituent 45% 

du génome humain (Smit & Riggs, 1996). Leur méthylation inactive l’expression des gènes 

nécessaires à leur propagation, limitant ainsi les risques de mutagenèse par insertion dans une 

zone codante (Goll & Bestor, 2005). En effet, l’invalidation de DNMTs chez Arabidopsis 

thaliana et chez la souris conduit à la réactivation des gènes codés dans les transposons 

(Bourc'his & Bestor, 2004; Lippman et al, 2004 ).  

La méthylation de l’ADN est également un point clé de la régulation de l’expression 

des gènes. 76% des promoteurs des gènes humains contiennent des îlots CpG et leur 

méthylation est une marque forte de répression de la transcription (Davuluri et al, 2001). La 

méthylation d’un site peut réprimer directement la transcription en bloquant la fixation de 

facteur de transcription (Watt & Molloy, 1988). De nombreux sites de méthylation sont 

retrouvés à l’intérieur même des gènes, au niveau d’introns et d’exons (Klose & Bird, 2006). 

Cette méthylation perturberait l’étape d’allongement de l’ARN par l’ARN polymérase II car 

l’introduction d’un site de méthylation ectopique dans une zone transcrite baisse le taux de 

transcription du gène (Lorincz et al, 2004). Un autre mode de répression fait appel à une 

famille de protéines, appelée MBP (Methyl CpG Binding Protein), capable de reconnaître les 

îlots CpG méthylés. Historiquement la protéine fondatrice de cette famille est MeCP2, un 

répresseur fort de l’expression de certains gènes neuronaux. Une mutation de cette protéine 

est à l’origine du syndrome de Rett, maladie neurologique se traduisant par un comportement 

proche de celle de l’autisme et par des problèmes psychomoteurs. MeCP2 contrôle in vivo le 

taux de transcription de certains gènes exprimés dans le cerveau, via le complexe répresseur 

Sin3A (Nuber et al, 2005; Tudor et al, 2002). MBD1 réprime la transcription via une 

modification post traductionnelle d’histone, la méthylation de la lysine 9 de l’histone 3. Lors 

de la réplication, MBD1 reconnaîtrait l’ADN méthylé et recruterait l’enzyme SETDB1, qui 

méthylerait H3K9 (Sarraf & Stancheva, 2004). MBD2 est impliquée dans la tumorigénèse 

(Sansom et al, 2003) et dans la différenciation des lymphocytes T helper lors de leur 

activation. MBD2 réprime la transcription de plusieurs gènes en se fixant sur une séquence 

méthylée de leurs promoteurs et en recrutant le complexe répresseur NURD (Hutchins et al, 

2002). MBD4 quant à elle possède une activité ADN glycosylase et est impliquée dans la 

déméthylation active de l’ADN (Hendrich et al, 1999). Cette famille regroupe encore les 

protéines récemment caractérisées MBD5 et MBD6, qui ne semblent pas être capable de 

s’associer à l’ADN méthylée (Laget et al, 2010).  
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Deux autres classes de protéines sont capables de s’associer à l’ADN méthylé, la 

famille de UHRF1 et UHRF2 grâce à leur domaine SRA, et la famille de Kaiso, ZBTB4, et 

ZBTB38, grâce à trois domaines à doigt de zinc. UHRF1 interagit avec les DNMTs et 

participe ainsi à la méthylation de novo et de maintien de l’ADN (Meilinger et al, 2009; 

Sharif et al, 2007). Kaiso interagit avec le complexe N-CoR, et cible ainsi ce complexe 

répresseur au niveau des zones méthylées (Yoon et al, 2003). ZBTB4 et ZBTB38 sont 

associées à une répression de la transcription (Filion et al, 2006). 

Globalement ces protéines, véritables « lecteurs » de la méthylation de l’ADN, vont 

agir ou recruter des facteurs afin d’apporter de nouvelles marques épigénétiques et/ou une 

activité de remodelage de la chromatine rendant inapte à la transcription la région génomique 

ciblée.  

La méthylation de l’ADN est également impliquée dans les phénomènes dits 

d’empreinte parentale (Delaval & Feil, 2004). Elle est responsable d’une régulation 

différentielle de l’expression des deux allèles d’un petit nombre de gènes regroupés sur le 

génome (Morison et al, 2005). Ainsi, certaines zones sont dites soumises à empreinte 

maternelle, car seuls certains allèles maternels sont exprimés, et les allèles paternels 

correspondants sont réprimés. De la même manière, on parle d’empreinte paternelle lorsque 

les allèles d’origine paternelle sont exprimés alors que les allèles maternels sont réprimés 

(Delaval & Feil, 2004; Morison et al, 2005).  

L’étude détaillée de certains loci fait ressortir que l’état de méthylation d’une région 

régulatrice, appelée ICR (Imprinting Control Region), est au sommet de la cascade de 

régulation. La méthylation de l’ICR d’un allèle empêcherait la fixation de facteurs de 

régulation, capable de se lier sur un ICR non méthylé. De plus, le niveau de méthylation de 

chaque ICR est corrélé aux modifications post traductionnelles des histones associées 

(Umlauf et al, 2004). 

Une fois établi, le profil global de la méthylation de l’ADN doit être maintenu 

stablement pour assurer la répression des transposons et préserver l’identité de la cellule. 

Chez les mammifères, ce maintien est assuré par DNMT1.  

Lors de la réplication, DNMT1 copie les marques de méthylation du brin matrice sur 

le brin néosynthétisé. En effet, DNMT1 interagit avec les composants de la machinerie de 
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réplication. Il copierait les marques de méthylation au cours de la propagation de la fourche 

de réplication (Rountree et al, 2000), et permettrait le maintien des marques de méthylation 

existantes dans les cellules filles. Il a été récemment mis en évidence une association indirecte 

de DNMT1 à la chromatine, critique à sa fonction, via l’interaction avec la protéine UHRF1, 

dont une mutation entraîne une baisse sévère de la méthylation de l’ADN (Bostick et al, 2007; 

Sharif et al, 2007). Le domaine SET-or-RING-associated (SRA) de cette protéine est capable 

d’interagir spécifiquement avec les dinucléotides CG hémimethylés.  

Chez les plantes, les homologues des différentes protéines animales existent, ce qui 

laisse supposer un mécanisme similaire. La méthylation asymétrique des nucléotides CHH, 

semble résulter d’une constante méthylation de novo par DRM2 et RrDM. CMT3 est quant à 

elle responsable du maintien de la méthylation des nucléotides CHG (Lindroth et al, 2001) et 

il existe une relation étroite entre la méthylation de la lysine 9 de l’histone H3 (H3K9), une 

marque d’hétérochromatine, et la méthylation de l’ADN. En effet, CMT3 possède un domaine 

de reconnaissance de H3K9 méthylée, et une des protéines méthyltransférases de H3K9, 

SUVH4, possède un domaine de reconnaissance des CHG méthylés (Johnson et al, 2007; 

Lindroth et al, 2004). 

Bien que la méthylation de l’ADN soit une marque épigénétique stable, une baisse du 

taux de méthylation est détectée au cours du développement aussi bien chez les animaux que 

chez les plantes. Par exemple, une baisse globale de la méthylation est observée dans les 

cellules germinales primordiales, ainsi qu’après la fertilisation au cours des étapes du 

développement préimplantatoire. Dans ces deux cas, cette baisse de répression semble 

corrélée à un regain de potentiel des cellules, comparable à une dédifférenciation. Cette nette 

baisse peut résulter d’un phénomène passif sans véritable maintenance de l’ADN après 

réplication, ou par le remplacement actif de la cytosine méthylée.  

Chez les plantes, la déméthylation active se fait grâce à une activité ADN glycosylase, 

en partenariat avec le système de réparation par excision de base. Chez A. thaliana, la famille 

des ADN glycosylases comporte 4 membres, DME, ROS1, DML2 et DML3. Une mutation 

d’une de ces protéines entraine une hausse de la méthylation globale et elles ont été montrées 

comme capables d’exciser une cytosine méthylée in vitro et in vivo (Morales-Ruiz et al, 

2006). Ces enzymes sont capables de casser les ponts N-glycosidiques, excisant la base, puis 

l’ossature de l’ADN par une activité de lyse apyrimidique. Ce trou d’un nucléotide, va ensuite 
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être réparé par la voie de réparation par excision de base (Gehring et al, 2009). Chez les 

animaux, les homologues des ADN glycosylases n’ont pas été identifiés et les données 

actuelles prêtent à controverse. Cependant, les protéines AID et APOBEC1 sont exprimées 

dans les cellules subissant une forte déméthylation, et catalysent la déamination des cytosines 

méthylées, résultant en un mésappariement T/G. Il pourrait donc exister un mécanisme 

couplant la déamination des cytosines méthylées par AID et APBOEC1 avec l’activité 

thymine glycosylase de MBD4 (Morgan et al, 2004; Rai et al, 2008). Une étude montre que 

MBD4, une fois phosphorylée, est capable d’enlever seule une cytosine méthylée in vivo 

(Hendrich et al, 1999).  

La méthylation de l’ADN est un des moyens d’apporter une information épigénétique 

à la cellule, et permet de réprimer spécifiquement certaines régions du génome. 

L’homéostasie cellulaire dépend donc de la bonne régulation de cette information, et de 

nombreuses pathologies impliquent un dérèglement du bon contrôle de la méthylation de 

l’ADN. Par exemple, les cancers présentent très souvent une hypométhylation globale, qui va 

de pair avec la réactivation de gènes normalement réprimés comme certains oncogènes. En 

même temps, les cancers possèdent une hyperméthylation localisée des îlots CpG, réprimant 

notamment certains suppresseurs de tumeur. Une analyse globale de la méthylation de l’ADN 

permet de cartographier les variations de cette marque au sein du génome d’une cellule, ou 

entre deux cellules. Ces analyses sont réalisées soit par utilisation d’enzymes de restrictions 

méthyl-sensitives permettant de discriminer les cytosines méthylées ou non, soit par 

traitement bisulfite transformant les cytosines non méthylées en uraciles puis thymines 

détectées par PCR, ou bien encore par immunoprécipitation des cytosines méthylées de la 

chromatine puis analyse par puce à ADN (mCIP-chip, Figure G, p37).  

 

D’autres mécanismes d’information épigénétique existent, et l’un d’eux est l’activité 

d’ARNs ne codant pas pour des protéines malgré la transcription de leurs gènes respectifs.  
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      IIB2) Les ARN non codants 

Il existe 4 groupes principaux d’ARN non-codants : les ARNs interférant courts 

(siRNA), les microARNs (miRNA), les petits ARNs piwi-associés spécifiques des cellules 

germinales (piRNA) et enfin des longs ARNs non codants récemment identifiés et encore mal 

caractérisés (lncRNA).   

Le mécanisme de répression de la transcription par ARN a été découvert il y a plus de 

15 ans chez les plantes, et implique la transformation d’ARN double-brins aberrants en petits 

ARN simple brin de 21 à 26 nucléotides de long. La répression post-transcriptionnelle des 

gènes se fait principalement dans le cytoplasme par un procédé relativement bien conservé. 

La ribonucléase DICER est responsable de la création des ARN simples brins en coupant  en 

petits fragments l’ARN double brins, puis les ARNs simples brins vont ensuite être reconnus 

par les protéines Argonaute et intégrés au sein du complexe RISC. Cet ARN simple brin va 

cibler un ARN messager spécifique par complémentarité exacte des séquences et entraîner sa 

dégradation avant qu’il puisse être traduit en protéine (Carthew & Sontheimer, 2009).  

De manière assez similaire, les miRNAs sont capables de réguler des gènes importants 

au niveau post-transcriptionnel. Cependant, les miRNAs, regroupés par plusieurs sur le 

génome, vont être exprimés sous forme de transcrits polycistroniques (pre-miRNA), et chaque 

miRNA va ensuite être clivé par la ribonucléase Drosha dans le noyau, sous forme de 

structure en épingle. Les miRNAs vont ensuite être intégrés au système Dicer et RISC. La 

reconnaissance avec le brin complémentaire ne sera pas exacte à 100% de par sa forme en 

épingle, ce qui lui permet d’avoir un panel de cibles beaucoup plus important, et elle se fait 

sur la région 3’-UTR de l’ARN messager. Ainsi, les miRNA agissent principalement en 

inhibant la traduction plutôt qu’en entrainant le clivage de l’ARN messager (Carthew & 

Sontheimer, 2009).  

Les ARN non-codants peuvent également agir dès le niveau transcriptionnel en 

bloquant la transcription des gènes. Les ARNs doubles brins peuvent par exemple cibler la 

machinerie de méthylation sur leurs séquences chromosomiques homologues (Mette et al, 

2000; Wassenegger et al, 1994).   
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Récemment, le système d’interférence ARN a été impliqué dans la méthylation de 

l’ADN et de la marque répressive H3K9me3 dans les cellules humaines (Morris et al, 2004). 

Chez la levure Schizosaccharomyces pombe, la machinerie RNAi est essentielle pour la 

méthylation de H3K9 au niveau des séquences répétées des centromères et pour leurs 

fonctions (Hall et al, 2003). De plus, le système RNAi est nécessaire pour la répression des 

retrotransposons en permettant la formation d’hétérochromatine (Hall et al, 2002). Enfin, la 

preuve de l’importance des ARNs non codants a été démontrée par de nombreux mutants chez 

la levure, délétés pour un des composants de cette machinerie, avec pour conséquence 

systématique une baisse des marques de méthylation de l’hétérochromatine et une hausse de 

la transcription de certains loci. 

La régulation des gènes soumis à l’empreinte parentale implique également les ARNs 

non codants. 

 

Figure G : Techniques d’analyses de la méthylation de l’ADN (issu de Schones & Zhao, 2008) 



p. 38 

 

La méthylation de l’ADN d’un des deux allèles est corrélée avec la présence de 

ncRNAs ciblés sur la région. Une inhibition des transcrits des ncRNAs dans les régions 

d’empreinte parentale a un effet délétère et est impliqué dans certaines maladies (Sleutels et 

al, 2002). 

Les piRNAs, long de 29 nucléotides, semblent importants pour le contrôle des 

transposons (Brennecke et al, 2007). Chez le zébrafish Danio rerio, les piRNAs ont été 

impliqués dans la maintenance des cellules germinales et beaucoup d’entre eux semblent 

ciblés sur les transposons, laissant suggérer un rôle de répression des éléments répétés chez 

les vertébrés (Houwing et al, 2007). 

Enfin, un ARN de la famille des longs ARNs non codants a été bien caractérisé. 

Mesurant plus de 17kb de long, Xist est capable de s’associer physiquement et de former des 

complexes avec la chromatine qui entoure un des chromosomes X chez la femelle, participant 

à son inactivation. De plus, il a été montré que l’expression de l’ARN XIST fait preuve d’un 

contrôle par des mécanismes épigénétiques tels que la méthylation de l’ADN (Ng et al, 2007).  

Outre la régulation de la méthylation de l’ADN ou la transcription d’ARNs non 

codants, une information épigénétique est portée par les histones constituant les nucléosomes.  

 

      IIB3) Les modifications des histones 

         IIB3a) Introduction 

Les histones de cœur H2A, H2B, H3 et H4 sont porteuses d’un grand nombre de 

modifications post traductionnelles, principalement au niveau de leurs résidus des queues N-

terminales. Ces modifications peuvent être multiples, et sont répertoriées actuellement 

l’acétylation, la méthylation, l’ubiquitination, la sumoylation et la biotinylation des lysines, la 

méthylation des arginines, la phosphorylation des sérines et thréonines, mais aussi l’ADP 

ribosylation des acides glutamiques, la déamination des arginines et l’isomérisation des 

prolines. (Figure H, p40) (Kouzarides, 2007). Il n’est pas exclu que d’autres types de 

modification puissent exister.  
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Plus de soixante acides aminés modifiés parmi les histones de cœur chez l’homme ont 

été détectés par reconnaissance d’anticorps spécifiques ou par spectrométrie de masse. Malgré 

tout, cela ne représente qu’une partie des nombreuses modifications existantes. Par exemple, 

la méthylation d’une arginine peut être simple ou double de manière symétrique ou 

asymétrique. Chaque lysine peut subir différentes modifications, et la lysine 12 de l’histone 

H4 peut notamment être détectée sous six états différents (non modifiée, acétylée, mono- di- 

ou tri- méthylée, ou biotinylée). Le nombre de combinaisons possibles au sein d’un seul 

nucléosome est évalué à plus d’un milliard de milliards de combinaisons. Cependant, toutes 

les modifications ne se retrouvent pas en même temps sur une histone et au sein d’un 

nucléosome. La spécificité d’une marque, et son environnement chromatinien avec d’autres, 

diffère en fonction de la région génomique ciblée et des conditions dans laquelle se trouve la 

cellule (Wang et al, 2009b).  

La première nomenclature des modifications d’histones a été proposée par Bradbury 

en 1977, et une uniformisation et mise à jour en a été faite en 2005, couramment utilisée de 

nos jours (Bradbury, 1977; Turner, 2005). Cette nomenclature sera utilisée dans la suite de ce 

manuscrit.  

Les modifications des histones semblent avoir un effet subtil sur la structure générale 

du nucléosome. Une structure de nucléosome reconstitué avec des histones porteuses de 

nombreuses modifications a été résolue et est quasi identique à celle obtenue avec des 

histones non modifiées (Harp et al, 1996). Ceci suggère que les modifications des histones 

n’agissent pas directement en restructurant le nucléosome, mais de manière plus subtile 

(Khorasanizadeh, 2004). Certaines modifications sont retrouvées sur la partie globulaire du 

nucléosome, au niveau des résidus qui interagissent avec l’ADN (Cosgrove et al, 2004). La 

position des résidus modifiés sur la surface latérale du nucléosome semble suivre le 

cheminement de l’ADN autour de l’octamère d’histones. 

Certains complexes sont capables de mobiliser les nucléosomes le long de la fibre de 

chromatine et pourraient soulever l’ADN et rendre les résidus latéraux de la particule de cœur 

accessibles aux enzymes capables de les modifier. Ceci induirait une mobilité différentielle du 

nucléosome sur sa fibre de chromatine, qui peut faciliter ou nuire à l’expression d’un gène. 

Certaines modifications d’histones sont reconnues par des domaines spécifiques, 

comme le bromodomaine capable de reconnaître une lysine acétylée, et le chromodomaine 
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une lysine méthylée. Les domaines de certaines protéines sont capables de différencier 

l’environnement de chaque résidu modifié. Par exemple, le chromodomaine d’HP1 reconnaît 

spécifiquement une di ou tri méthylation d’H3K9 (H3K9me2-3, (Maison & Almouzni, 2004) 

et le chromodomaine de la protéine Polycomb (PC) lie spécifiquement H3K27me2-3 (Cao et 

al, 2002; Wang et al, 2004a). Les modifications d’histones permettent la fixation de certains 

facteurs, mais empêchent également la liaison d’autres complexes. Ainsi, une modification 

sur un acide aminé adjacent peut éjecter un facteur lié via une autre modification. Par exemple 

Aurora B phosphoryle H3S10 lors de la mitose, et il a été montré que cela induit une éviction 

d’HP1, dont le site de liaison est situé sur la lysine adjacente H3K9 (Fischle et al, 2005; 

Hirota et al, 2005). Les différentes reconnaissances de ces modules et leurs conséquences sont 

résumés dans la figure H. 

 

Figure H : Marques post-traductionnelles des histones et les domaines de reconnaissance. (issu 

de Abcam) 
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Il a été proposé que les combinaisons de modifications constituent un code, lu et 

interprété par une machinerie spécifique, capable elle-même d’agir sur les modifications. 

Cette hypothèse a été synthétisée et proposée par David Allis en 2000, qui l’a baptisé « le 

code des histones ».  

L’activation de la transcription d’un gène implique un dialogue fin entre les 

modifications portées par les queues N terminales des histones et les facteurs capables de lire 

ces signaux, qui pourront alors être modifiés lors de leur interprétation. L’allongement des 

ARN messagers est également régulé par les modifications des histones. L’HMT Set2 est 

associée très fortement à l’ARN polymérase II, et méthyle H3K36 lors du passage d’un 

nucléosome (Mellor, 2006). Cette méthylation est fondamentale car elle permet le recrutement 

d’Eaf3, membre d’un complexe HDAC (Rpd3 chez la levure), qui efface les marques 

d’acétylation sur H3 et H4 après le passage de l’ARN polymérase. Ceci empêche un 

recrutement de protéines à bromodomaines, qui pourrait conduire à une initiation ectopique de 

la transcription (Joshi & Struhl, 2005) 

Parmi l’ensemble des modifications décrites, la phosphorylation, la méthylation et 

l’acétylation, font l’objet des recherches les plus poussées.  

 

         IIB3b) Phosphorylation 

Peu de choses sont connues sur la phosphorylation des histones comparativement à 

l’importance de cette marque dans les cascades de signalisation cellulaires des protéines 

cytoplasmiques et nucléaires. Il a été montré que MSK1/2 et RSK2 chez les mammifères, et 

SNF1 chez la levure ont une activité de phosphorylation sur la sérine de l’histone H3 

(H3S10). Cette marque est détectée lors de l’activation des gènes régulés par NFKB, et 

semble impliquée dans l’induction de l’expression des gènes c-jun, c-fos et c-myc 

(Mahadevan et al, 1991). Un domaine protéique est capable de reconnaitre cette marque, le 

domaine 14-3-3 (Macdonald et al, 2005). Curieusement, H3S10ph est retrouvée aussi bien 

fortement présente dans les régions condensées et inactives des chromosomes mitotiques que 

sur le chromosome X mâle chez la drosophile, dont la transcription est suractivée par le 

phénomène de dose-compensation (Johansen & Johansen, 2006). H3S10ph semble impliqué 

dans la compaction des chromosomes au cours de la méiose et de la mitose et apparait dès les 

premières étapes de ces événements cellulaires, lors de la condensation du matériel génétique. 
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En réalité, la phosphorylation de l’histone H3 est une marque clairement présente chez les 

cellules en mitose, et 4 différents résidus phosphorylés ont été observés : Thr3ph, Ser10ph, 

Thr11ph et Ser28ph (Perez-Cadahia et al, 2009). Une autre marque de phosphorylation, 

H4S1ph est également observée au cours de la sporulation chez la levure. Cette marque est 

conservée chez la drosophile et la souris, où elle est détectée lors de la spermatogenèse 

jusqu’aux stades tardifs de maturation des cellules germinales males (Krishnamoorthy et al, 

2006). La phosphorylation des histones semble donc impliquée dans deux processus 

biologiques, la condensation des chromosomes lors de la méiose et de la mitose, et la 

participation à la transcription lors de l’interphase du cycle cellulaire. 

 

         IIB3c) Méthylation 

            IIB3ci) Les histones méthyltransférases 

La méthylation est une marque épigénétique relativement stable (Trojer & Reinberg, 

2006). L’incorporation d’un groupement méthyl sur les histones est un phénomène complexe 

car les lysines peuvent être mono, di ou tri méthylées, et les arginines mono et diméthylées de 

manière symétrique ou asymétrique. 

La méthylation des histones est réalisée par des Histone MethylTransferases (HMT) : 

les lysine methyltransferases (PKMTs) méthylent les lysines et les protein arginine 

methyltransferase (PRMTs) les arginines. Le domaine catalytique majeur de la méthylation 

est le domaine SET. La spécificité de l’action des PKMTs, ainsi que le nombre de méthyl 

ajouté dépend de la nature de chaque enzyme et de ses cofacteurs. Par exemple, la PKMT 

ESET diméthyle H3K9 lorsqu’elle est seule, mais son association avec MAM entraîne la 

triméthylation du même résidu (Su & Tarakhovsky, 2006).  

Les PKMTs Ezh2 et PR-SET7, qui méthylent respectivement H3K27 et H4K20, sont 

considérés comme des régulateurs épigénétiques clés, car ces marques sont déposées sur de 

grandes régions chromosomiques et sont transmises de génération en génération (Trojer & 

Reinberg, 2006). Ceci s’oppose à l’action transitoire et localisée des PKMTs d’H3K4 et 

H3K36, associée à l’initiation et au maintien de la transcription d’un gène (Mellor, 2006). 
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Les facteurs méthylant les arginines, les PRMTs, jouent un rôle prépondérant dans la 

dynamique de l’expression des gènes. PRMT1 et CARM1 catalysent la diméthylation 

asymétrique des arginines, ce qui est lié à une activation de la transcription. Par contre 

PRMT5 diméthyle H4R3 de manière asymétrique dans un contexte de répression de la 

transcription (Wysocka et al, 2006a).  

            IIB3cii) Les histones déméthylases 

La déméthylation des histones a été mise en évidence il y a plus de 20 ans (Paik & 

Kim, 1973), mais les enzymes possédant cette activité déméthylases sont décrites depuis peu. 

PAD4 convertit les arginines méthylées en citrullines (Cuthbert et al, 2004; Wang et 

al, 2004b), ce qui est associé à une répression de la transcription. Cependant, l’action de 

PAD4 conduit à la modification de la séquence de l’histone, remplaçant les arginines par des 

citrullines. Une activité de déméthylation a été attribuée à LSD1 (Shi et al, 2004b), capable de 

déméthyler H3K4 ou H3K9 dans des contextes cellulaires différents. LSD1 fait notamment 

partie du complexe CoREST, et participe à son action répressive de la transcription. 

Cependant, LSD1 déméthyle H3K9 lors d’un traitement par des androgènes, jouant alors un 

rôle activateur de la transcription. Enfin, la famille des protéines contenant un domaine JmJC 

a récemment été décrite comme contenant une activité déméthylase. JHDM1, JHDM2A, 

JHDM3A et JMJD2A sont capables de déméthyler la lysine 9 et/ou 36 d’H3, sous une forme 

di ou triméthylée suivant l’enzyme considérée (Chen et al, 2006; Whetstine et al, 2006; 

Yamane et al, 2006). La découverte de cette famille de protéine élargit considérablement les 

voies de signalisation impliquant une activité déméthylase car soixante-neuf protéines 

contiennent un domaine JmJC chez l’homme. 

            IIB3ciii) Conclusion méthylation 

Les effets cellulaires de la méthylation des histones sont de mieux en mieux 

caractérisés, et leur rôle semble être fondamental au cours du développement embryonnaire, 

de la prolifération et de la différenciation cellulaire. Par exemple, les marques H3K4me3 et 

H3K79me3 sur les promoteurs des gènes sont fortement corrélées à une transcription active 

de ceux-ci, tout comme H3K36me3 le long des régions codantes. Au contraire, la marque 
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H3K9me3 est associée à l’hétérochromatine répressive, tout comme les marques H3K27me3 

et H4K20me3.  

Ainsi la méthylation peut être à la fois une marque d’activation comme une marque de 

répression de la transcription. A l’inverse des HAT pour l’acétylation, détaillé dans le chapitre 

suivant, les PKMTs ont une activité très spécifique pour certains résidus, voire de certaines 

formes mono-di ou tri méthylées. Il existe également quatre domaines différents de 

reconnaissance de ces résidus méthylés : le chromodomaine, le domaine WD40 et le domaine 

PHD reconnaissent les lysines méthylées alors que le domaine TUDOR reconnait à la fois les 

lysines et les arginines méthylées. Pour ajouter à la complexité d’interprétation de la 

méthylation des histones, une même marque peut être reconnue par plusieurs domaines et 

coder ainsi pour une information différente en fonction de la lecture qui en est faite, et un 

même domaine de reconnaissance peut lui aussi apporter deux informations contradictoires en 

fonction du complexe protéique où il se trouve (Berger, 2007). Ainsi, le domaine PHD de 

BPTF, un composant du complexe de remodelage de la chromatine NURF recrute l’activité 

ATPase de SNF2L au niveau des régions riches en H3K4me3, permettant notamment 

l’activation de la transcription du gène HOXC8 (Wysocka et al, 2006b). Le domaine PHD de 

la protéine ING2 quant à lui va recruter le complexe répressif mSin3a-HDAC1 au niveau des 

gènes spécifiques de la prolifération fortement transcrits après l’exposition à des agents 

endommageant l’ADN (Pena et al, 2006; Shi et al, 2006). D’autres protéines sont capables de 

reconnaitre la marque H3K4me3. Ainsi, l’histone déméthylase JMJD2A grâce à son domaine 

TUDOR va s’associer à cette marque et pouvoir déméthyler les histones avoisinantes, alors 

que la protéine CHD1 apporte au niveau de la chromatine une activité ATPase grâce à son 

chromodomaine (Huang et al, 2006; Pray-Grant et al, 2005).  

De plus, certains de ces facteurs liant la méthylation interagissent avec les autres 

modifications post-traductionnelles des histones. Ainsi, H3K27me3 recrute via le 

chromodomaine de PRC2 une activité ubiquitine-ligase spécifique pour H2A, et le 

chromodomaine de la protéine HP1 fixe H3K9m3 et est associéee à une activité déacétylase et 

méthyltransférase. 

Enfin, des travaux récents montrent la propagation des domaines actifs ou répressifs 

de la chromatine grâce à des facteurs de la méthylation des histones. Ainsi la protéine de 

l’hétérochromatine HP1 s’associe à H3K9me3 et permet la propagation de cette marque 
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répressive par son interaction directe avec la PKMT Su(var)3-9, qui est l’enzyme responsable 

de cette modification post-traductionnelle (Lachner et al, 2001). A l’inverse, le complexe 

MSL chez la drosophile, qui s’associe au chromosome X, utilise le chromodomaine de sa 

sous-unité MSL3 pour propager de manière bidirectionnelle la marque H3K36me3, générée 

lors de l’étape d’élongation de la transcription et requise pour la compensation de dosage des 

gènes du chromosome X chez le mâle (Sural et al, 2008).  

 

         IIB3d) Acétylation 

            IIB3di) Les histones acétyltransférases 

L’acétylation des histones laisse imaginer deux conséquences majeures sur la 

chromatine. La première, basée sur une hypothèse purement physico-chimique, repose sur le 

fait que l’acétylation de la lysine annule la charge positive de cette dernière. Ainsi, les 

interactions basées sur une complémentarité de charge positive et négative, comme celle entre 

l’ADN chargée négativement et les histones chargées positivement au niveau des lysines, se 

retrouve inhibée. Au sein de la chromatine l’acétylation des histones auraient donc pour 

conséquence possible de déstabiliser les nucléosomes et l’ADN, permettant alors un accès 

plus aisé à la machinerie transcriptionnelle ou facilitant le remodelage de la chromatine 

(Shogren-Knaak et al, 2006).  

La seconde hypothèse se base sur l’établissement d’un « code histone », et 

l’acétylation des histones serait une des marques nécessaires à l’écriture d’un tel code (Strahl 

& Allis, 2000). La reconnaissance des lysines acétylées, avec plus ou moins de spécificité par 

certaines protéines et leurs domaines, et le fait que l’acétylation des histones n’est pas 

forcément corrélée à un état actif de la chromatine, permettent de penser que cette hypothèse 

puisse marcher de pair avec un effet de déstabilisation de la chromatine. 

La dynamique d’acétylation des lysines est très rapide, et naît de l’équilibre entre les 

histones acétyltransférases (HATs) et les histones déacétylases (HDACs). Les HATs vont 

catalyser l’incorporation d’un groupement acétyle (CH3-C=O) sur une lysine, à partir d’un 

Acétyl Coenzyme A. Malgré une certaine spécificité, les HATs acétylent un grand nombre de 

résidus en commun. Les HATs sont divisées en quatre familles principales, en fonction de 

leur domaine catalytique d’acétylation : la superfamille des GNAT (GCN5 related N 
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acetyltransferase), la superfamille MYST (« MOZ-Ybf2/Sas3-Sas2&Tip60 »-related HATs), 

la famille CBP/p300 et la famille SRC (Carrozza et al, 2003; Marmorstein & Roth, 2001). Les 

lysines acétylées peuvent être spécifiquement reconnues par des protéines lectrices de cette 

marque (dont certaines HATs), grâce à un bromodomaine. Le bromodomaine est un motif 

d’environ 110 acides aminés, capable d’interagir avec les différentes lysines acétylées via une 

poche hydrophobe créée par quatre hélices alpha (Owen et al, 2000). Il est maintenant 

clairement démontré que malgré sa caractérisation initiale de reconnaissance d’histones 

acétylées, le bromodomaine est capable de reconnaître des lysines acétylées sur des protéines 

non-histones, comme p53, cMyb et Myo-D par exemple (Yang, 2004). Récemment un second 

domaine de reconnaissance d’histones acétylées a été caractérisé, au sein du facteur 

épigénétique DPF3b. Le double domaine PHD (Plant HomeoDomain), en tandem, est un 

domaine normalement connu pour reconnaitre les lysines méthylées. Lange et coll. ont montré 

une reconnaissance de l’histone H4 acétylée par chacun des domaines PHD isolés de DPF3b, 

et une reconnaissance de l’histone H3 acétylée uniquement dans la conformation en tandem 

des deux domaines PHD (Lange et al, 2008). La structure tridimensionnelle de DPF3b a 

confirmé l’association avec l’histone H3K14ac, et une méthylation au niveau de la lysine 4 

(H3K4me) inhibe cette association (Zeng et al, 2010).  

Les HATs sont principalement nucléaires (dites de type A) et interviennent dans la 

transcription (GCN5, PCAF), mais certaines sont cytoplasmiques (type B), et peuvent acétyler 

les histones néosynthétisées avant incorporation ou encore avoir d’autres substrats non 

histones (HAT1). Les HATs ont été décrites historiquement comme cofacteurs de la 

transcription, mais elles sont également impliquées dans les processus de répression de 

l’expression des gènes, la réparation de l’ADN et la progression du cycle cellulaire.  

Afin de clarifier les appellations des différents facteurs chromatiniens, une 

nomenclature a été mise en place en 2007 (Allis et al, 2007). Comme les anciennes 

appellations des protéines sont encore couramment utilisées, un tableau regroupant l’ancienne 

et la nouvelle nomenclature permet d’y voir plus clair (Figures I p55, J p56, K p57). Je me 

focaliserais principalement dans ce paragraphe sur la protéine CBP/p300. 

  La famille GNAT 

La superfamille des GNATs regroupe les HATs similaires à GCN5 et à PCAF 

(Vetting et al, 2005). La première HAT caractérisée, p55, a été isolée à partir de 
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Tetrahymena, et est un homologue de GCN5. Elle fut la première enzyme décrite à relier 

l’acétylation des histones et une activation transcriptionnelle (Brownell & Allis, 1996; 

Brownell et al, 1996).  

GCN5 et PCAF acétylent préférentiellement H3 in vitro. GCN5 est capable d’acétyler 

les lysines K9, K14 et K18 de l’histone H3 ainsi que les lysines K8 et K16 de l’histone H4 

(Kuo et al, 1996). PCAF est homologue à GCN5 (identique à 73%), et interagit avec 

CBP/p300 (Yang et al, 1996). La partie N-terminale de ces protéines contient le domaine 

d’homologie PCAF, et la partie C-terminale contient le domaine AT et un bromodomaine. Le 

domaine AT permet de lier l’acétyl-CoA et de catalyser le transfert du groupement acétyle sur 

la lysine. Ces deux HATs font partie intégrante d’au moins deux complexes multi-protéiques 

indispensables au fonctionnement de la cellule, le complexe de deux mégaDalton 

STAGA/TFTC et le complexe ATAC de sept cents kiloDalton (Nagy & Tora, 2007). Ces 

deux complexes sont associés à des fonctions co-activatrices des facteurs transcriptionnels, 

ainsi qu’à l’acétylation globale de la chromatine (Glozak et al, 2005; Vogelauer et al, 2000). 

HAT1 et HAT2 font partie de la famille GNAT. Elles acétylent les histones 

néosynthétisées avant leur incorporation à la chromatine et semblent avoir un rôle dans la 

régulation des télomères (Mersfelder & Parthun, 2008; Verreault, 2000). Enfin, ELP3 est une 

HAT de la famille GNAT, découverte chez la levure et conservée au sein de l’évolution 

(Wittschieben et al, 1999). Cette HAT est associée à l’ARN polymérase II et jouerait un rôle 

dans l’élongation de la transcription. 

  La famille MYST 

La superfamille MYST a été nommée avec les initiales de ses membres fondateurs 

MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 et Tip60. Les HATs de cette famille sont impliquées dans des 

fonctions cellulaires très diverses. Tip60 est impliquée dans la réparation de l’ADN, la 

régulation du cycle cellulaire, l’apoptose et dans l’activation de certains gènes (Sapountzi et 

al, 2006). 

Ybf2/Sas3 et Sas2 interviennent dans la répression transcriptionnelle, notamment des 

loci HML chez la levure, et dans le maintien de la structure de l’hétérochromatine des 

télomères chez la levure (Carrozza et al, 2003).  
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HBO1, la HAT majeure de l’acétylation in vivo de l’histone H4, préférentiellement sur 

les lysines K5 et K12, est présente au sein d’un complexe capital pour la pré-initiation de la 

réplication. En effet son inactivation empêche l’association de MCM7 à la chromatine, et 

HBO1 coactive le facteur CTD1, tout en s’associant à MDM2 et ORC1, afin de s’assurer que 

l’ADN ne se réplique qu’une seule fois au cours du cycle cellulaire (Miotto & Struhl, 2008; 

Miotto & Struhl, 2010). De plus, il a été montré que le complexe HBO1, composé des sous-

unités ING4/5, Eaf6 et Jade1/1L, cible son activité d’acétylation des nucléosomes grâce à ses 

nombreux domaines de reconnaissance de la chromatine, essentiellement des domaines PHD 

(Saksouk et al, 2009).  

MOF est présente au sein du complexe MSL et acétyle spécifiquement H4K16 (Smith 

et al, 2000). MOF est notamment impliquée dans le phénomène dit de compensation de dose 

de la drosophile, qui implique un doublement de la transcription du chromosome X chez le 

mâle pour compenser l’absence du second présent chez les femelles (Kind et al, 2008). 

MOZ et MORF sont deux autres HATs très similaires de cette famille, importantes 

pour différents programmes de développement, et sont impliquées dans des translocations et 

des processus de tumorigenèse (Yang & Ullah, 2007).  

  La famille CBP/p300 

Les protéines CBP et p300 (respectivement KAT3a et KAT3b) ont été caractérisées 

pour la première fois au début des années 1990 par leur interaction avec le facteur de 

transcription CREB pour CBP, et l’oncoprotéine adénovirale E1A pour p300 (Chrivia et al, 

1993; Eckner et al, 1994). Il s’est avéré par la suite que ces interactions respectives sont en 

fait partagées, et ces 2 protéines extrêmement similaires ont donc été classées au sein d’une 

même famille (Arany et al, 1994). Ces protéines ont depuis été fortement étudiées et sont 

impliquées dans un grand nombre de fonctions biologiques diverses et variées telles que la 

prolifération, la régulation du cycle cellulaire, l’apoptose, la différentiation et la réponse aux 

dommages de l’ADN (Chan & La Thangue, 2001; Giordano & Avantaggiati, 1999; Goodman 

& Smolik, 2000). CBP et p300 sont deux protéines de taille conséquente (265kDa et 300kDa) 

et présentent de nombreux domaines caractéristiques. CBP et p300 arborent un 

bromodomaine et un domaine PHD qui leur confèrent la capacité de s’associer aux 

modifications d’histones. Il a été montré que ces deux domaines coopéraient pour 

l’association aux nucléosomes hyperacétylés (Ragvin et al, 2004). En plus du domaine 
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catalytique HAT, elles comportent un grand nombre de domaines d’interactions protéiques 

tels que les domaines CH1 (ou TAZ1), KIX, CH3 (ou TAZ2), et SID, ce qui leur permet 

d’interagir avec plusieurs centaines de partenaires différents.  

CBP et p300 sont homologues à 63% et l’amalgame entre les deux est souvent faite 

dans la littérature. On fait ainsi souvent référance à une seule protéine CBP/p300. Cependant, 

et malgré le fait que ces deux protéines aient en effet de nombreux rôles en commun, il est 

évident qu’elles possèdent également des fonctions uniques. Les souris délétées (KO) pour 

CBP ou p300 meurent avant la naissance (E11.5), et présentent des défauts de formation du 

tube neural. En fait, les souris hétérozygotes pour CBP meurent également avant la naissance, 

comme une grande proportion des souris hétérozygotes pour p300, laissant suggérer que CBP 

et p300 ont des fonctions non redondantes au cours du développement et que la combinaison 

de leurs bons niveaux d’expression est critique pour l’embryogenèse (Yao et al, 1998).  

Les homologues de CBP et p300 sont présents au sein des organismes multicellulaires 

tels que D. melanogaster, C. elegans et les plantes. Elles ne sont pas retrouvées chez la levure, 

mais une homologie structurale de leur domaine HAT a été démontré avec la protéine 

RTT109 (Tang et al, 2008).   

La fonction première de CBP/p300 est d’agir en tant que cofacteur de la transcription 

pour un grand nombre de protéines nucléaires. En fait, la protéine CBP/p300 est essentielle 

pour l’activité d’au moins quarante facteurs différents de la transcription. CBP/p300 interagit 

avec les facteurs de transcription basale TBP et TFIIB et/ou forme un complexe avec l’ARN 

polymérase II (Cho et al, 1998; Yuan et al, 1996). Mais elle est également capable d’interagir 

avec des oncogènes connus (myb, jun, fos), des protéines virales de transformation (E1A, E6, 

Tax) et des protéines suppresseurs de tumeurs (p53, E2F, Rb, Smads, RUNX et BRCA1) 

(Bannister et al, 1995; Chan & La Thangue, 2001; Eckner et al, 1994). L’activité de 

coactivateur transcriptionnel de CBP/p300 est médiée par une fonction d’intermédiaire entre 

les facteurs de transcription liant l’ADN et la machinerie transcriptionnelle.  

Il a été montré qu’il existe une classe de gènes où p300 et l’ARN polymérase II sont 

rapidement co-assemblées après une stimulation mitogène, et perdurent longtemps après sur 

leurs promoteurs cibles. Ces gènes sont en réalité les gènes dont l’expression est activée le 

plus rapidement suite au signal. L’ARN polymérase II et p300 seraient donc constitutivement 

localisées au niveau de ces gènes avec une initiation constante de la transcription. Le 
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recrutement de facteurs d’élongation (P-TEFb, BRD4) serait requis pour réellement 

déclencher la transcription des gènes ciblés, afin de permettre une transcription extrêmement 

rapide, en permettant le passage de l’étape d’initiation de la transcription à celle d’élongation 

(Byun et al, 2009).   

Le second aspect important de la fonction de co-activateur de CBP/p300 est la 

capacité d’acétyler les histones des nucléosomes situés au niveau des promoteurs de gènes, 

permettant ainsi un accès plus facile à la machinerie transcriptionnelle et le recrutement de 

facteurs chromatiniens. En 1996, deux groupes ont démontré une activité HAT de CBP/p300. 

(Bannister & Kouzarides, 1996; Ogryzko et al, 1996). En réalité, l’activité HAT de CBP/p300 

est primordiale car une inactivation hétérozygote de son seul domaine catalytique HAT induit 

une mort à l’état embryonnaire des souris (Shikama et al, 2003).  

A l’inverse des autres HATs, qui possèdent une spécificité limitée de substrats, 

CBP/p300 est capable d’acétyler les quatre histones de cœur in vitro, et cela sur différents 

résidus par histone. Liu et coll. ont réalisé la structure du domaine HAT, et mise à part la 

région centrale pour l’interaction de l’acétyl-CoA, CBP/p300 diffère significativement des 

autres familles de HATs (Liu et al, 2008). Récemment, une homologie structurale avec la 

protéine de levure RTT109 a cependant été démontrée (Tang et al, 2008). RTT109 favorise la 

stabilité du génome et permet une résistance à des agents de dommages à l’ADN via son 

acétylation directe de la lysine K56 de l’histone H3 au cours de la phase S du cycle cellulaire. 

Comme attendu, il a été par la suite établi que CBP/p300 possédait également cette capacité 

d’acétyler H3K56, et que cette activité est corrélée à la stabilité du génome chez les 

mammifères (Das et al, 2009; Yuan et al, 2009). Cette marque d’acétylation, et celle de 

H3K18ac, semblent en réalité spécifiques à l’activité HAT de CBP/p300 (Ferrari et al, 2008).  

En parallèle des histones, CBP/p300 est capable d’acétyler de nombreuses protéines. 

Parmi ces substrats on peut noter la protéine gardienne du génome p53, mais également c-

Myb, MyoD, GATA-1, p73 et E2F1, entre autres (Boyes et al, 1998; Costanzo et al, 2002; 

Grossman, 2001; Martinez-Balbas et al, 2000; Polesskaya & Harel-Bellan, 2001; Tomita et 

al, 2000). Ceci laisse supposer que l’acétylation des protéines non-histones est une 

modification pos-traductionnelle importante, similaire à la phosphorylation (Kouzarides, 

2000). Tout comme la phosphorylation, l’acétylation des protéines peut affecter un nombre 

important de voies de signalisation. L’acétylation des protéines nucléaires telles que p53, p73 
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Rb et E2F sur les résidus lysines adjacents à leur domaine d’association à l’ADN séquence-

spécifique régule leur affinité, permettant une augmentation de leur activité transcriptionnelle. 

Par exemple, p53 est acétylée par CB/p300 sur de nombreux sites (lysine en position 370, 

372, 373, 381et 382) et cela augmente son association à l’ADN in vivo (Luo et al, 2004). Au 

contraire, l’acétylation des lysines de HMG(I)Y au sein de son domaine d’association à 

l’ADN réduit son activité transcriptionnelle (Munshi et al, 1998). L’acétylation peut aussi 

affecter les interactions protéine-protéine comme dans l’exemple de Rb et MDM2.  

De manière intéressante, CBP/p300 est capable d’accroître la cinétique 

d’ubiquitylation de p53 médiée par MDM2 (Grossman et al, 2003). Ainsi, CBP/p300 est un 

régulateur multifonctionnel de p53, et ses fonctions à priori contradictoires sur p53 

s’expliquent par le fait que l’activité ubiquitine ligase semble cytoplasmique et déstabilise 

ainsi p53 dans une cellule sans stress, alors que l’acétylation de p53 se déroule uniquement 

dans les noyaux de cellules en stress (Shi et al, 2009). 

L’importance des fonctions d’acétylation de CBP/p300 et les événements biologiques 

fondamentaux impliqués laissent supposer que cette activité est sujette à régulation. Les 

interactions de CBP/p300 avec certains partenaires peuvent ainsi influer sur son activité. Il a 

été montré qu’APC5 et APC7 interagissent directement avec p300, tout comme C/EBPa, NF-

E2, HNF1 et MAML1, stimulant alors l’activité acétyltransférase et la transcription 

dépendante de CBP/p300 (Hansson et al, 2009; Turnell et al, 2005). Cette activité HAT est 

également potentialisée par la phosphorylation de la MAP kinase p42/p44, Cdk2 et la protéine 

kinase A. Au contraire, la phosphorylation de la sérine 89 de p300 par la protéine kinase Cd 

réduit son activité HAT (Yuan et al, 2002), et l’interaction directe du facteur de transcription 

PU.1 avec CBP/p300 également. Une question laissée en suspens est de savoir comment deux 

protéines différentes, PU.1 et HNF-1a, qui interagissent avec la même région (CH3), peuvent 

affecter de façon opposée l’activité HAT de CBP/p300.  

Il a été montré que CBP/p300, dans le contexte de l’intégration du virus HTLV-1 dans 

le génome hôte, était capable de promouvoir l’éviction des histones hyperacétylées, 

désassemblant ainsi les nucléosomes à proximité du promoteur du virus. En effet, la protéine 

virale Tax, responsable de transformation maligne, avec l’aide de CREB, recrute CBP/p300 

sur le promoteur viral, et active sa transcription en déstabilisant localement les nucléosomes 

avec l’aide de la protéine chaperon NAP1 (Sharma & Nyborg, 2008).  
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CBP/p300 intervient également dans la régulation du cycle cellulaire via son 

interaction avec le complexe CyclineE/Cdk2, tout comme son interaction avec des protéines 

de la réplication et la réparation de l’ADN lui confère un rôle dans ces autres processus 

cellulaires.  

Enfin, il existe des cas où CBP/p300 est impliquée dans la répression 

transcriptionnelle, notamment celle du gène c-Myc, suite à la coopération avec l’histone 

déacétylase 3 (Sankar et al, 2008).  

De par son rôle capital pour de nombreuses fonctions cellulaires, une dérégulation de 

CBP/p300 peut être la cause de nombreuses maladies humaines. Le syndrome de Rubinstein–

Taybi (RTS) est une maladie développementale causée par une mutation hétérozygote de CBP 

dans la lignée germinale (Petrij et al, 2000). CBP/p300 est impliquée dans de nombreux 

cancers, suite à des translocations chromosomiques du gène CBP par exemple, ou par 

l’utilisation abusive et détournée de sa fonction par la protéine virale oncogénique E1A 

(Frisch & Mymryk, 2002). En effet, il a été montré que la séquestration de CBP/p300 par E1A 

a pour conséquence la répression transcriptionnelle des facteurs utilisant normalement la 

protéine comme co-activateur (Gallimore & Turnell, 2001). Enfin, certaines maladies formant 

des agrégats polyQ, comme la maladie de Huntington ou la maladie de Kennedy, séquestrent 

la protéine CBP/p300 de par sa séquence C-terminale riche en glutamine, ce qui tend à 

réprimer la transcription globale de la cellule (McCampbell et al, 2000). 

            IIB3dii) Les histones déacétylases 

Un groupe de protéines est capable d’enlever le groupement acétyle d’une lysine, ce 

sont les HDACs (Histone deacetylase). Des analyses phylogénétiques ont subdivisé les 

HDACs en trois classes. La classe I regroupe les protéines homologues à Rpd3 (levure), et 

correspond aux HDAC1, 2, 3 et 8 humaines, qui sont uniquement nucléaires. La classe II 

contient les protéines homologues à Hda1 (levure), ce qui correspond aux HDAC4, 5, 6, 9 et 

10 humaines, certaines étant nucléaires, d’autres cytoplasmiques. Les protéines homologues à 

Sir2 (levure) sont regroupées au sein de la classe III (Sirtuines 1 à 7 chez l’homme). Enfin 

HDAC11 est classée à part, car elle possède à la fois des caractéristiques des classes I et II 

(Gregoretti et al, 2004; Holbert & Marmorstein, 2005).  
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Les HDACs de classe I présentent un domaine catalytique très conservé qui couvre 

deux tiers de la protéine (Khochbin et al, 2001). HDAC1 et HDAC2 font partie de plusieurs 

complexes répresseurs de la transcription, dont Sin3, NuRD et CoREST (Knoepfler & 

Eisenman, 1999; You et al, 2001). Bien que les domaines catalytiques de ces deux enzymes 

soient très proches (similaires à 82%), elles semblent avoir des fonctions cellulaires 

indépendantes car l’invalidation de chaque gène ne conduit pas au même phénotype (Takami 

et al, 1999). HDAC3 n’est pas retrouvée au sein des complexes impliquant HDAC1 et 2, mais 

fait partie du cœur des complexes SMRT et N-CoR (Khochbin et al, 2001). Malgré 

l’appartenance à des complexes répresseurs différents, les trois HDACs de classe I sont 

surexprimées dans des cancers. Une inhibition des HDACs permet d’hyperacétyler la 

chromatine, et donc d’activer un grand nombre de gènes. Bien que les gènes ciblés et les 

conséquences exactes des différents inhibiteurs restent mal connus, de nombreux 

médicaments anticancéreux inhibant les HDACs de classe I sont en développement ou déjà 

utilisés, tel que le SAHA (Kelly et al, 2005). Dans les cellules tumorales, il est en effet assez 

fréquent que des gènes codant pour des suppresseurs de tumeurs soient anormalement 

réprimés, et hyperacétyler la chromatine permet de réactiver leur expression. 

Les HDACs de classe II sont caractérisées par une taille nettement supérieure à celles 

de classe I. Les HDAC4, 5, 7 et 9 constituent la sous classe IIa. Elles font parties des 

complexes de répression qui modulent l’effet de facteurs de transcription tels que MEF2, NF-

AT3c, BCoR et Runx3 (Khochbin et al, 2001; Yang & Gregoire, 2005). La classe IIb contient 

HDAC6 et HDAC10. HDAC6 est très particulière car elle contient deux domaines 

déacétylases et un domaine Znf-UBP capable de lier l’ubiquitine, et couple donc la 

déacétylation à la dégradation des protéines (Seigneurin-Berny et al, 2001; Verdel & 

Khochbin, 1999). HDAC6 est majoritairement cytoplasmique mais effectue une navette 

constante entre le noyau et le cytoplasme (Verdel et al, 2000). Cependant le substrat 

majoritaire de HDAC6 est la tubuline (Hubbert et al, 2002; Matsuyama et al, 2002; Zhang et 

al, 2003), soulignant l’importance fonctionnelle des HDACs sur des substrats non histones.  

Les HDAC de classe III, appelées Sirtuines, utilisent le NAD comme cofacteur de leur 

activité déacétylase. La déacétylation d’une lysine par une Sirtuine utilise donc une molécule 

de NAD, et produit du nicotinamide et un O-acétyl-ADP ribose (Avalos et al, 2005). Les 

Sirtuines sont impliquées dans l’établissement et le maintien de la structure répressive 

présente au niveau des télomères. De plus, la protéine fondatrice de cette classe, Sir2, est 
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impliquée dans le maintien de l’intégrité du génome et dans la voie de réparation de l’ADN, et 

influe sur la répression de la chromatine ainsi que sur la durée de vie chez la levure (Imai et 

al, 2000). Chez les souris, une délétion de SIRT6 entraîne également un raccourcissement de 

la durée de vie et un phénotype précoce de vieillesse. Il a enfin été montré que SIRT6 possède 

une activité de déacétylation spécifique de H3K9ac au niveau des télomères et de H3K56ac 

au cours du cycle cellulaire (Michishita et al, 2008; Michishita et al, 2009; Mostoslavsky et 

al, 2006). 

            IIB3diii) Conclusion acétylation 

La plupart des HATs agissent au sein de complexes protéiques, qui potentialisent et 

régulent l’activité HAT de l’enzyme (Sterner & Berger, 2000). Pas moins de treize complexes 

HATs ont été purifiés à ce jour, avec de nombreux croisements entre complexes dus à la 

présence de sous unités communes (Carrozza et al, 2003). Par exemple le complexe SAGA de 

levure contient GCN5 et participe à l’activation de la transcription, tout comme le complexe 

NuA4, contenant la HAT Esa1 (famille MYST).  

Il est généralement admis qu’une chromatine acétylée correspond à un état 

transcriptionnel actif (MacDonald & Howe, 2009). La déstabilisation de l’interaction 

histones/ADN des nucléosomes, et le fait que de nombreuses HATs soient également des co-

activateurs transcriptionnels corroborent cette hypothèse. Les nombreux complexes dans 

lesquels des HATs forment des sous-unités ont également le plus souvent une action positive 

sur la transcription. De manière fort intéressante, bien que les complexes HAT aient de 

grandes redondances dans leur activité d’acétylation des histones, leurs fonctions diffèrent. 

Un exemple est celui de la levure et des complexes HATs SAGA, NuA3 et le complexe 

Elongateur. SAGA modifie préférentiellement H3K9, et plus faiblement H3K14, alors que 

NuA3 privilégie H3K14. Le complexe Elongateur possède les mêmes substrats que SAGA, 

mais agit dans les régions codantes des gènes au cours de la transcription alors que SAGA 

agit au niveau des promoteurs des gènes. Chez la levure, au moins 3 complexes différents 

existent avec la sous unité catalytique GCN5. Ainsi le contexte d’interaction dans lequel se 

situe une HAT va définir sa spécificité de substrat, ses régions de chromatine préférentielles, 

et les fonctions inhérentes à son activité (Lee & Workman, 2007). 
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New name Human D melanogaster S. cerevisiae S. pombe Substrate specificity Function 

KMT1   Su(Var)3-9   Clr4 H3K9 
Heterochromatin 
formation/silencing 

KMT1A SUV39H1       H3K9 
Heterochromatin 
formation/silencing 

KMT1B SUV39H2       H3K9 
Heterochromatin 
formation/silencing 

KMT1C G9a       H3K9 
Heterochromatin 
formation/silencing 

KMT1D EuHMTase/GLP       H3K9 
Heterochromatin 
formation/silencing 

KMT1E ESET/SETDB1       H3K9 Transcription repression 

KMT1F CLL8           

KMT2     Set1 Set1 H3K4 Transcription activation 

KMT2A MLL1 Trx     H3K4 Transcription activation 

KMT2B MLL2 Trx     H3K4 Transcription activation 

KMT2C MLL3 Trr     H3K4 Transcription activation 

KMT2D MLL4 Trr     H3K4 Transcription activation 

KMT2E MLL5       H3K4 Transcription activation 

KMT2F hSET1A       H3K4 Transcription activation 

KMT2G hSET1B       H3K4 Transcription activation 

KMT2H ASH1 Ash1     H3K4 Transcription activation 

KMT3     Set2 Set2 H3K36 Transcription activation 

KMT3A SET2       H3K36 Transcription activation 

KMT3B NSD1       H3K36   

KMT3C SYMD2       H3K36 (p53) Transcription activation 

KMT4 DOT1L   Dot1   H3K79 Transcription activation 

KMT5       Set9 H4K20 DNA-damage response 

KMT5A Pr-SET7/8 PR-set7     H4K20 Transcription repression 

KMT5B SUV4-20H1 Suv4-20     H4K20 DNA-damage response 

KMT5C SUV4-20H2           

KMT6 EZH2 E(Z)     H3K27 Polycomb silencing 

KMT7 SET7/9       H3K4 (p53 and TAF10)   

KMT8 RIZ1       H3K9 Transcription repression 

 

Figure I : nomenclature et caractérisation des histones méthyltransferases. (d’apres Allis et al. , 

2007) 
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New 

name Human 

D 

melanogaster 

S. 

cerevisiae S. pombe Substrate specificity Function 

KDM1 LSD1/BHC110 Su(var)3-3   SpLsd1/Swm1/Saf110 
H3K4me1/2, 
H3K9me1/2 

Transcription 
activation and 
repression, 
heterochromatin 
formation 

KDM2     Jhd1   H3K36me1/2 
Transcription 
elongation 

KDM2A JHDM1a/FBXL11       H3K36me1/2   

KDM2B JHDM1b/FBXL10       H3K36me1/2   

KDM3A JHDM2a       H3K9me1/2 

Androgen receptor 
gene activation, 
spermatogenesis 

KDM3B JHDM2b       H3K9me   

KDM4     Rph1   H3K9/K36me2/3 
Transcription 
elongation 

KDM4A JMJD2A/JHDM3A       H3K9/K36me2/3 

Transcription 
repression, genome 
integrity 

KDM4B JMJD2B       H3K9/H3K36me2/3 
Heterochromatin 
formation 

KDM4C JMJD2C/GASC1       H3K9/K36me2/3 Putative oncogene 

KDM4D JMJD2D       H3K9me2/3   

KDM5   Lid Jhd2 Jmj2 H3K4me2/3   

KDM5A JARID1A/RBP2       H3K4me2/3 
Retinoblastoma-
interacting protein 

KDM5B JARID1B/PLU-1       H3K4me1/2/3 
Transcription 
repression 

KDM5C JARID1C/SMCX       H3K4me2/3 
X-linked mental 
retardation 

KDM5D JARID1D/SMCY       H3K4me2/3 
Male-specific 
antigen 

KDM6A UTX       H3K27me2/3 
Transcription 
activation 

KDM6B JMJD3           

 

Figure J : nomenclature et caractérisation des histones déméthyltransferases. (d’apres Allis et al. 

, 2007) 
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New name Human D melanogaster S. cerevisiae S. pombe Substrate specificity Function 

KAT1 HAT1 CG2051 Hat1 Hat1/Hag603 H4 (5, 12) 
Histone deposition, 
DNA repair 

KAT2   dGCN5/PCAF Gcn5 Gcn5 
H3 (9, 14, 18, 23, 
36)/H2B; yHtzl (14) 

Transcription activation, 
DNA repair 

KAT2A hGCN5       H3 (9, 14, 18)/H2B Transcription activation 

KAT2B PCAF       H3 (9, 14, 18)/H2B Transcription activation 

KAT3  dCBP/NEJ     H4 (5, 8); H3 (14, 18) 
Transcription activation, 
DNA repair 

KAT3A CBP       H2A (5); H2B (12, 15) Transcription activation 

KAT3B P300       H2A (5); H2B (12, 15) Transcription activation 

KAT4 TAF1 dTAF1 Taf1 Taf1 H3 > H4 Transcription activation 

KAT5 TIP60/PLIP dTIP60 Esa1 Mst1 

H4 (5, 8, 12, 16); H2A 
(yeast 4, 7; chicken 5, 
9, 13, 15); 
dH2Av/yHtzl (14) 

Transcription activation, 
DNA repair 

KAT6   (CG1894) Sas3 (Mst2) H3 (14, 23) 

Transcription activation 
and elongation, DNA 
replication 

KAT6A MOZ/MYST3 ENOK     H3 (14) Transcription activation 

KAT6B MORF/MYST4       H3 (14) Transcription activation 

KAT7 HBO1/MYST2 CHM   (Mst2) H4 (5, 8, 12) > H3 
Transcription, DNA 
replication 

KAT8 HMOF/MYST1 dMOF (CG1894) Sas2 (Mst2) H4 (16) 

Chromatin boundaries, 
dosage compensation, 
DNA repair 

KAT9 ELP3 dELP3/CG15433 Elp3 Elp3 H3   

KAT10     Hap2   H3 (14); H4   

KAT11     Rtt109   H3 (56) 
Genome stability, 
transcription elongation 

KAT12 TFIIIC90       H3 (9, 14, 18) Pol III transcription 

KAT13A SRC1       H3/H4 Transcription activation 

KAT13B ACTR       H3/H4 Transcription activation 

KAT13C P160       H3/H4 Transcription activation 

KAT13D CLOCK       H3/H4   

 
Figure K : nomenclature et caractérisation des histones acétyltransferases. (d’apres Allis et al. , 

2007) 
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Ces variations s’expliquent par les différents domaines d’association à la chromatine 

présents au sein de ces complexes, et confirment la grande interaction des différentes marques 

épigénétiques pour créer un « code histone » capable d’être décrypté par la machinerie 

cellulaire. Par exemple CBP/p300, faisant partie d’un complexe avec l’ARN polymérase II 

non phosphorylée, participerait ainsi préférentiellement à l’étape d’initiation de la 

transcription, alors que PCAF est associé à l’ARN polymérase II lorsqu’elle est phosphorylée 

et donc active. Ceci suggère un rôle de PCAF dans l’étape d’élongation de la transcription 

(Cho et al, 1998). Il est intéressant de noter que la protéine BRD4, que nous détaillerons plus 

tard, est capable de s’associer à la chromatine acétylée notamment par CBP/p300 au niveau 

des promoteurs, et permet de recruter le complexe P-TEFb responsable de la phosphorylation 

de l’ARN polymérase II (Yang et al, 2005).  

Il est facile de faire un raccourci selon lequel les HATs sont associables à une 

transcription active et les HDACs à une répression. Cependant une étude à l’échelle du 

génome des sites de fixations des HATs et des HDACs montrent que ces deux facteurs 

contradictoires peuvent se retrouver tous deux associés au niveau de gènes activés par l’ARN 

polymérase II. L’hypothèse la plus probable est que les HDACs vont alors pouvoir réprimer le 

gène rapidement après qu’il soit transcrit. Sur certaines régions, il semble au contraire y avoir 

un dynamisme perpétuel de la chromatine acétylée/déacétylée, ce qui pourrait permettre de 

garder les gènes réprimés mais rapidement activables par la machinerie transcriptionnelle si 

besoin (Wang et al, 2009c).  

Les marques d’acétylation des histones ne sont pas aussi clairement réparties le long 

du génome et corrélées à une fonction précise comme peuvent l’être les marques de 

méthylation des histones. Mais certaines spécificités existent cependant. Le profil à l’échelle 

du génome des différentes marques d’acétylation a été révélé lors des travaux de l’équipe de 

K. Zhao sur les cellules humaines T CD4+. Leurs observations suggèrent que H3K9ac, 

retrouvée préférentiellement au niveau des promoteurs, puisse jouer un rôle dans l’étape 

d’initiation de la transcription, alors que des marques comme H3K14ac, H3K23ac et 

H4K12ac, détectées dans les régions transcrites des gènes, soient importantes pour l’étape 

d’élongation de la transcription (Wang et al, 2008). Il existe également quelques exemples de 

signalisation relativement bien décrits, comme celle induite par la marque H4K16ac. De 

manière générale, une baisse globale de H4K16ac équivaut à une baisse globale de la 

transcription. Bien que plusieurs HATs puissent acétyler ce résidu, le complexe SAS chez la 
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levure et MSL chez la drosophile le font pour des fonctions bien précises. Au niveau des 

télomères, le complexe SAS est responsable spécifiquement de H4K16ac et empêche la 

propagation de l’hétérochromatine par la HDAC Sir2. En effet, une délétion de SAS entraîne 

une diminution de H4K16ac et une dérégulation des télomères (Shia et al, 2006). Chez la 

drosophile, la surexpression du chromosome X chez les mâles (système de compensation de 

dose par rapport au double X chez les femelles) est corrélée avec la marque H4K16ac 

spécifiquement acétylée par MOF au sein du complexe MSL (Gelbart et al, 2009). Pour 

ajouter à cette complexité, il faut savoir que la version humaine du complexe MSL est 

associée à une acétylation globale de H4K16ac, alors que le complexe chez la drosophile est 

relativement spécifique au chromosome X. Une fois encore, cette différence semble 

s’expliquer par les partenaires de MOF au sein de ce complexe. Chez l’homme, MOF est 

également associée à d’autres complexes, notamment MLL, ce qui peut lui conférer une 

fonction plus générale sur la chromatine, alors que chez la drosophile, le complexe MSL est 

associé aux composant ARN rox qui le cible sur le chromosome X. (Lee & Workman, 2007). 

Enfin, la caractérisation en 2009 de l’ « acétylome » a permis de déterminer plus de 

3600 lysines acétylables réparties sur plus de 1750 protéines (Choudhary et al, 2009). Ainsi, 

le système de régulation de cette marque d’acétylation est vaste et fait de cette marque post-

traductionnelle une voie de signalisation aussi importante que peuvent l’être la méthylation et 

la phosphorylation, touchant à la fois aux histones et composants de la chromatine qu’à de 

nombreuses autres protéines.  

 

         IIB3e) Le code histone 

Ces différentes marques pourraient servir de balises de reconnaissance à une 

information épigénétique, et en 2000, la notion d’un « code histone » a été proposée (Strahl & 

Allis, 2000). La combinaison de toutes ces marques pourrait donc être lue et analysée par la 

machinerie cellulaire afin d’entraîner une cascade d’événements spécifiques.  

Le processus d’inactivation du chromosome X chez les mammifères est un exemple 

caractéristique de dialogue épigénétique conduisant à l’inactivation d’une région de 160 

mégabases. Cette inactivation débute par une perte des marques d’euchromatine (H4ac, 

H3K9ac, H3K4me2-3) (Chaumeil et al, 2002; Keohane et al, 1996). Des nouvelles 

modifications épigénétiques sont alors rapidement détectées : H3K27me3, H3K9me2, 
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H4K20me1 et H2AUb1 (de Napoles et al, 2004). Le variant d’histone macroH2A serait alors 

incorporé, aidant à réprimer la transcription (Angelov et al, 2003; Chakravarthy et al, 2005; 

Doyen et al, 2006). Enfin, l’ADN est méthylé au niveau des promoteurs des gènes réprimés 

par un mécanisme encore mal connu (Heard, 2005).  

Une récente étude publiée confirme également l’inter-connectivité entre les marques 

post-traductionnelles des histones et les facteurs chromatiniens capables de déchiffrer ce code 

et de réguler alors directement la machinerie transcriptionnelle. En effet, une connexion entre 

la phosphorylation de H3S10 et l’acétylation de H4K16 a été observée. Une stimulation des 

cellules par sérum induit la kinase PIM1 à phosphoryler H3S10 sur les histones H3 

préalablement acétylées sur la lysine 9 (H3K9ac), au niveau des séquences stimulatrices du 

gène FOSL1. La protéine adaptatrice 14-3-3 s’associe alors avec cette serine phosphorylée et 

recrute l’histone acétyltransférase MOF. L’enzyme MOF va alors acétyler la lysine 16 de 

l’histone H4 (H4K16ac), créant un environnement H3K9ac/H3S10ph/H4K16 propice au 

recrutement de la protéine à double bromodomaine BRD4. La protéine BRD4 va alors à son 

tour recruter le facteur P-TEFb, qui va phosphoryler le domaine CTD de l’ARN polymérase 

II, qui était jusqu’alors bloquée en étape d’initiation de la transcription au niveau du 

promoteur du gène FOSL1. Cette activation de la polymérase lui permet de débuter l’étape 

d’élongation de la transcription et augmente sa processivité (Figure L p61) (Zippo et al, 

2009).  

De plus, la cartographie globale des différentes marques d’histones sur le génome est 

en train d’être réalisée sur différents types de cellule par des techniques 

d’immunoprécipitation de la chromatine couplée à différents systèmes d’analyse, comme les 

puces à ADN, l’analyse en série d’expression génique ou le séquençage parallèle massif 

(ChIP-chip, ChIP-SAGE et ChIP-seq respectivement (Schones & Zhao, 2008)). Ces données 

permettent d’établir un épigénome spécifique pour chaque type de cellules, et de mieux 

comprendre les pathologies découlant de dérégulations épigénétiques. 

L’association des nucléosomes eux-mêmes le long de la double hélice d’ADN, et leur 

localisation au niveau de séquences spéciale de l’ADN vont également réguler la machinerie 

cellulaire. La capacité de déplacer les nucléosomes, et de faciliter ainsi l’accès à l’information 

génétique, peut être assimilée à une régulation épigénétique. 
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         IIB3f) Mobilisation des nucléosomes par les facteurs de remodelage 

Les nucléosomes sont des entités très stables dont la mobilité est réduite. Les 

chaperons d’histones favorisent la formation des nucléosomes in vitro et in vivo, mais les 

répartissent de manière aléatoire le long de la fibre de chromatine. L’action de facteurs de 

remodelage permet d’établir un espacement constant des nucléosomes, car ils mobilisent les 

nucléosomes le long de la fibre de chromatine (Almouzni & Mechali, 1988). Lors de 

l’activation de la transcription, d’autres facteurs de remodelage désorganisent l’espacement 

des nucléosomes, exposant ainsi les séquences régulatrices aux protéines effectrices. 

Cinq familles de facteurs de remodelage sont distinguées chez les organismes 

eucaryotes : Swi/Snf, Iswi, NURD/Mi2/CHD, Ino80 et SWR1. Tous les facteurs de 

remodelage possèdent une sous unité ATPase, qui constitue le moteur du complexe et la base 

de leur classification. Historiquement, les facteurs de remodelage ont été décrits comme 

capables de mobiliser les nucléosomes le long de la fibre de chromatine, mais leurs activités 

ont été étendues récemment à l’éviction d’histones de la fibre de chromatine, et au dépôt de 

variants d’histone. 

 

 

Figure L : Connexion entre différentes marques et acteurs d’une information épigénétique afin 

de réguler la transcription cellulaire. (lee et al, 2010) 
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  La famille SWI/SNF 

Les facteurs de la famille Swi/Snf désorganisent l’espacement régulier des 

nucléosomes au niveau des promoteurs des gènes (Boeger et al, 2003; Martens & Winston, 

2003; Reinke & Horz, 2003). Les séquences d’ADN régulatrices sont ainsi accessibles aux 

facteurs d’initiation de la transcription. Après acétylation des histones du promoteur par les 

complexes HATs NuA4 et/ou SAGA, le complexe Swi/Snf est recruté par le bromodomaine 

de sa sous unité ATPase (Hassan et al, 2002). Certaines sous unités des complexes Swi/Snf 

contiennent plusieurs bromodomaines et reconnaissent spécifiquement certains résidus 

acétylés (Kasten et al, 2004). 

Plusieurs hypothèses tentent d’expliquer comment l’action de SWI/SNF rend l’ADN 

accessible. Le glissement d’un nucléosome implique la rupture simultanée de quatorze 

liaisons ADN-histones. Le modèle actuel propose qu’un surplus d’ADN soit poussé à l’entrée 

du nucléosome. Ce bourrelet d’ADN serait glissé le long du nucléosome, de la même manière 

que l’on chasse un pli sur un vêtement. Ainsi la majorité des liaisons ADN-histones n’est pas 

rompue simultanément car le glissement de l’ADN le long du nucléosome implique la cassure 

transitoire d’un petit nombre de liaisons hydrogènes (Zofall et al, 2006). 

  La famille ISWI 

La famille Iswi est définie par la sous unité ATPase du complexe ACF/CHARC 

(Loyola & Almouzni, 2004). Le complexe homologue chez l’homme, appelé RSF 

(Remodeling and Spacing factor), cumulerait les fonctions de chaperon d’histones et de 

facteur de remodelage, puisqu’il est capable à lui seul d’incorporer des nucléosomes de 

manière régulière lors de l’assemblage de la chromatine (Loyola et al, 2001). Le mécanisme 

d’action des complexes ISWI est globalement identique à celui de la famille SWI/SNF.  

La sous unité ATPase du complexe Iswi contient également deux domaines de 

reconnaissance des histones, un domaine SANT et un domaine SLIDE, qui fixeraient 

respectivement les queues N terminales des histones et l’ADN qui sort du nucléosome (Grune 

et al, 2003). 
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  La famille Mi2/NURD/CHD 

Le complexe NURD induit une répression forte de la transcription, médiée notamment 

par l’action des HDACs présentes au sein du complexe. La sous unité ATPase du complexe 

NURD contient également un chromodomaine, ce qui participerait à son ciblage vers les 

zones à réprimer. De plus, MBD3 a été identifiée comme membre des complexes NURD/Mi2 

par plusieurs groupes, ce qui suggère un ciblage vers les régions méthylées. La protéine 

MBD2 pourrait également être intégrée à certains de ces complexes (Bowen et al, 2004). 

  Les complexes Ino80 et SWR1 

Le complexe Ino80, que certains classent dans la superfamille Swi/Snf, est impliqué 

dans la réparation des cassures doubles brins (Morrison et al, 2004; van Attikum et al, 2004). 

Nhp10 reconnaît le variant d’histone H2A.X, et cible l’action du complexe au niveau de la 

cassure. Ino80 désassemblerait alors la chromatine afin de faciliter l’accès à l’extrémité de 

l’ADN lésé. (Li et al, 2005).  

Le complexe SWR1 permet la déposition du variant H2A.Z, et régule ainsi l’initiation 

de la transcription. Il pourrait également jouer un rôle dans la réparation des cassures doubles 

brins, en remplaçant γH2A.X par une version non phosphorylée (Cairns, 2004). Il serait 

également impliqué dans le remodelage général de la chromatine, associé à la réparation des 

cassures doubles brins (Downs et al, 2004).  

Enfin, outre les modifications portées par les histones de cœur, les nucléosomes 

peuvent être composés de protéines histones alternatives, appelées variants d’histones, 

capables d’apporter une véritable information spécifique sur leur lieu d’incorporation. 

 

         IIB3g) Les variants d’histones 

  Les variants d’histones de liaison 

Dix isoformes d’histones de liaison ont été décrites à ce jour. La majeure partie des 

variations est présente dans les zones N et C terminales, et la région globulaire centrale est la 

plus conservée (Khochbin, 2001). Les gènes codants ces isoformes auraient évolué de 

manière à lier l’expression de ces variants aux signaux contrôlant la prolifération cellulaire. 
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Ainsi des isoformes différentes des variants d’histone de liaison sont détectées à différents 

stades de différenciation. Chez le xénope, le variant B4 est présent au début du 

développement dans des cellules à division rapide. Par contre, les cellules en phase de 

différenciation finale sont enrichies en variant H1°, mais cet enrichissement est perdu en cas 

de dédifférenciation, par exemple lors de la régénération du foie après ablation chirurgicale 

(Gjerset et al, 1982). 

Ainsi, on peut différencier les variants exprimés dans un contexte embryonnaire, de 

réplication ou de différenciation. Pourtant, aucun rôle fonctionnel distinct ne semble se 

dégager pour chaque isoforme : des expériences d’invalidation de gènes indiquent que les 

grandes fonctions cellulaires, telle que la transcription, ne sont pas modifiées en l’absence de 

variants d’histone, mais laissent supposer un rôle épigénétique encore mal compris, agissant 

probablement au niveau de l’organisation et de la structuration globale de la chromatine 

(Khochbin, 2001). 

  Les variants d’histones de cœur 

Il existe de nombreux variants d’histones de cœur, dont certains ont une fonction 

encore obscure. Seul les principaux variants et leurs conséquences seront détaillés dans ce 

chapitre.  

H2A.Z facilite l’initiation de la transcription et les variants homologues à H2A.Z ont 

été conservés au cours de l’évolution. La distribution d’Htz1, son homologue chez la levure, a 

été évaluée à l’échelle d’un génome entier chez Saccaromyces cerevisiae. Htz1 est enrichie 

dans les promoteurs de gènes, et est peu présente dans les régions réprimées tels que les 

domaines subtélomériques (Guillemette et al, 2005; Raisner et al, 2005). Ainsi, H2A.Z 

favoriserait une activation de la transcription. La déposition d’H2A.Z est dirigée par un signal 

codé par l’ADN et l’acétylation de la queue N terminale des histones (Raisner et al, 2005; 

Zhang et al, 2005a). Le complexe d’assemblage d’Htz1 a été purifié chez la levure, et sa sous 

unité catalytique est Swr1 (Mizuguchi et al, 2004). La sous unité Swc2 lie également H2A.Z 

et est essentielle à son dépôt dans la chromatine (Wu et al, 2005). La protéine à double 

bromodomaines Bdf1 est présente au sein du complexe : elle ciblerait l’insertion d’H2A.Z en 

reconnaissant une acétylation d’H3 et/ou d’H4.  
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H2A.X intervient dans la réparation des cassures double brins de l’ADN. Le variant 

H2A.X est présent au sein de l’ensemble du règne animal. C’est la seule histone H2A présente 

chez la levure et chez certains champignons (Malik & Henikoff, 2003). Une phosphorylation 

massive d’H2A.X sur sa sérine 139 a lieu lors de la réparation d’une cassure double brins de 

l’ADN. La forme phosphorylée d’H2A.X, appelée gamma-H2A.X est détectée dans tous les 

contextes cellulaires mettant en jeu des cassures double brins : agression par des agents 

extérieurs, apoptose, réplication, recombinaison des zones V(D)J lors de la maturation des 

lymphocytes et recombinaison homologue lors de la méiose. Trois kinases de la famille des 

PI3 kinases peuvent phosphoryler H2A.X : ATM, DNA-PK et ATR (Stiff et al, 2004). 

H2A.X n’est pas impliquée dans le recrutement initial des facteurs essentiels à la réparation 

des cassures doubles brins, mais dans leur accumulation (Celeste et al, 2003). Il est reconnu 

par Arp4, sous unité commune des complexes de remodelage NuA4, Ino80 et Swr1 (Downs et 

al, 2004). Ces complexes permettraient alors de modifier la structure de la chromatine, de 

telle sorte que la réparation de l’ADN puisse avoir lieu. 

MacroH2A (mH2A) réprime la transcription, et est un variant d’H2A contenant une 

région carboxy-terminale de très grande taille (20 kD) (Pehrson & Fried, 1992). Le variant 

mH2A est associé à une répression forte de la transcription, et serait notamment enrichi au 

sein du chromosome X inactif (Costanzi & Pehrson, 1998; Costanzi & Pehrson, 2001). De 

plus, l’histone mH2A est détectée dans des foyers d’hétérochromatines apparaissant dans les 

cellules quiescentes ou sénescentes (Grigoryev et al, 2004; Zhang et al, 2005b). MacroH2A a 

un effet répresseur de la transcription à deux niveaux. In vitro, il a été montré qu’elle bloque 

l’action de la HAT p300, interférant ainsi dans la cascade de modifications post 

traductionnelles des histones nécessaires à l’initiation de la transcription (Doyen et al, 2006). 

Cet effet a été confirmé in vivo, car les nucléosomes contenant mH2A sont moins acétylés 

que ceux contenant H2A (Chakravarthy et al, 2005), et l’interaction de mH2A avec HDAC1 

et HDAC2 minimise l’acétylation des histones voisines. De plus, mH2A bloque l’action de 

complexes de remodelage de la chromatine, nécessaire à la mobilisation des nucléosomes lors 

de la transcription (Doyen et al, 2006). 

Cinq isoformes distinctes d’H3 sont présentes chez les mammifères, H3.1, H3.2, H3.3, 

H3t et CENP-A.  
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Les variants d’H3 spécifiques des centromères (CENP-A et homologues, cenH3) sont 

un des piliers de la construction des centromères, car indispensables à la formation des 

kinétochores, eux-mêmes responsables de l’attachement des microtubules et de la ségrégation 

chromosomique lors de la mitose et de la méiose (Blower & Karpen, 2001). En outre, les 

centromères ne sont pas définis par une séquence d’ADN spécifique mais par la présence des 

cenH3, ce qui a servi historiquement à leur cartographie chez les plantes et les animaux 

(Henikoff & Ahmad, 2005). L’incorporation des cenH3 se produirait de manière indépendante 

de la réplication (Amor et al, 2004) et des approches biochimiques récentes ont permis de 

purifier un complexe d’incorporation (Foltz et al, 2006; Okada et al, 2006). Récemment, le 

chaperon de CENP-A a été découvert. Avant d’être incorporé au sein des nucléosomes 

centromériques, CENP-A est complexée avec H4, la nucléophosmine 1 et HJURP. Cette 

dernière s’associe à CENP-A via son domaine de ciblage aux centromères, CATD, et est 

indispensable pour l’incorporation du variant d’histone (Foltz et al, 2009). 

Le variant d’histone H3.3 est enrichi dans les zones de transcription active. H3.3 est 

chaperonné par une protéine spécifique, HIRA, qui le différencie des autres H3 et favorise son 

incorporation dans les régions transcriptionnellement actives (Tagami et al, 2004). Ce variant 

est enrichi en marques de transcription active, à savoir une hyperacétylation et une 

diméthylation d’H3K36 et H3K79 (Hake et al, 2006).  

  L’hypothèse du « code barre des histones » 

Des protéines très similaires dévoilent ainsi des modifications post traductionnelles 

très différentes. Les cenH3 sont spécifiques des centromères. H3.3 est associée à une 

transcription active, tandis qu’H3.1 et H3.2 auraient des rôles différents encore mal compris 

(Hake & Allis, 2006). David Allis et coll. ont étendu récemment la portée du code histone, en 

introduisant la notion de « code barre » des histones (Hake & Allis, 2006). Ils supposent que 

chaque variant d’H3 a un rôle spécifique et porte une information épigénétique particulière. 

La répartition des variants d’histone au sein de la chromatine indexerait l’information 

épigénétique. Cette hypothèse peut naturellement être étendue à tous les variants d’histone, 

mais suppose des mécanismes d’assemblage et de régulation encore mal connus. 
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Nous avons ainsi pu apercevoir les capacités phénoménales de plasticité que 

l’épigénétique apporte à l’information génétique figée. Après avoir détaillé certains des 

mécanismes, certaines des voies de signalisations, et les acteurs potentiels capables de 

moduler cette information épigénétique, deux exemples seront présentés ci-après : les 

connaissances actuelles sur un groupe de protéines capable de lire et interpréter l’information 

épigénétique afin de réguler les évènements cellulaires, la famille BET, et un modèle concret 

de remodelage de l’information épigénétique au niveau cellulaire, la spermatogenèse.   

 

   IIC) Un exemple d’acteurs épigénétiques : la famille BET 

 

      IIC1) Introduction 

Les protéines BET forment une famille extrêmement bien conservée au cours de 

l’évolution. On les retrouve aussi bien chez les plantes que chez le xénope ou l’homme. Il 

existe deux membres chez la levure (Bdf1 et Bdf2), deux chez la drosophile (fshS et fshL) et 

chez les mammifères on dénombre quatre membres dont trois ubiquistes, BRD2, BRD3, 

BRD4 et un spécifique du tissu testiculaire, BRDT. La particularité de cette famille est que 

ses membres possèdent un double bromodomaine leur permettant une association forte à la 

chromatine acétylée, sur différents résidus lysines acétylés. Elles possèdent également un 

second domaine caractérisé qui leur est propre, le domaine Extra-Terminal, permettant des 

interactions protéine-protéine (Figure M, p68) (Florence & Faller, 2001).  

 

      IIC2) Association à la chromatine acétylée 

Les bromodomaines de la famille BET présentent des affinités différentes au sein d’un 

environnement chromatinien acétylé. Par exemple, BRD2 s’associe à l’histone H4 acétylée 

plutôt que H3ac, et ceci s’explique par le fait que le premier bromodomaine de BRD2 se lie à 
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H4K12ac, alors que le second bromodomaine peut se lier à H4K5ac ou H4K12ac (Umehara et 

al, 2010). Récemment, il a été montré que le premier bromodomaine de BRDT est capable de 

reconnaitre deux modifications post-traductionnelles à lui seul, H4K5ac et H4K8ac, alors que 

le second s’associe à H3K18ac, laissant donc imaginer une association de la protéine aux 

nucléosomes via deux histones à la fois (Moriniere et al, 2009). Les bromodomaines de 

BRD4 quant à eux sont capables de reconnaître H3K14ac, H4K5ac et H4K12ac (Dey et al, 

2003). Ces trois protéines présentent donc des affinités différentes pour la chromatine, ce qui 

pourrait les cibler sur des régions spécifiques du génome. Enfin il est intéressant de noter que 

BRD4 est capable d’interagir avec la sous-unité RelA du facteur NF-KappaB acétylée sur la 

lysine 301, ce qui laisse supposer que les histones ne sont pas les seuls partenaires acétylés 

reconnus par les bromodomaines (Huang et al, 2009).  

 

 

 

Figure M : Famille BET 

Présentation des membres de la famille BET chez l’homme, la drosophile et la levure. (issu de 

Florence & Faller, 2001) 
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      IIC3) Un rôle vital pour la cellule 

Les protéines BET sont indispensables chez les différents organismes de par leur 

potentiel rôle central d’intermédiaire entre la chromatine et les facteurs nucléaires. Ainsi, les 

levures déficientes en Bdf1 présentent de graves troubles méiotiques et les doubles mutants 

Bdf1/Bdf2 ne sont pas viables (Chua & Roeder, 1995). La mutation nulle du gène FSH de la 

drosophile est également létale, notamment parce qu’elle induit une répression de 

l’homéogène Ubx. De plus, une surexpression de Fsh-S induit une expression ectopique de 

Ubx (Chang et al, 2007b; Digan et al, 1986).  

Ces protéines semblent également indispensables au développement embryonnaire 

chez la souris. Les souris KO pour BRD2 sont létales à l’état embryonnaire (E 11.5), avec de 

sévères défauts de formation du tube neural ainsi qu’un retard de croissance, et les 

fibroblastes déficients pour BRD2 ont une prolifération ralentie (Gyuris et al, 2009; Shang et 

al, 2009). De façon similaire, le KO de BRD4 est létal, et les souris hétérozygotes BRD4+/- 

présentent de graves défauts pré et post-natal de croissance, avec réduction de la prolifération 

cellulaire (malformation craniale, absence de graisse sous-cutanée, cataractes). De plus, la 

moitié de ces souris meurt dans les 2 semaines après la naissance (Houzelstein et al, 2002). La 

délétion du premier bromodomaine de BRDT, spécifique des cellules germinales, est associée 

à une infertilité des souris mâles homozygotes -/-, avec des altérations dans les stades tardifs 

de la spermatogenèse (Shang et al, 2007). Enfin, une dérégulation de l’activité de ces 

protéines semble responsable de nombreuses maladies. Par exemple, la perturbation de 

l’expression de BRD2 est corrélée à une sévère obésité chez la souris, sans induire de diabète 

de type 2 (Wang et al, 2010) et un polymorphisme du gène BRD2 est impliqué dans des 

troubles épileptiques (Pal et al, 2003). Des translocations chromosomiques impliquant les 

gènes BRD4 ou BRD3 sont impliquées dans des cancers extrêmement agressifs (French et al, 

2008). BRD2 est surexprimée dans des lymphomes et lignées leucémiques et BRDT dans des 

cancers du poumon. Enfin, ces facteurs épigénétiques sont couramment détournés de leur 

fonction principale par les virus (Ottinger et al, 2006; Schweiger et al, 2006). 
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      IIC4) Acteurs d’une mémoire épigénétique 

Contrairement aux autres facteurs d’organisation de la chromatine, en particuliers les 

autres protéines à bromodomaine, les protéines BET sont capables de rester fixées aux 

chromosomes durant la division mitotique. Ceci laisse supposer qu’elles puissent jouer un rôle 

important au cours de la mitose et qu’elles participent au maintien d’une mémoire 

épigénétique à travers les divisions cellulaires. En effet l’état de différenciation d’une cellule 

et le déterminisme de sa lignée in vivo est généralement stable sur une longue période pendant 

laquelle la cellule subira de nombreux cycles de division, ce qui requiert le transfert d’une 

information épigénétique de la cellule mère à sa fille. Au cours de l’embryogenèse du 

zebrafish, BRD4 reste associée aux chromosomes mitotiques (Toyama et al, 2008). Chez 

C.elegans, la protéine BET-1 est indispensable pour le maintien de la spécificité de différents 

types cellulaires, et sa fonction semble importante à la fois lors de la période de 

l’établissement du stade de différenciation, et à la fois dans la période de maintien de cet état 

différencié (Shibata et al, 2010).  

L’action des protéines BET au cours des divisions cellulaires pourrait se faire à 

plusieurs niveaux. Premièrement, elle pourrait protéger et ainsi empêcher la perte de marques 

acétylées de la chromatine qui a normalement lieu lors de la mitose. En effet, BRD4 semble 

nécessaire pour la maintenance de l’acétylation de la lysine 14 de l’histone H3 et de la lysine 

12 de l’histone H4 durant la mitose (Nishiyama et al, 2006). Deuxièmement, elles pourraient 

participer au bon déroulement de la mitose. L’utilisation d’une drogue anti-mitotique 

réversible (nocodazole) montre en effet que l’arrêt en mitose entraîne une dissociation de 

BRD4 des chromosomes mitotiques et que le redéclenchement de la mitose entraîne sa 

réassociation (Nishiyama et al, 2006). De plus, les cellules BRD4+/- présentent des troubles 

de la mitose avec une mauvaise ségrégation des chromosomes, une tétraploïdie et de 

l’apoptose (Nishiyama et al, 2006). De plus, la suppression de BRD4 dans des lignées 

tumorales humaines par siRNA induit la perte de l’expression de la protéine Aurora B 

indispensable à la mitose (You et al, 2009).  

Enfin, les protéines BET pourraient participer à la transmission d’un programme 

transcriptionnel spécifique à travers les divisions cellulaires. Ainsi, il a été observé que BRD4 

reste préférentiellement associé lors de la mitose au niveau des gènes qui vont être réactivé 

aussitôt après la fin du cycle, ciblant alors la machinerie transcriptionnelle sur ces gènes et 
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permettant leur transcription rapide (Dey et al, 2009). Il est intéressant de noter cependant que 

BRD4 ne semble pas associée aux chromosomes lors de la méiose des ovocytes de la souris 

(Nagashima et al, 2007). Cette capacité à rester associée aux chromosomes mitotiques est 

d’ailleurs utilisée par certains virus, qui grâce à des protéines virales interagissant avec les 

protéines BET, vont coupler leur génome à celui de la cellule hôte, permettant alors une 

ségrégation du virus au sein des deux cellules filles (McBride et al, 2004).  

 

      IIC5) Régulateurs du cycle cellulaire 

L’action des protéines BET sur le cycle cellulaire ne se retreint cependant pas à la 

mitose. Par exemple, BRD3 peut être associée à la prolifération cellulaire car son expression 

est réprimée durant l’entrée en différenciation des cellules endothéliales (Ishii et al, 2005). La 

protéine BRD2 quant à elle est retrouvée cytoplasmique dans des cultures de cellules 

quiescentes différenciées en phase Go, et devient exclusivement nucléaire après induction de 

la prolifération cellulaire par des agents mitogènes (Guo et al, 2000). De plus une 

surexpression de BRD2 augmente la prolifération cellulaire et accélère le cycle cellulaire en 

activant la transcription de la Cycline A (Sinha et al, 2005). Un rôle de BRD2 dans 

l’activation transcriptionnelle de gènes par E2F a ainsi été mis en évidence. La dissociation 

des activateurs E2F1 et E2F2 du complexe inhibiteur de Rb en fin de période G1 induit 

l’expression par la voie Ras de nombreuses protéines régulatrices du cycle cellulaire. Or, il a 

été observé que BRD2 est présent sur le promoteur de la Cycline A au cours du cycle 

cellulaire et qu’elle interagit avec le facteur E2F. En s’associant aux facteurs de transcription 

E2F1 ou E2F2, BRD2 co-stimule donc avec Ras l’expression spécifique de la Cycline A par 

ces facteurs (Denis et al, 2000). Durant le reste du cycle cellulaire, BRD2 perd son 

association avec E2F2, pour être remplacé par E2F4, qui est quant à lui un répresseur 

transcriptionnel. 

BRD2 et BRD3 ont également été retrouvé associés au niveau de la séquence codante 

du gène de la Cycline D1. L’inhibition par siRNA de BRD3 entraine une mort cellulaire mais 

l’inhibition de BRD2 entraîne une baisse spécifique de l’expression de la Cycline D1 (LeRoy 

et al, 2008). Enfin, l’expression de BRD4 est positivement régulée par l’induction de la 

prolifération cellulaire, et réprimée dans le cas contraire (Dey et al, 2000). L’inhibition par 
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siRNA de BRD4 entraine une baisse de la transcription des gènes clés de la phase G1 et 

associés à la croissance cellulaire, avec un arrêt du cycle et une entrée en apoptose 

(Mochizuki et al, 2008; Yang et al, 2008). 

 

      IIC6) Régulateurs majeurs de la transcription cellulaire 

De nombreux travaux ont élargi le rôle des protéines BET à la régulation globale de la 

transcription. Crowley T et coll. observent une interaction de BRD2 avec le complexe 

Médiateur TRAP (via TRAP220), qui lui même interagit avec l’ARN polymérase II, 

responsable de la transcription des gènes de classe II (Crowley et al, 2004). La protéine BRD2 

pourrait ainsi participer à la transcription non seulement en recrutant des facteurs de 

transcription au niveau de promoteurs spécifiques, mais également en recrutant indirectement, 

via TRAP, l’ARN polymérase II elle-même. De plus, il a été montré par co-

immunoprécipitation que BRD2 s‘associe à un complexe protéique contenant une HAT et des 

membres du complexe de remodelage de la chromatine, SWI/SNF (Denis et al, 2006). Un 

autre rôle de BRD2 pourrait donc être de recruter une activité enzymatique d’acétylation au 

niveau des histones, et participer alors à la propagation du marquage d’acétylation de la 

chromatine. De plus, le recrutement possible de facteurs de remodelage modifierait la 

conformation de la chromatine, régulant par là-même l’expression des gènes. 

Un rôle supplémentaire à été attribué à BRD2. Comme BRD3, BRD2 est associée sur 

la totalité de la région codante des gènes, riche en H4K5ac, H4K12ac et H3K14ac. LeRoy et 

coll. démontrent que BRD2 et BRD3 facilitent l’élongation de la polymérase au passage des 

nucléosomes et soumettent l’idée que BRD2 puisse avoir une activité de chaperon d’histone 

(LeRoy et al, 2008). 

Parallèlement, deux études ont mis en évidence l’implication de BRD4 dans la 

régulation transcriptionnelle. Elles montrent que BRD4 interagit avec le complexe P-TEFb, au 

niveau d’une de ses deux sous-unités, la Cycline T1 (Jang et al, 2005; Yang et al, 2005). Ce 

complexe permet la transition entre la phase d’initiation et la phase d’élongation de la 

transcription par l’ARN polymérase II, en stimulant la processivité de celle-ci par 

phosphorylation d’une de ses sous-unités. Le complexe P-TEFb est retrouvé sous deux formes 
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dans la cellule. Quand il est couplé à la sous-unité inhibitrice 7SK small nuclear RNA (7SK 

snRNA), P-TEFb est inactif. La forme active de ce complexe résulte de sa dissociation de 

7SK snRNA et de son association avec BRD4. BRD4 et P-TEFb semblent en réalité être les 

acteurs principaux d’une transcription spécifique. Byun et coll. ont montré que les protéines 

CBP/p300 et l’ARN polymérase II sont généralement constitutivement associées à la partie 

promotrice des gènes, et que le recrutement de P-TEFb par association de BRD4 à la 

chromatine au niveau de ces promoteurs est le facteur déclenchant de la transcription (Byun et 

al, 2009). De plus, comme BRD2, BRD4 est associée au Complexe Médiateur TRAP. Ainsi, 

BRD4 pourrait activer la transcription en stimulant à la fois le recrutement de l’ARN 

polymérase II via TRAP et l’activation de cette polymérase par P-TEFb (Figure N, p74).  

Enfin, la protéine BRD4 est capable d’induire la transcription dépendante de NF-

kappaB, non pas via son association à la chromatine acétylée, mais en interagissant 

directement par ses bromodomaines avec la protéine RelA acétylée. (Huang et al, 2009) 

Chez la levure, une des fonctions caractérisée de Bdf1 est sa capacité à fixer le facteur 

général de transcription TFIID, nécessaire à l’assemblage du complexe de préinitiation de la 

transcription (Matangkasombut & Buratowski, 2003). Les fonctions semblent donc 

relativement similaires à celles des protéines humaines BRD2 et BRD4. Il est intéressant de 

noter également que BDF1 fixe la chromatine à proximité des télomères et empêche la 

fixation de SIR2, une protéine HDAC responsable de la répression des régions télomériques. 

Une mutation de Bdf1 entraîne la propagation des protéines SIR en dehors des régions 

hétérochromatiques. Bdf1 agirait donc comme barrière hétérochromatique, empêchant ainsi la 

répression transcriptionnelle des régions d’euchromatine proche des télomères (Ladurner et 

al, 2003). Les protéines BET semblent donc servir de plate-forme fonctionnelle et semblent 

aussi recruter des activateurs transcriptionnels comme le complexe Médiateur pour la phase 

d’initiation de la transcription, puis le complexe P-TEFb pour la phase d’élongation de l’ARN 

polymérase II.  
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      IIC7) Détournement par les Virus 

Les virus ont bien cerné le rôle majeur des protéines à bromodomaines et ont mis en 

place différents systèmes de contournement des fonctions des protéines BET. 

BRD4 est ainsi utilisée par la protéine E2 du papillomavirus pour permettre la bonne 

ségrégation du génome viral entre les deux cellules hôtes filles (McBride et al, 2004). BRD4 

est également utilisée pour la régulation transcriptionnelle médiée par la protéine virale E2 

des différents papillomavirus. Ainsi, un mutant de BRD4 incapable d’interagir avec E2 agit 

comme dominant négatif sur l’activation de la transcription médiée par E2 (McPhillips et al, 

2006).  

 

Figure N : Rôle de BRD4 au cours de la transcription 

La protéine BRD4 est capable de s’associer à la fois au complexe Mediateur/ARNpolII et à P-

TEFb, et régule ainsi l’initiation et l’élongation de la transcription. (issu de Wu & Chiang, 2007) 
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A l’inverse, BRD4 est également nécessaire pour la répression transcriptionnelle 

ponctuelle des papillomavirus humains latents : le complexe répressif médié par la protéine 

E2, qui inhibe l’expression de l’oncoprotéine virale E6, est composé de BRD4. E2-BRD4 

empêche le recrutement de TFIID et de la polymérase II sur le promoteur de E6, qui est 

malgré tout fortement acétylé, mais réprimé (Wu et al, 2006).  

Enfin, de manière similaire, la protéine LANA-1 du virus KSHV (Kaposi’s Sarcoma-

Associated Herpesvirus) semble jouer le rôle de passerelle entre le génome viral et le génome 

de la cellule hôte à l’aide cette fois-ci de BRD2 (Viejo-Borbolla et al, 2005).  

Il est intéressant de noter que LANA-1 régule également l’expression de gènes 

cellulaires, afin de moduler l’entrée en phase S de la cellule hôte via une voie E2F-

dépendante. D’après la découverte de l’association de BRD2 avec E2F, le virus KSHV 

pourrait utiliser également BRD2 pour son rôle dans la régulation transcriptionnelle.  

 

      IIC8) Un rôle dans la spermatogenèse ? 

Certaines protéines BET humaines ou certaines de leurs isoformes sont retrouvées 

majoritairement testiculaires et leurs profils d’expression sont extrêmement variés au cours de 

la spermatogenèse (Shang et al, 2004).  

BRD4 et BRD2 sont exprimées majoritairement dans les spermatogonies et le début 

des spermatocytes, et pourraient y jouer une fonction de régulation transcriptionnelle comme 

dans les autres tissus, participant ainsi à la prolifération active qui caractérise ces cellules. 

Enfin, BRDT et BRD3 sont présents dans les stades post-méiotiques, lors de la maturation des 

cellules haploïdes, les spermatides. Or, au niveau chromatinien, cette maturation (ou 

spermiogenèse), se caractérise par un arrêt quasi complet de la transcription, suivi d’une 

réorganisation globale du génome puisque la quasi-totalité des histones sont enlevées et 

remplacées in fine par des protamines. Les mécanismes moléculaires de cette réorganisation 

sont encore inconnus, mais on sait qu’une hyperacétylation des histones précède leur 

enlèvement (Rousseaux et al, 2008). Ceci pourrait très vraisemblablement être un signal de 

recrutement d’une machinerie cellulaire appropriée, impliquée dans ces remodelages 

drastiques de la chromatine. Par ailleurs, il a été montré qu’une expression ectopique de 
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BRDT dans des cellules somatiques en culture, après hyperacétylation des histones induite par 

un inhibiteur des histones déacétylases, la trichostatine A (TSA), entraîne une compaction 

drastique de la chromatine. La capacité de BRDT à très fortement compacter la chromatine 

hyperacétylée pourrait en faire un acteur majeur de la condensation que subit le noyau des 

spermatides au cours de leur maturation en spermatozoïdes (Pivot-Pajot et al, 2003). 

Enfin, il serait particulièrement intéressant de savoir si ces protéines restent fixées aux 

histones restantes du spermatozoïde (10 à 15% chez l’homme), laissant supposer une possible 

mémoire épigénétique paternelle apportée au zygote.  

 

      IIC9) Conclusion 

La famille BET regroupe donc des protéines multifonctionnelles conservées au sein de 

nombreux organismes. Leurs bromodomaines permettent une association spécifique à 

certaines histones et les données de la littérature tendent à leur conférer une fonction 

importante dans le contrôle de la prolifération au sens large : régulation du cycle cellulaire, de 

la transcription et participation aux évènements de divisions mitotiques et méiotiques. Elles 

semblent servir de « plate-forme fonctionnelle » et recruter des facteurs de transcription, voire 

les polymérases elles-mêmes, au niveau de régions d’euchromatine, permettant ainsi 

l’expression spécifique de gènes. Elles pourraient également participer à l’hérédité d’une 

mémoire épigénétique entre les cellules et jouer un rôle dans la maturation des cellules 

germinales. 

Ainsi, cette famille de protéine est au carrefour de l’homéostasie cellulaire et des 

informations épigénétiques permettant la mise en place d’un programme génétique spécifique 

à la fonction d’une cellule.  
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   IID) Un modèle d’étude de remaniements épigénétiques : la 

spermatogenèse 

 

      IID1) Introduction 

La gamétogenèse est l’un des seuls événements de la vie cellulaire caractérisé par une 

reprogrammation intégrale de l’épigénome : le programme épigénétique des cellules 

germinales est complètement effacé et remplacé par un programme capable de créer tous les 

types cellulaires nécessaires à la construction d’un organisme.  

Différenciés à outrance, les spermatozoïdes ne contiennent presque plus de 

cytoplasme, et sont réduits à un noyau très compact, un flagelle et une zone riche en 

mitochondries destinées à fournir l’énergie nécessaire à leur déplacement. Leur 

différenciation, appelée spermatogenèse, est caractérisée par une restructuration totale de la 

chromatine, conduisant à la structure nucléaire unique des spermatozoïdes.  

La spermatogenèse se déroule en trois phases majeures. La phase pré-méiotique est 

caractérisée par la maturation des cellules germinales souches. La méiose permet le brassage 

du patrimoine génétique et sa répartition en quatre cellules haploïdes. Enfin, la différenciation 

terminale des spermatozoïdes a lieu lors de la spermiogenèse. Seule cette dernière étape sera 

présentée lors de cette introduction.  

 

      IID2) Spermiogenèse 

La spermiogenèse est caractérisée par trois transformations majeures :  

- L’appareil de Golgi se différencie en granules dont la fonction est semblable à celle 

des lysosomes. Ces granules fusionnent à côté du noyau et donnent naissance à l’acrosome. 

Le système acrosomal contiendra notamment l’ensemble des enzymes hydrolytiques 
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nécessaires pour digérer la membrane cellulaire de l'ovule. Cela permettra une ouverture et 

donc le passage du bagage nucléaire du spermatozoïde dans l’ovule.  

- Un flagelle se développe. Sa région proximale, appelée manchette, contient un grand 

nombre de mitochondries qui produiront l’énergie nécessaire à la mobilisation du flagelle et 

au déplacement des spermatozoïdes. La maturation du flagelle est accompagnée d’une 

élimination de l’excès de cytoplasme, évacué sous forme de corps résiduels.  

- Le noyau des spermatides s’allonge, et la chromatine se condense en une structure 

très compacte qui sera détaillée ultérieurement. On définit de par leur morphologie les 

différentes spermatides au cours de la spermiogenèse : la spermatide ronde issue de la méiose, 

la spermatide en élongation, qui entame le remodelage de la chromatine, et la spermatide 

condensée, en fin de spermiogenèse, avant l’obtention d’un spermatozoïde. 

Les cellules germinales subissent une réorganisation de l’intégralité de leur chromatine 

durant la spermiogenèse, aboutissant à un noyau dont le volume représente 5% du volume 

moyen d’un noyau somatique (Wyrobek et al, 1976). Plus de 95% des histones sont extraites 

chez la souris (85% chez l’homme) et remplacées par des protéines de transition, elles-mêmes 

remplacées par les protamines, qui constituent le composant majoritaire de la chromatine dans 

les spermatozoïdes (Figure O, p79, Caron et al, 2005). 

Chez les mammifères deux principales protéines de transition existent, TP1 et TP2. 

Les souris homozygotes invalidées pour TP1 ou TP2 sont fertiles, et n’ont pas révélé de 

phénotype radical lors de l’étude histologique de leur testicule (Adham et al, 2001; Yu et al, 

2000; Zhao et al, 2001). Les deux TP semblent donc redondantes mais des lignées de souris 

doublement invalidées pour TP1 et TP2 sont infertiles, avec des spermatozoïdes qui ne sont 

pas fécondants in vitro (Shirley et al, 2004; Zhao et al, 2004).  

Les protamines sont de petites protéines basiques. La plupart des mammifères possède 

une seule protamine de cinquante acides aminés, appelée Prm1, mais la souris et l’homme ont 

une seconde protamine Prm2. Ces deux protamines sont essentielles car l’invalidation de 

Prm1 ou Prm2 rend les souris hétérozygotes stériles, et empêche également la transmission de 

l’allèle sauvage (Cho et al, 2001).  
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Enfin, de nombreux variants d’histone sont exprimés spécifiquement lors de la 

spermatogenèse, dont les différentes fonctions restent encore obscures. Cependant, il est 

estimé que chez l’homme, 10 à 15% des histones et variants d’histones perdurent au sein du 

noyau compacté du spermatozoïde, ce qui pourraient suggérer un rôle de marquage de régions 

paternelles spécifiques et importantes lors de la mise en commun des génomes maternel et 

paternel après fécondation.  

 

      IID3) Information épigénétique lors de la spermiogenèse 

L’information épigénétique joue un rôle dominant dans le contrôle de l’expression 

programmée des gènes à travers des générations de cellules, et du fait d’un lien direct et 

continu avec divers systèmes de signalisation, elle est dynamique et modulable.  

  

 

Figure O : Spermiogenèse 

Les différents types de cellules et les modifications de la chromatine au cours de la 

spermiogenèse  
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Les expérimentations de transferts de pronoyaux dans des zygotes ont montré pour la 

première fois que, bien que la contribution génétique de deux génomes parentaux soit 

équivalente, leur contribution épigénétique ne l’est pas.En effet, des zygotes présentant deux 

génomes haploïdes ovocytaires ou deux génomes haploïdes spermatiques ne peuvent pas se 

développer (McGrath & Solter, 1984). Cette observation a conduit à l’identification d’un 

certain nombre de gènes dits « soumis à l’empreinte parentale », dont seul l’allèle maternel ou 

seul l’allèle paternel est exprimé (Cattanach & Kirk, 1985).On sait maintenant que ces 

différences d’expression correspondent à un profil de méthylation spécifique des îlots CpG, 

impliqués dans la régulation des gènes soumis à l’empreinte, qui déterminera leur activité ou 

au contraire leur répression dans les cellules somatiques du futur individu (Kierszenbaum, 

2002; Mann, 2001). La méthylation de l’ADN a pendant longtemps été la seule marque 

épigénétique clairement identifiée dans les cellules germinales. On sait maintenant qu’à 

l’instar de ce qui est observé dans les cellules somatiques, l’ensemble de la structure 

spécifique d’empaquetage du noyau spermatique joue un rôle important comme support 

moléculaire d’une information qui sera épigénétiquement transmise à l’embryon. 

Avant le relarguage de la majorité des histones et la compaction progressive du 

génome par les TP puis les protamines, un phénomène épigénétique unique a lieu : 

l’augmentation importante et globale du niveau d’acétylation des histones de cœur du 

nucléosome. De manière contradictoire avec ce qui est couramment admis, cette 

hyperacétylation de la chromatine ne correspond pas à un état actif de la chromatine, car après 

méiose, une chute de la transcription globale est observée. Cette vague d’acétylation des 

histones est maintenant bien décrite au cours de la spermatogenèse murine (Hazzouri et al, 

2000a) et chez l’homme (Faure et al, 2003). Cette hyperacétylation de la chromatine des 

spermatides semble être le facteur déclenchant de l’ultra compaction du génome, mais sa 

cause et ses conséquences sont encore méconnues. Elle pourrait être due à une HAT 

spécifique de la spermatogenèse ou à une inhibition des HDACs, et pourrait favoriser le 

relarguage des histones en déstabilisant les nucléosomes. Cependant, des données laissent 

suggérer qu’elle puisse également avoir une fonction importante d’information épigénétique 

pour les étapes suivantes de la spermiogenèse, voire les étapes précoces du développement 

embryonnaire.  

Chez la souris, on ne détecte qu’un faible niveau d’acétylation des histones dans les 

spermatides rondes immédiatement issues de la méiose. Une augmentation brutale et globale 



p. 81 

 

de l’acétylation des extrémités N terminales des histones H2A et H4 survient dès le début de 

l’élongation (spermatides en élongation, stades 8 et 9), puis les histones acétylées sont 

enlevées progressivement. Cependant, une portion non négligeable d’histones persiste dans un 

sous-domaine nucléaire dense au DAPI à des stades plus tardifs (spermatides en condensation 

stades 10 et 11, (Hazzouri et al, 2000a)). Ce sous-domaine qui contient encore des histones 

acétylées correspond aux régions péricentromériques des chromosomes contenant les 

séquences satellites majeures murines, ce qui suggère un rôle particulier de ces séquences lors 

de la restructuration du génome germinal mâle (Govin et al, 2007). Ces mêmes régions sont 

ensuite enrichies en structures nucléosomales ou « nucléosome-like » et associées à des 

variants des histones tels que H2AL1/2 et tH2B qui sont exprimés spécifiquement et très 

tardivement au cours de la spermiogenèse (Govin et al, 2007). Ces variants d’histones sont 

conservés au sein de la chromatine paternelle et ne sont relargués et dégradés du pronucléus 

mâle qu’une fois après fertilisation de l’œuf (Wu et al, 2008). L’ensemble de ces données met 

en évidence une reprogrammation différentielle des régions péricentriques et la mise en place 

d’une différenciation régionale du génome post-méiotique (Boussouar et al, 2008). Cette 

hétérogénéité au sein du noyau pourrait être impliquée dans la mise en place de marques 

épigénétiques importantes pour le développement embryonnaire. En effet, au cours de la 

spermatogenèse, des combinaisons de modifications d’histones spécifiques affectent les 

régions du génome contrôlant l’empreinte paternelle (Delaval et al, 2007). De plus, les récents 

travaux de Hammoud et coll. confortent cette idée. Ils observent que les nucléosomes qui 

perdurent au sein du spermatozoïde sont enrichis au niveau des loci importants pour le 

développement. Ces loci contiennent les gènes soumis à l’empreinte parentale, des 

regroupements de miRNAs, les regroupements de gènes HOX et les promoteurs de gènes de 

facteurs nécessaires à la transcription et aux voies de signalisation au cours du 

développement. Ils montrent également que les histones restantes sont porteuses de 

modification, notamment H3K4me2-3 et H3K27me3, qui pourraient permettre l’expression 

rapide des gènes ciblés dès les premières étapes de développement du zygote (Hammoud et 

al, 2009).  

Enfin, il est maintenant admis que le spermatozoïde puisse apporter des ARNs malgré 

son cytoplasme restreint. Le phénomène de paramutation des souris homozygotes saines 

issues de parents hétérozygotes serait imputable à une régulation par un miRNA 

(Rassoulzadegan et al, 2006). L’épigénome paternel pourrait donc apporter des miRNAs ou 
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piRNAs au zygote et participer de cette manière à la régulation de la transcription de la cellule 

œuf.  

Ainsi, la chromatine des spermatozoïdes serait capable de transmettre une information 

épigénétique, mais sa nature, son mode de transmission et son effet sur le développement 

embryonnaire reste encore très peu connu.  

Au cours de ces deux parties d’introduction, nous avons pu nous rendre compte de 

l’importance qu’une information épigénétique malléable et spécifique à chaque cellule peut 

apporter quant à la lecture de l’information figée de l’ADN. Les mécanismes épigénétiques 

mis en place par une cellule sont donc primordiaux à son homéostasie, et une altération du 

paysage épigénétique peut avoir des conséquences dévastatrices. Ainsi, des aberrations 

épigénétiques peuvent être une source de nombreuses pathologies chez les organismes 

vivants. 

 

III) Epigénétique et pathologies humaines 

 

   IIIA) Introduction 

La recherche et la médecine moderne s’attellent à interpréter et à comprendre les 

causes possibles des maladies humaines. Jusqu'à récemment, les progrès en génétique et 

l’étude de ses altérations représentaient l’eldorado aux questions que soulevaient ces 

maladies. Cependant, il s’est rapidement avéré que les mutations génétiques ne pouvaient à 

elles seules expliquer l’ensemble des pathologies humaines. Le domaine de recherche de 

l’épigénétique, qui servit dans un premier temps de fourre-tout aux phénomènes irrationnels 

ne pouvant s’expliquer par la génétique, représente à l’heure actuelle les nouveaux espoirs de 
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la médecine. En effet, les perturbations des signalisations épigénétiques semblent être la cause 

de nombreuses maladies, qui comme les mutations génétiques, peuvent être acquises de façon 

héréditaire ou apparaître spontanément au sein de cellules somatiques. Cependant, à la 

différence majeure de la génétique, l’épigénétique présente l’intérêt énorme d’être une 

information potentiellement réversible. Il est donc en théorie possible de modifier 

l’épigénome d’une cellule et de la faire revenir vers un état propre et normal à sa lignée et sa 

fonction. Il est de ce fait facilement compréhensible que la recherche se soit particulièrement 

focalisée ces dernières années à caractériser les signalisations épigénétiques et à déterminer 

leurs altérations au sein de maladies diverses. 

 

   IIIB) Diverses pathologies à incidences épigénétiques 

Alors que des mutations génétiques peuvent toucher les acteurs de l’information 

épigénétique, il est fort intéressant de remarquer qu’à l’inverse certaines aberrations 

épigénétiques conduisent à des altérations chromosomiques. Par exemple, les mutations 

touchant le gène ATRX, un facteur de remodelage de la chromatine interagissant avec 

MeCP2, induisent un changement du profil de méthylation de l’ADN ribosomal, des 

séquences répétées spécifiques du chromosome Y et des régions répétées subtélomériques 

(Gibbons et al, 2000). Le syndrome de fragilité du chromosome X survient quand une 

répétition anormale du codon CGG apparait dans la région 5’ et se méthyle alors de novo, 

provoquant une répression du gène et un site de fragilité visible sur le chromosome X sous 

certaines conditions (Knight et al, 1993). De façon similaire, le syndrome ICF est provoqué 

par une mutation du gène DNMT3B, ce qui conduit à une instabilité des régions 

centromériques des chromosomes (Hansen et al, 1999). Le fait que ces maladies présentent 

des anomalies chromosomiques suggère un rôle central des mécanismes épigénétiques dans 

l’architecture du chromosome.  

Certaines pathologies héréditaires sont causées par des défauts de l’empreinte 

parentale dus à un défaut d’activité des DNMTs. Dans ces pathologies, telles que le syndrome 

d’Angelman (trouble du développement neurologique), de Prader-Willi (trouble 

comportemental) ou de Beckwith Wiedemann (BWS), le phénotype dépend d’une absence de 
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l’empreinte parentale sur une des deux copies du gène. Par exemple, le syndrome de BWS, 

qui se caractérise par une surcroissance des organes et des tumeurs embryonnaires, est 

provoqué par la perte de méthylation de gènes soumis à l’empreinte de la région 

chromosomique 11p15, avec soit une expression bi-allèlique anormale (IGF2), soit une 

répression (CDKN1C) de ce groupe de gènes (Matsuoka et al, 1996; Schneid et al, 1993). Le 

syndrome de Rett, responsable de la forme de retard mental la plus commune chez les jeunes 

filles, est provoqué par une mutation de MeCP2 dans les cellules germinales (Amir et al, 

1999). Cette protéine lie l’ADN méthylé et permet de réprimer en temps normal l’expression 

de gènes (Klose & Bird, 2003). Chez un patient atteint de thalassémie, une forme d’anémie 

héréditaire, la transcription d’un ARN antisens induit la méthylation et la répression d’un 

gène non muté d’alpha-globuline (Tufarelli et al, 2003). 

 

      IIIB1) Epigénétique et vieillesse 

Il est séduisant de penser qu’un des composants de la vieillesse puisse être la mémoire 

d’une information épigénétique accumulée au cours de la vie d’une cellule et à plus grande 

échelle, d’un organisme. Les premières évidences d’un tel mécanisme datent de plus de 

quarante ans, et concernent la diminution de la méthylation globale de l’ADN au cours de la 

vie du saumon (Berdyshev et al, 1967). Des observations similaires ont été faites chez les 

cellules de cerveau et de cœur de rat (Vanyushin et al, 1973), ainsi que dans différents tissus 

de souris et de cellules épithéliales bronchiques humaines (Wilson et al, 1987). Enfin, une 

étude récente achève de confirmer cette corrélation, observant sur une période de dix ans une 

baisse globale de 10% de la méthylation de l’ADN sur plus de cent individus (Bjornsson et al, 

2008). A l’échelle cellulaire, il a été montré que des fibroblastes en culture subissent une 

baisse de la méthylation de l’ADN à chaque passage de culture, à l’inverse de la stabilité de la 

méthylation retrouvée dans des lignées de cellules immortalisées (Wilson & Jones, 1983). 

A cette hypométhylation progressive s’ajoute une hyperméthylation de loci 

spécifiques. En effet, des données suggèrent une augmentation de la méthylation de l’ADN 

ribosomique dans le foie et les lignées germinales de rat (Oakes et al, 2003). De plus, de 

nombreux gènes se retrouvent réprimés avec l’âge par méthylation des îlots CpG de leur 
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promoteur, comme le récepteur à l’œstrogène ER, le facteur de croissance IGF2, RUNX3, c-

fos, etc… (Fraga & Esteller, 2007). 

Les modifications d’histones sont également perturbées avec le temps. La sénescence 

in vitro a été associée à une diminution du taux de H3K27me3 et d’EZH2, alors qu’à l’inverse 

une hausse de H4K20me3 est observée. Il a de plus été montré qu’une accumulation de 

H4K20me3 et de H3K9me3 ainsi que le recrutement de protéines de l’hétérochromatine et de 

Rb au niveau des gènes cibles d’E2F1, participent à la formation de nouvelles structures 

chromatiniennes appelées « foci d’hétérochromatine associés à la sénescence » (Narita et al, 

2003). 

Les HDACs, et principalement la famille des Sirtuines font également preuve d’une 

grande attention. En effet, la délétion de Sir2 chez la levure diminue la durée de vie, alors 

qu’une copie supplémentaire du gène l’augmente (Kaeberlein et al, 1999). Chez les 

mammifères, SIRT1, impliquée dans la déacétylation de H4K16ac, de H3K9ac mais 

également de protéines non histones acétylées telles que p53, CBP/p300 et E2F1, est 

retrouvée sous-exprimée dans les cellules en sénescence et avec l’âge (Sasaki et al, 2006; 

Sommer et al, 2006). SIRT6 quant à elle, est impliquée dans la régulation de la voie NF-

kappaB en déacétylant H3K9ac au niveau de ces gènes cibles. Elle permet ainsi de moduler la 

réponse au stress et une déficience de SIRT6 chez les souris conduit à un phénotype de 

vieillesse prématurée (Michishita et al, 2008).  

Enfin, la régulation complexe, impliquant notamment SIRT6, de la longueur des 

télomères et son lien avec la sénescence est un autre exemple des causes épigénétiques sur 

l’âge (McCord & Broccoli, 2008).   

L’ensemble de ces mécanismes épigénétiques laisse imaginer que la cellule possède 

une mémoire épigénétique témoin de l’âge de sa lignée. Le clonage cellulaire avec 

transplantation de noyau pointe en faveur de cette hypothèse, avec les phénotypes de 

vieillesse prématurée des animaux clonés à partir d’un noyau de cellule somatique porteur 

d’une information épigénétique (Shiels et al, 1999).   

Ainsi, alors que les régulations épigénétiques de sénescence semblent être mises en 

place dans un but de préservation à court terme de l’intégrité des cellules d’un organisme, il 
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est fort possible que sur le long terme l’accumulation de ces informations épigénétiques 

puisse être un facteur important de l’incidence croissante des pathologies liées à l’âge. 

 

      IIIB2) Epigénétique et maladies développementales. 

L’épigénétique est primordiale au cours du développement. Elle va ainsi permettre 

l’affectation de programmes génétiques spécifiques aux différentes lignées cellulaires de 

l’embryon. Ceci se traduit par une perte progressive du potentiel des cellules embryonnaires, 

les cellules passant d’un état totipotent, pluripotent, multipotent, puis hautement différencié et 

spécialisé. Cette différenciation est associée à un remaniement du programme génétique des 

cellules, avec la répression de gènes du développement et l’activation de gènes hautement 

spécialisés pour la future fonction cellulaire. Ainsi l’ARN non-codant Xist assure la 

répression du second chromosome X chez les femmes, la méthylation de l’ADN assure la 

mise en place de l’empreinte parentale, les complexes Polycomb méthylant les histones 

H3K27 et H3K9 régulent l’expression des gènes développementaux (Fox, BMPs, Wnts entre 

autres), le complexe Trithorax régule l’expression des gènes HOX en remodelant le 

positionnement des nucléosomes, etc… (Kiefer, 2007). 

L’importance néfaste de certains facteurs environnementaux au cours de 

l’embryogenèse tient donc dans leurs capacités à déréguler la signalisation épigénétique. Des 

études ont ainsi montré que des régimes alimentaires riches en suppléments méthyl lors de la 

grossesse de souris augmentent la méthylation de l’ADN et perturbe ainsi la régulation de 

gènes. L’activité des HDACs peut aussi être modulée par un régime alimentaire. Ainsi, le 

resveratrol produit par un grand nombre de plantes, inhibe SIRT1, augmentant la durée de vie 

et la santé en général des souris soumises à un régime hypercalorique. 

Les altérations épigénétiques survenant au cours du développement ont pour la plupart 

un phénotype drastique conduisant à la mort de l’embryon. Cependant, plusieurs études 

révèlent que de nombreuses pathologies chez l’adulte puissent avoir pour origine des défauts 

épigénétiques au cours du développement embryonnaire. Ainsi, de nombreux syndromes de 

troubles de développement neurologique peuvent être assimilés à des altérations 

épigénétiques, et le diabète de type 2 chez l’adulte aurait pour cause une dérégulation des 
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gènes clés pour le développement des cellules beta des îlots de Langerhans dans le foie 

(Pinney & Simmons, 2010; Urdinguio et al, 2009). 

Le syndrome de Rett implique une mutation ou une duplication du gène codant pour la 

protéine MeCP2 associée à l’ADN méthylé. Ainsi, aussi bien une répression qu’une 

surexpression de la protéine engendre cette pathologie liée au chromosome X touchant le 

développement du cerveau chez une fille sur 10000 naissances (Esteller, 2007). Le syndrome 

de Rubinstein-Taybi, présentant un retard mental et des anormalités physiques, est lié à une 

mutation dans 55% des cas de CBP et 3% de p300, deux HATs (Roelfsema et al, 2005). Le 

syndrome de Coffin-lowry, entrainant un retard mental sévère, est provoqué par une mutation 

du gène RSK2. La protéine RSK2 est activée par la voie des MAP Kinases et va ensuite 

phosphoryler l’histone H3, ce qui permet de faciliter l’activité d’acétylation de CBP/p300. 

Plus directement, RSK2 est également capable de phosphoryler CBP/p300 et d’agir ainsi sur 

son activité (Field et al, 2006; Merienne et al, 2001). Le syndrome ATRX touche quant à lui à 

la fonction de la protéine ATRX, encore mal caractérisée, mais qui est associée avec les 

domaines d’hétérochromatine et participe à leur formation, probablement via ses interactions 

avec HP1, MECP2 ou encore EZH2 (Cardoso et al, 1998; Gibbons et al, 2000; Nan et al, 

2007).  

 

      IIIB3) Epigénétique et maladies neurologiques 

La méthylation de l’ADN et les modifications d’histones semblent également 

impliquées dans la progression des maladies neurodégénératives.  

La maladie d’Alzheimer est supposée être liée à une agrégation de l’amyloïde beta 

dans les cellules. Des données suggèrent que le gène codant pour la Neprilysine, responsable 

de la dégradation de l’amyloïde beta, est hyperméthylé ou hypoacétylé dans les régions du 

cerveau touchées par la maladie (Yasojima et al, 2001). Enfin, le clivage de la protéine APP 

qui génère le peptide amyloïde beta produit également un second peptide, AICD. Ce peptide 

est capable d’interagir avec Tip60 et sa surexpression dans les neurones corticaux primaires 

de rats augmente l’acétylation de H3K14 et H4K5 (Baek et al, 2002).  
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La maladie de Parkinson résulte d’une perte progressive des neurones 

dopaminergiques. Plusieurs mutations semblent impliquées, et deux d’entres elles pourraient 

perturber l’épigénome de ces neurones. En effet, l’alpha-Synucleine mutée dans cette maladie 

est capable de s’associer aux histones et d’inhiber leur acétylation par un mécanisme 

impliquant SIRT2. De plus, une baisse de dopamine est associée à une réduction de 

H3K4me3 (Outeiro et al, 2007). Enfin, le traitement le plus employé actuellement pour lutter 

contre cette maladie est le MPTP, qui entraine une acétylation de l’histone H3.  

La maladie de Huntington qui affecte le cortex cérébral et le striatum est causée par 

une mutation dominante qui étend le nombre de codons de la glutamine dans une séquence 

polyQ répétée dans le gène de la Huntingtine (HTT). La protéine mutante HTT interagit avec 

CBP/p300 et réprime son  activité de co-activateur transcriptionnelle en séquestrant la HAT 

dans des agrégats cytoplasmiques et nucléaires dans le noyau caudé et le cortex des patients 

malades (Steffan et al, 2000). 

Enfin, il existe de nombreuses autres pathologies neurologiques liées à l’épigénétique, 

comme l’épilepsie et la sclérose en plaque par exemple. L’épilepsie, qui existe sous plus de 

cinquante formes différentes et touche environ 1% de la population, résulte d’une 

dérégulation synaptique due aux canaux membranaires défectueux des cellules. Des études 

montrent que les crises d’épilepsie corrèlent avec une modification de l’acétylation et de la 

phosphorylation des histones (Reid et al, 2009). De plus, un polymorphisme du gène BRD2 

codant pour une protéine à double bromodomaine liant la chromatine acétylée est un facteur 

de risque de l’épilepsie juvénile (Pal et al, 2003). Enfin, l’acide valproïque utilisé comme 

anti-convulsant est capable d’inhiber les HDACs à faible concentration.  

La sclérose en plaque est une maladie touchant une personne occidentale sur mille, et 

a comme conséquence la perte progressive des gaines de myéline des neurones et une 

neurodégénérescence. Les patients présentent une diminution globale d’un tiers de la 

méthylation des îlots CpG de la substance blanche de leurs cerveaux comparativement à des 

témoins sains (Mastronardi et al, 2007). Enfin des traitements par inhibition des HDACs par 

la TSA chez des souris modèles conduisent à une diminution de l’inflammation de la moelle 

épinière et de la démyélinisation. 
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      IIIB4) Epigénétique et virus 

Les virus provoquent différentes maladies et leur mode d’action varie en fonction de 

l’espèce du virus et des organes ou hôtes ciblés. Une infection virale peut aboutir à des effets 

asymptomatiques, des maladies communes passagères ou chroniques, des troubles 

neurologiques et l’induction de cancers. De nombreuses protéines virales sont capables 

d’interférer avec la machinerie épigénétique de la cellule hôte, et la tourner à son avantage.  

Ainsi la plupart des génomes des virus à ADN, une fois dans le noyau de la cellule, 

vont adopter une conformation chromatinienne avec formation de nucléosome. La protéine 

VP16 du virus de l’herpes est capable de recruter des co-activateurs du remodelage de la 

chromatine et de la transcription pour induire l’expression du génome viral (Herrera & 

Triezenberg, 2004). Les régions transcrites du génome présentent ainsi les marques actives de 

l’euchromatine H3K4me3, et dépendent de l’activité de SET1. CBP/p300 et le complexe 

SWI/SNF sont également recrutés sur le génome viral. 

Certains virus latents, tel le VIH, insèrent leur génome préférentiellement au niveau de 

régions d’euchromatine et induisent la formation d’hétérochromatine pour réprimer 

ponctuellement leurs gènes. Le LTR du VIH est ainsi capable de recruter une machinerie 

d’hétérochromatine composé de HP1, SUV39H1 ou encore HDAC1 (du Chene et al, 2007). 

De plus, un miRNA viral semble impliqué dans la formation d’hétérochromatine du virus 

HSV latent (Wang et al, 2005). 

Les virus qui ne s’insèrent pas dans le génome hôte doivent organiser leur ségrégation 

lors des mitoses cellulaires provoquées ou non par le virus. La protéine E2 du virus HSV 

interagit avec la protéine à double bromodomaine BRD4, cela dans le but à la fois de réguler 

la transcription cellulaire durant l’interphase et de permettre une association du génome viral 

aux chromosomes mitotiques lors de la division cellulaire (Wu et al, 2006; You et al, 2004). 

De plus, la protéine LANA du virus KSHV est quant à elle capable d’interagir à la fois aux 

protéines à bromodomaines BRD2 et BRD4, aux histones H2A/B et H1, et à la protéine 

d’hétérochromatine HP1.  

Enfin, certains virus dit oncogéniques ont la capacité d’induire une prolifération 

anarchique des cellules dans le but de se répliquer eux-mêmes, et certains des mécanismes 
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impliquent une réappropriation de l’épigénome de la cellule hôte. Un article récent de R. 

Ferrari relate la reprogrammation épigénétique par la protéine adénovirale E1a. Le virus 

induit les cellules quiescentes à se diviser, et ce phénomène implique la stimulation des gènes 

nécessaires à la réplication cellulaire, tout en inhibant les réponses antivirales et la 

différenciation de la cellule infectée. La protéine E1a stimule l’expression des gènes du cycle 

cellulaire en enrichissant leur promoteur en CBP/p300, PCAF et en marques H3K18ac, tout 

en diminuant la présence de Rb. A l’inverse, E1a réprime les gènes de la réponse antivirale en 

relocalisant sur leur promoteur les protéines Rb, p130 et la marque H4K16ac, ainsi qu’en 

induisant une augmentation de la densité de nucléosomes (Ferrari et al, 2008).  

 

Les altérations épigénétiques liés aux facteurs environnementaux peuvent ainsi donner 

naissance à de nombreuses maladies humaines, dont nous avons détaillé ici quelques 

exemples. Cependant, l’une des conséquences de dérégulation épigénétique la plus étudiée à 

l’heure actuelle reste la participation majeure de ces mécanismes dans la tumorigenèse.  

 

   IIIC) Cancer et reprogrammation de l’épigénome.  

 

      IIIC1) Introduction 

Le paysage épigénétique, précisément délimité et propre à chaque cellule, se trouve 

complètement altéré au sein de cellules tumorales (Jones & Baylin, 2007). Aux nombreuses 

mutations et aberrations chromosomiques que subit le génome de ces cellules vient donc 

s’ajouter une dérégulation épigénétique. Ces anomalies épigénétiques interviennent aussi bien 

dans les phases d’initiation du cancer que lors de sa progression (Jones & Baylin, 2002). 

L’épigénome des cellules tumorales se caractérise par un changement radical de la 

méthylation de l’ADN, des modifications d’histones et de l’activité des acteurs de 

l’épigénétique. L’ensemble de ces évènements entraîne une complète reprogrammation de 
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l’expression des gènes responsables des différents stades de la tumorigenèse (Egger et al, 

2004).  

Ainsi, en partenariat avec les mutations génétiques, les « épimutations » peuvent 

entraîner la répression des gènes suppresseurs de tumeur, ou au contraire activer des 

oncogènes. Les évènements conduisant à ces défauts épigénétiques ne sont encore pas 

complètement caractérisés, à savoir s’ils découlent d’une mutation génétique spontanée 

dérégulant un acteur de l’information épigénétique, ou au contraire si c’est un événement 

épigénétique initiateur qui favoriserait ensuite une mutation génétique, par exemple en 

fragilisant certaines régions de la chromatine.  

Enfin, tout comme les mutations génétiques, les altérations épigénétiques sont 

transmissibles par mitose et sont donc rapidement sélectionnées au sein d’une population de 

cellule, conférant un avantage de prolifération et de transformation par rapport aux cellules 

normales.  

 

      IIIC2) Cancer et méthylation de l’ADN 

La méthylation de l’ADN fut la première des modifications épigénétiques détectées au 

sein des cancers (Feinberg & Vogelstein, 1983; Riggs & Jones, 1983). Un épigénome de 

cellule tumorale est globalement hypométhylé avec des îlots CpG spécifiquement 

hyperméthylés au niveau des promoteurs de gènes clés pour la transformation cellulaire 

(Jones & Baylin, 2002). Cette altération semble être un évènement précoce de la tumorigenèse 

et pourrait ainsi contribuer à l’initiation des cancers (Feinberg et al, 2006).  

L’hypométhylation globale touche des séquences génomiques variées souvent pauvres 

en gènes et riches en retrotransposons et séquences répétées (Rodriguez et al, 2006). Ceci 

peut avoir comme conséquence la réactivation des transposons qui peuvent alors s’insérer 

aléatoirement dans le génome et provoquer une instabilité génomique, ou fragiliser les régions 

de séquences répétées induisant des réarrangements chromosomiques (Eden et al, 2003; 

Howard et al, 2008; Jones & Baylin, 2002). De plus, une hypométhylation peut permettre 

l’activation d’oncogènes régulant la prolifération cellulaire, tels que R-RAS et MAPSIN dans 

le cancer gastrique, S-100 dans le cancer du colon et MAGE dans les mélanomes (Wilson et 
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al, 2007). Enfin, l’hypométhylation peut également entraîner une perte de l’empreinte 

parentale dans certaines tumeurs (Rainier et al, 1993), notamment en activant l’expression bi-

allelique du facteur de croissance IGF2 (Cui et al, 2003; Ogawa et al, 1993).  

Contrastant avec cette baisse globale de la méthylation de l’ADN, l’hyperméthylation 

des îlots CpG participe également à la tumorigenèse. Un grand nombre de gènes suppresseurs 

de tumeur se retrouve ainsi réprimé, et on dénombre notamment parmi cette liste de gènes 

p16, MHL1, BRCA1 et Rb (Baylin, 2005; Greger et al, 1989; Jones & Baylin, 2002; Jones & 

Baylin, 2007). La répression transcriptionnelle touche ainsi des gènes des mécanismes de la 

réparation de l’ADN, du cycle cellulaire, de l’adhérence cellulaire, de l’apoptose et de 

l’angiogenèse, tous impliqués dans le processus de développement des cancers. De plus, si les 

gènes réprimés sont des facteurs transcriptionnels, il est évident que les conséquences de leur 

répression seront énormes sur le programme génétique cellulaire. RUNX3, GATA-4 et 

GATA-5 sont des exemples de ce cas de figure retrouvé au sein des cancers gastriques, 

colorectaux et de l’œsophage (Akiyama et al, 2003; Long et al, 2007). De même, si cette 

répression touche des gènes impliqués dans la réparation des dommages à l’ADN, comme 

MHL1 et BRCA1 par exemple, les cellules vont accumuler des aberrations génétiques 

pouvant favoriser la progression du cancer. 

La description et les conséquences de cette hyperméthylation sont relativement bien 

établies mais les causes et le ciblage des îlots CpG des gènes touchés restent encore très mal 

compris. Une des possibilités est la sélection des cellules grâce à l’avantage de prolifération 

qu’engendre ces répressions de gènes cibles détectées dans les cancers. Il pourrait également 

y avoir un système de ciblage des DNMTs par leur association avec des facteurs de 

transcriptions oncogéniques. Un tel mécanisme a été observé dans certaines leucémies où une 

protéine fusion, PML-RAR, induit la répression des gènes spécifiques en ciblant une 

hyperméthylation de l’ADN (Di Croce et al, 2002). Il existe également des cas de méthylation 

aberrante sur de grandes régions chromosomiques à la fois, dans lesquelles les îlots CpG 

peuvent induire la répression de gènes (Frigola et al, 2006).  

Enfin, il semble y avoir une interaction possible entre la méthylation de novo ciblées 

et des modifications d’histones. Il est intéressant de constater que les régions hyperméthylées 

dans les cancers sont similaires à celles retrouvées porteuses de la marque H3K27me3 dans 

les cellules ES (Ohm et al, 2007; Schlesinger et al, 2007; Widschwendter et al, 2007). Ces 
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observations suggèrent un lien entre la tumorigenèse et la régulation du développement, dont 

le complexe répressif Polycombe, responsable de la marque H3K27me3, pourrait être l’un des 

acteurs. Le fait que les nombreux îlots CpG hyperméthylés de façon coordonnée dans les 

tumeurs soient localisés au niveau de loci connus pour être des cibles du complexe 

Polycombe conforte cette hypothèse (Ohm et al, 2007; Schlesinger et al, 2007; Weisenberger 

et al, 2006). 

      IIIC3) Cancer et modifications d’histones  

Une altération des HATs est observée dans de nombreux cancers. Une translocation 

dans les leucémies myéloïdes aigües fusionne deux HATs ensemble, CBP et MOZ, induisant 

une expression aberrante des gènes (Kitabayashi et al, 2001). Des mutations de p300 dans son 

domaine catalytique sont retrouvées dans des carcinomes gastriques et colorectaux (Muraoka 

et al, 1996), et des délétions de la protéine existent dans de nombreuses tumeurs solides 

(Gayther et al, 2000). Il est intéressant de remarquer qu’une activité HAT intègre de 

CBP /p300 est également nécessaire pour activer et stabiliser p53, et promouvoir ainsi la voie 

d’apoptose (Grossman, 2001). Enfin, la surexpression de AIB1/SRC-3 conduit à la 

dérégulation du contrôle des signalisations cellulaires de la protéine, comme celle du 

récepteur à l’œstrogène par exemple (Gojis et al, 2010).  

Les avancées technologiques du séquençage à grande échelle ont permis la 

cartographie des profils de modifications post-traductionnelles des histones dans les cancers. 

Des études révèlent une baisse globale de l’acétylation H4K16ac, ce qui entraîne une 

répression des gènes (Fraga et al, 2005). Cette baisse est spécifique de la mono-acétylation de 

H4K16, une marque retrouvée normalement chez 50 à 60% des histones H4, car les mono-

acétylations de H4K5, K8 et K12 ne semblent pas modifiées dans les cancers. Cette baisse 

peut s’expliquer soit par la perte de recrutement des HATs spécifiques de cette marque dans 

les cancers (MORF, MOZ, Tip60 et HBO1) ou une action de la HDAC spécifique SIRT1.  

Les HDACs sont en réalité fréquemment surexprimées dans les cancers (Halkidou et 

al, 2004; Song et al, 2005) et sont donc devenues des cibles privilégiées des thérapies 

épigénétiques dans le traitement du cancer. En effet, les HDACs vont notamment conduire à 

un état hypoacétylé des gènes suppresseurs de tumeurs, favorisant une répression de la 

transcription de gènes clés du contrôle de l’homéostasie cellulaire. Par exemple, la 
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surexpression de HDAC2 intervient en concomitance avec l’action des oncogènes c-Myc et n-

Myc pour réprimer la Cycline G2, et cette répression est levée par l’utilisation d’inhibiteurs de 

HDACs (Marshall et al). De plus chez C.elegans, HDA1 est impliquée dans le contrôle de 

l’expression des gènes tissu-spécifiques et de ceux liés à la matrice extracellulaire. Leur 

dérégulation par altération de HDA1 joue un rôle dans la progression tumorale (Whetstine et 

al, 2005).  

Ces aberrations des profils de modifications des histones concernent également la 

méthylation (Chi et al, 2010). Ainsi, H4K20me3 est souvent sous-représentée dans les cancers 

(Fraga et al, 2005). Des altérations de H3K9 et H3K27 méthylées, des marques préférentielles 

de l’hétérochromatine, sont souvent surexprimées et impliquées dans la répression de gène 

dans de nombreux cancers (Nguyen et al, 2002; Valk-Lingbeek et al, 2004). Une fois encore, 

les enzymes impliquées dans la signalisation de ces marques ont des dérèglements de leur 

activité. Une augmentation de la quantité de G9a, la méthyltransférase de H3K9, est observée 

dans le cancer du foie et impliquée dans le maintien des tumeurs malignes en modifiant la 

structure de la chromatine (Kondo et al, 2008; Kondo et al, 2007b). EZH2, la 

méthyltransférase de H3K27, est quant à elle surexprimée dans les tumeurs solides comme le 

cancer du sein, du poumon, du colon, de la peau et de la prostate (Valk-Lingbeek et al, 2004). 

Cette surexpression d’EZH2 serait capable de réprimer les suppresseurs de tumeurs INK4B-

ARF-INK4KA, E-cadherin, p57, p27 et BRCA1 (Chi et al, 2010). MLL, une des HMTs de 

H3K4, une marque d’activation de la transcription, est perturbée dans des translocations 

chromosomiques, conduisant à l’expression des gènes homéotiques HOX impliqués dans la 

progression tumorale des leucémies. Les translocations impliquant MLL sont retrouvées chez 

80% des leucémies d’enfants (Hess, 2004; Krivtsov & Armstrong, 2007). Dans les leucémies, 

une lecture aberrante de H3K4me3 est également impliquée, et de nombreuses translocations 

des domaines PHD (JARID1A et PHF23) sont observées. La conséquence majeure est 

l’incapacité d’enlever la marque H3K4me3 afin de la remplacer par H3K27me3 grâce à 

EZH2, et d’ainsi réprimer des gènes cruciaux pour le développement (Wang et al, 2009a). De 

plus, de nombreuses mutations des domaines PHD de la famille des ING sont détectées dans 

les cancers (Chi et al, 2010). 

Les histones déméthylases sont également altérées dans les cancers, participant au 

remaniement du profil de ces marques dans l’épigénome tumoral (Cloos et al, 2008). Par 

exemple, l’activité de LSD1, la HDM capable d’enlever à la fois les marques de répression 
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H3K9 et d’activation H3K4 en fonction de ces partenaires, est altérée dans les cancers 

(Metzger et al, 2005; Shi et al, 2004a). Les protéines de la famille Jumonji, JHDM1A&B et 

JARID1A&B1C, impliquées dans la régulation de la marque active H3K4me3, sont elles 

aussi altérées dans les cancers (Shi, 2007). Enfin, des mutations de UTX et une répression de 

JMJD3, des HDMs spécifiques pour la marque répressive H3K27me2-3, ont été observées 

dans des carcinomes de l’œsophage et du rein, de multiple myélomes et des cancers du foie et 

du poumon (Barradas et al, 2009; van Haaften et al, 2009). Comme les HDACs, ces HDMs 

peuvent donc être des cibles thérapeutiques intéressantes, mais la bivalence de leur activité de 

répression ou d’activation du génome implique une meilleure caractérisation de leur fonction 

physiologiques et de leurs dérégulations dans les cancers. Une étude démontre cependant 

qu’une inhibition de LSD1 dans les neuroblastomes entraine une baisse de la prolifération des 

cellules in vitro et le ralentissement de la croissance de xénogreffes chez la souris (Schulte et 

al, 2009).  

 

      IIIC4) Cancer et miRNA  

Les études comparatives d’expression des miRNAs dans les cancers et les tissus 

normaux montrent un changement global dans leur profil d’expression au cours de la 

tumorigenèse (Lu et al, 2005). Les miRNAs peuvent être soit des suppresseurs de tumeurs, 

soit des oncogènes. En effet, une altération de leur activité conduit invariablement à des 

perturbations pouvant promouvoir la tumorigenèse, car les miRNAs régulent l’expression de 

gènes impliqués dans la transcription, la prolifération et l’apoptose. Par exemple, miR-15 et 

miR-16, qui ciblent le gène anti-apoptotique BCL2, sont sous-exprimés dans les leucémies 

chroniques lymphocytaires, et let-7, qui cible l’oncogène RAS, est sous-exprimé dans les 

cancers du poumon (Ventura & Jacks, 2009; Zhang et al, 2007). De plus, une diminution de 

miR-127, qui cible BCL6, est observée dans les cancers de la prostate et de la vessie (Saito et 

al, 2006). Ceci est également le cas pour miR-101, qui cible la protéine EZH2 du complexe 

Polycombe, dans les carcinomes de la vessie (Friedman et al, 2009). L’ARN mIR-34 

intervient dans la signalisation de p53 médiant l’apoptose, et son taux d’expression est faible 

dans un grand nombre de lignées tumorales mutantes pour p53. La réexpression de miR-34 

dans les cellules mutées pour p53 déclenche l’apoptose de ces cellules tumorales (Chang et al, 

2007a; He et al, 2007). 
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A l’inverse, les miRNAs qui inhibent la croissance cellulaire sont souvent surexprimés 

dans les cancers. C’est notamment le cas de miR-2 qui cible PTEN, dans les glioblastomes 

(Chan et al, 2005). Bien que miR-155 ne soit pas encore clairement caractérisé, il est 

surexprimé dans les cancers du sein, du poumon et de lignée hématopoïétiques (Kluiver et al, 

2006). Mir-155 pourrait jouer un rôle dans la déamination de la cytidine, suggérant un rôle 

dans les évènements de recombinaison, fréquents dans les cancers (Dorsett et al, 2008). Le 

groupe oncogénique mir17-92, qui cible les gènes E2F1, BIM et PTFN, est surexprimé dans 

les cancers du sein, du colon, de l’estomac et du pancréas, ainsi que dans les lymphomes 

(Mendell, 2008). miR-19, présent au sein de ce groupe, est capable de réprimer l’apoptose et 

d’induire des lymphomes chez les souris, en activant la voie Akt-mTOR et en inhibant ainsi 

PTEN afin d’induire la survie cellulaire (Olive et al, 2009).  

Les variations d’expression des miRNAs peuvent résulter de différents mécanismes 

comme des aberrations chromosomiques, des altérations épigénétiques ou de dérégulations 

des facteurs de transcription (Deng et al, 2008). Le suppresseur de tumeur miR-127 est par 

exemple réprimé par la méthylation de l’ADN de par sa localisation au sein d’îlots CpG 

(Lujambio et al, 2008).  

La régulation épigénétique de l’expression de ces miRNAs est vectrice d’espoirs 

thérapeutiques contre les cancers, et la réactivation de miR-127 dans la lignée cellulaire T24 a 

été observée suite à un traitement de drogues agissant sur la chromatine, comme des 

inhibiteurs des HDACs et de la méthylation de l’ADN (Saito et al, 2006).  

 

      IIIC5) Cancer et transformation stable épigénétique  

La méthylation de l’ADN et les modifications d’histones participent ensemble à 

l’altération de l’expression des gènes dans la tumorigenèse. Ces changements épigénétiques 

perturbés conduisent à une plasticité cellulaire réduite en formant une chromatine répressive 

figée. Il a ainsi été observé une méthylation de novo de l’ADN plus stable au niveau des 

gènes ciblés par le complexe Polycombe (Ohm et al, 2007; Schlesinger et al, 2007; 

Widschwendter et al, 2007). En effet, dans les cellules embryonnaires souches (ES), les gènes 

importants au développement sont réprimés de manière réversible par l’établissement de la 
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marque H3K27me3 par le complexe Polycombe. Après différenciation, la répression est 

maintenue par l’activité de EZH2 sur les promoteurs non méthylés. Dans les cancers, ces 

marques spécifiques du complexe Polycombe sont remplacées par de la méthylation de novo 

de l’ADN, plus stable, vraisemblablement par le recrutement de DNMTs via le complexe 

Polycombe lui-même (Vire et al, 2006). Ainsi, les gènes impliqués dans le maintien d’une 

homéostasie cellulaire ne sont plus activables en temps voulu du fait de leur répression stable 

(Gal-Yam et al, 2008). 

 

      IIIC6) Cancer et remodelage de la chromatine  

Les modifications épigénétiques de la chromatine sont relativement bien caractérisées 

au sein des cancers. Par contre, très peu de données existent sur les conséquences de 

modifications structurales de la chromatine que peuvent impliquer les altérations au sein de 

cellules tumorales. Or, la méthylation de l’ADN et les marques d’histones influent sur le 

positionnement des nucléosomes. En effet, la répression induite par la méthylation de l’ADN 

entraine un repositionnement d’un nucléosome au niveau du site de départ de la transcription 

d’un gène, et la réactivation de ce gène par les inhibiteurs des DNMTs s’accompagne d’une 

perte des nucléosomes au niveau de son promoteur (Lin et al, 2007).  

Dans un même ordre d’idée, le repositionnement des nucléosomes peut amener des 

marques épigénétiques portées par certains nucléosomes au niveau des promoteurs de gènes, 

impliquant entre autre leur répression. Un exemple de cette capacité est le complexe NuRD 

couplé à l’oncogène PML-RARa, qui possède à la fois une activité de remodelage de la 

chromatine et une activité HDAC, lui conférant un rôle central de corépresseur 

transcriptionnel dans les leucémies. Le complexe NuRD facilite le recrutement du complexe 

répresseur Polycomb 2 et de DNMT3A au niveau des gènes cibles de l’oncogène PML-

RARa, induisant leur inactivation transcriptionnelle permanente par des marques répressives 

modifiant l’état de la chromatine (Morey et al, 2008). Le complexe NuRD peut également 

être recruté sur les promoteurs méthylés par son interaction avec MBP2 (Feng & Zhang, 

2001), et repositionner les nucléosomes au niveau des promoteurs de gènes. Le complexe 

SWI-SNF, un facteur de remodelage de la chromatine ATP-dépendant, a lui aussi été observé 

altéré au cours de développement de cancers (Reisman et al, 2009). La perte de fonction de ce 
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complexe par des altérations au niveau de ses sous-unités peut engendrer une transformation 

maligne. La sous-unité BAF47 (hSNF5) du complexe SWI-SNF est un suppresseur de tumeur 

et son inhibition entraine l’inactivation des voies de signalisation de p21 et p16 (Chai et al, 

2005). De plus, BRG1 et BRM, les sous-unités catalytiques de SWI-SNF, sont réprimés dans 

15 à 20% des cancers du poumon non à petites cellules (Reisman et al, 2003). Un rôle 

contradictoire de BRG1 a cependant été observé lors des travaux de Naidu et coll. : BRG1 

contribuerait au développement de cancers en inhibant l’activité de p53 par déstabilisation de 

la protéine (Naidu et al, 2009). Cette sous-unité du complexe SWI-SNF semble donc avoir 

deux rôles opposés sur le maintien de l’homéostasie cellulaire : elle résume donc bien la 

complexité et notre manque de connaissance actuelle sur la fonction des facteurs de 

remodelage de la chromatine. 

Enfin, les variants d’histones peuvent également être impliqués dans la tumorigenèse. 

La surexpression de H2A.Z dans plusieurs types de cancer semble conférer un avantage au 

niveau de la progression du cycle cellulaire (Svotelis et al, 2009). A l’inverse, une perte de 

H2A.Z a également été observée lors de progression tumorale, où son absence pourrait 

impliquer une déstabilisation des frontières chromosomiques eu/hétérochromatine, permettant 

alors la propagation des domaines répressifs sur la chromatine avoisinante (Witcher & 

Emerson, 2009). 

 

      IIIC7) Le modèle des cellules souches cancéreuses. 

Les changements globaux de l’épigénome d’un cancer entraînent la dérégulation de 

centaines de gènes au cours de la tumorigenèse. Une telle collection d’épimutations, est, au 

même titre que l’accumulation des mutations génétiques, difficilement compréhensible. Il est 

peu probable que la progression tumorale découle d’événements aléatoires conférant des 

avantages successifs accumulés au sein d’une tumeur par sélection clonale. Il est plus facile 

d’imaginer que cette accumulation découle en réalité d’altérations initiales majeures 

apparaissant lors de premières étapes de l’évolution néoplasique, au niveau des fonctions 

centrales de la machinerie de contrôle épigénétique. Ces évènements initiateurs pourraient 

alors prédisposer les cellules à l’apparition successive d’épimutations au cours de la 
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tumorigenèse en influant sur les cascades de signalisation épigénétique, de façon similaire aux 

accumulations de mutations génétiques après défaut de la machinerie de réparation de l’ADN.  

Le modèle des cellules souches cancéreuses suggère que des modifications 

épigénétiques, apparaissant dans les cellules souches somatiques et progénitrices, sont les 

évènements initiateurs de la formation de cancer (Feinberg et al, 2006). Cette hypothèse 

intéressante se base sur le fait que les tissus sains de patients cancéreux contiennent des 

cellules progénitrices altérées, et que les aberrations épigénétiques font partie des évènements 

précoces dans de nombreux cancers (Cui et al, 2003; Matsubayashi et al, 2003; Peters et al, 

2007). Ce modèle est conforté par le fait que les tumeurs possèdent une population hétérogène 

de cellules avec des propriétés de transformation diverses (Al-Hajj et al, 2003). En effet, seule 

une petite fraction de cellules épithéliales tumorales a la capacité de former des colonies in 

vitro ou une nouvelle tumeur in vivo après injection dans un organisme modèle.  

Les cellules souches somatiques sont des cellules indifférenciées retrouvées au niveau 

des différents organes du corps. Ces cellules présentent la capacité de se diviser et de 

remplacer les cellules mortes ou les tissus endommagés d’un organe spécifique. Elles ne sont 

donc pas pluripotentes mais plutôt multipotentes avec une restriction de spécificité de lignée. 

La maintenance de l’identité des cellules souches dépend largement de mécanismes 

épigénétiques (Mikkelsen et al, 2007; Surani et al, 2007). Une dérégulation de ces 

mécanismes pourrait donc raisonnablement donner naissance à une population cellulaire 

progénitrice à risques, qui peut tendre à se transformer à la suite de quelques mutations 

génétiques de facteurs clefs pour la tumorigenèse. Ces cellules souches vectrices d’altérations 

épigénétiques et conservant leur état indifférencié pourraient alors rapidement former une 

population néoplasique (Jones & Baylin, 2007).  

Plusieurs observations corroborent cette hypothèse. Les souris avec une perte de 

l’empreinte (LOI) au niveau du locus IGF2, combinée à une mutation du gène Apc, possèdent 

une population croissante de cellules progénitrices dans leur épithélium intestinal, celui-ci 

tendant vers un état moins différencié et induisant in fine un risque accru de développer des 

tumeurs intestinales (Sakatani et al, 2005). Les hommes avec une LOI du gène IGF2 

présentent également un risque de cancer colorectal avec une dédifférenciation des cellules de 

la muqueuse du colon (Cui et al, 2003). La répression illégitime par la méthylation de l’ADN 

des gènes impliqués dans la capacité d’auto-renouvellement des cellules souches tels que p16, 
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APC et SFRPs est également détectée dans les stades précoces du cancer du colon notamment 

(Jones & Baylin, 2007). Une répression aberrante des « gardiens de l’épigénome » en 

condition de stress chronique comme l’inflammation, permettrait ainsi aux cellules souches 

d’acquérir une capacité infinie d’auto-renouvellement, c’est à dire une immortalisation. Ces 

cellules pourraient ensuite amasser d’autres aberrations génétiques et donner alors naissance à 

des tumeurs malignes (Baylin & Ohm, 2006; Jones & Baylin, 2007). Il a également été 

observé que certaines lignées de cellules souches embryonnaires humaines possédent des 

caractéristiques similaires à celles des cellules cancéreuses, comme des fréquences élevées de 

formation de tératomes, de capacité d’auto-renouvellement, de marqueurs de pluripotentialité, 

ainsi qu’une indépendance aux facteurs de croissance, etc… (Werbowetski-Ogilvie et al, 

2009). 

Enfin, les protéines du complexe Polycombe, qui régulent l’expression de régulateurs 

développementaux dans les cellules souches embryonnaires, sont souvent surexprimées dans 

les cancers (Valk-Lingbeek et al, 2004). De plus, les gènes marqués par H3K27me3 dans les 

cellules souches par le complexe Polycomb sont fréquemment méthylés dans les cancers, ce 

qui suggère un réseau de régulation commun entre les cellules tumorales et les cellules ES 

(Ohm et al, 2007; Widschwendter et al, 2007).  

Ces données vont donc en faveur de l’hypothèse selon laquelle l’épigénétique joue un 

rôle central dans la néoplasie précoce. Les cellules souches cancéreuses pourraient servir de 

cellules vectrices à ces altérations épigénétiques et conduire à la formation de cancer 

(Schlesinger et al, 2007; Widschwendter et al, 2007).  

 

      IIIC8) Cancer et thérapie épigénétique  

De par la réversibilité des modifications épigénétiques, Il semble possible d’interagir 

sur les altérations retrouvées au sein des cellules. Le but de la thérapie régulant l’épigénétique 

est de permettre un retour des cellules tumorales vers un épigénome normal, en les amenant 

ainsi à retourner vers un état stable ou différencié.  

De nombreuses molécules capables d’interférer avec la méthylation de l’ADN ou les 

modifications aberrantes des histones ont été découvertes (Yoo & Jones, 2006). Les 
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inhibiteurs de la méthylation de l’ADN furent les premiers à être testés en tant que traitements 

anticancéreux. Dès 1977, il a été observé que les agents cytotoxiques 5-azacytidine (5-aza-

CR, azacitidine) et 5-aza-2#-deoxycytidine (5-aza-CdR, decitabine) sont capables de faire se 

différencier des cellules en culture (Constantinides et al, 1977). Peu de temps après, il a été 

découvert que ces nucléosides analogues sont incorporés dans l’ADN des cellules qui se 

divisent rapidement durant la réplication et inhibent la méthylation de l’ADN en piégeant les 

DNMTs sur l’ADN, provoquant leur appauvrissement dans le reste de la cellule (Egger et al, 

2004; Santi et al, 1984). Ceci a pour conséquence de réactiver l’expression de gènes 

illégitimement réprimés dans les cellules tumorales, notamment les gènes suppresseurs de 

tumeur (Yoo & Jones, 2006). L’azacitidine et la decitabine sont maintenant approuvées pour 

le traitement des syndromes de myelodysplasie et des résultats encourageants ont été observés 

pour le traitement de leucémies myéloïdes aigües et chroniques (Plimack et al, 2007). Enfin, 

la zébularine est actuellement en essai et présente l’avantage d’être administrable par voie 

orale (Cheng et al, 2004).  

Cependant, le fait que ces drogues s’incorporent à l’ADN peut avoir un effet toxique 

sur les cellules normales, bien que les cellules avec une faible capacité de division cellulaire 

soient moins à même d’être perturbées. Des travaux de 2003 minimisent ce risque car les 

traitements à long terme avec les inhibiteurs de DNMT semblent avoir peu d’effets-

secondaires. (Yang et al, 2003). Malgré tout, des approches alternatives utilisant des 

composés non nucléosides ciblant l’activité des DNMTs sans être incorporés à l’ADN sont 

actuellement en cours. SGI-1027, RG108 et MG98 agissent en bloquant l’activité catalytique 

ou l’interaction des co-facteurs des DNMTs, ou en ciblant la dégradation de leur ARN 

messagers (Cortez & Jones, 2008; Datta et al, 2009).  

La baisse d’acétylation des histones est également un système récurrent des cancers 

pour réprimer l’expression de certains gènes, dont les suppresseurs de tumeurs (Carew et al, 

2008). Le rétablissement d’un profil d’acétylation normal, par l’utilisation d’inhibiteurs des 

HDACs, possède des effets antitumoraux comme l’arrêt de la prolifération, l’induction de 

l’apoptose et de la différenciation. Le SAHA est maintenant approuvé pour une utilisation 

clinique des traitements des lymphomes cutanés des cellules T, et plusieurs autres inhibiteurs 

des HDACs sont en phase d’essai (depsipeptide, phenylbutyrate, etc…). Cependant, le 

traitement des cellules réprimées pour le gène BRM par des inhibiteurs des HDACs restaure 

son expression, mais provoque également l’acétylation de la protéine BRM elle-même, 
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inactivant ses fonctions (Reisman et al, 2009). Ainsi, le développement d’inhibiteurs 

spécifiques des HDACs nécessite une compréhension plus approfondie de leur conséquence 

sur l’acétylome. Enfin, ces drogues inhibitrices des HDACs provoquent de nombreux effets 

secondaires, en touchant également les cellules non tumorales. 

L’interaction entre les différents acteurs de la machinerie épigénétique a conduit à 

l’exploration de stratégies de combinaison de traitements impliquant à la fois l’inhibition des 

DNMTs et des HDACs. De manière logique, ces combinaisons de traitements semblent plus 

efficaces. Par exemple, la réactivation de certains gènes suppresseurs de tumeurs n’est 

observée que lorsque la 5-Aza-CdR et la trichostatine A sont combinées (Cameron et al, 

1999). L’effet antitumoral du depsipeptide est augmenté dans les cellules leucémiques 

simultanément traitées avec la 5-Aza-CdR (Klisovic et al, 2003). Enfin, des modèles de souris 

de cancer du poumon montrent une grande résorption des tumeurs lors de la combinaison du 

phénylbutyrate avec la 5-Aza-CdR (Belinsky et al, 2003).  

L’utilisation d’inhibiteurs des HMTs est également un champ d’action récemment 

exploré. Le composé DZnep, qui cible PRC2 généralement surexprimé dans les cancers, est 

capable d’induire une apoptose (Tan et al, 2007).  

Les miRNAs sont également à l’étude. La réactivation de miR-127 suite à un 

traitement combiné de la 5-Aza-CdR et du phénylbutyrate est capable de réprimer l’oncogène 

BCL6 (Saito et al, 2006). Il est intéressant d’imaginer que l’introduction de miRNAs 

synthétiques mimant l’activité de miRNAs suppresseurs de tumeur puisse permettre la 

répression sélective d’oncogènes particuliers dans les tumeurs. En effet miR-101, qui cible 

EZH2, pourrait être utilisé pour réguler les aberrations de la machinerie épigénétique des 

cellules cancéreuses, afin de restaurer un épigénome normal. Cependant, le problème majeur 

de ces thérapies porte sur la capacité de cibler correctement les cellules à traiter et nécessite 

des progrès dans la recherche de méthodes de livraison de ces composés. 

Enfin, il existe de plus en plus de données prouvant que l’environnement et le régime 

de vie d’un individu peuvent influer sur les risques de cancer. Ces facteurs externes semblent 

en partie pouvoir agir sur les signalisations épigénétiques. Il pourrait donc être possible 

d’imaginer des régimes alimentaires préventifs ou agissants en parallèle avec les thérapies 

actuelles. En effet, il a été montré que des régimes pauvres en composé méthyl (folate, 

choline et méthionine) chez des animaux modèles altèrent le profil de méthylation de l’ADN 
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et induisent des cancers du foie en absence de carcinogènes (Poirier, 1994). Des expériences 

chez le rat ont également montré qu’un régime riche en sélénium entraîne une 

hypométhylation et il a été découvert que ce composé inhibe l’activité de DNMT1 (Davis et 

al, 2000). De façon intéressante, les régimes riches en polyphénols de certaines populations et 

une faible incidence de cancer semblent être corrélés. Les polyphénols les plus étudiés sont 

entre autres l’EGCG (thé vert), le curcumin (curry) et le resveratrol (raisin). La plupart montre 

des capacités d’inhibition des DNMTs. Par exemple, EGCG permet la réactivation des 

suppresseurs de tumeurs p16, RAR, MGMT et MHL1 en réinversant à l’état d’origine 

l’hyperméthylation de leur promoteur (Fang et al, 2003). Curieusement, l’EGCG et d’autres 

composés tels le curcumin présentent la capacité contradictoire d’inhiber les DNMTs tout en 

bloquant également l’activité de certaines HATs, comme CBP/p300 par exemple. Ils semblent 

de plus capables de réguler l’expression de certains miRNAs. La caractérisation de ces 

molécules végétales représente donc un intérêt majeur dans l’aide à la lutte contre le cancer et 

autres maladies épigénétiques. 

 

      IIIC9) Cancer et facteurs testiculaires 

La dérégulation primaire ou secondaire de gènes normalement exprimés dans les 

cellules spermatogéniques pourrait avoir des conséquences dramatiques sur l’organisation 

génomique des cellules somatiques les exprimant de manière illégitime. En effet, l’une des 

réorganisations les plus spectaculaires du génome se produit lors de la spermatogenèse, 

associée à la méiose et plus particulièrement aux étapes post-méiotiques. Ainsi, en plus des 

recombinaisons et des réorganisations génomiques associées ayant lieu dans les cellules 

méiotiques, une réorganisation massive du génome se déroule dans les cellules post-

méiotiques, au cours de laquelle les histones sont enlevées et remplacées par des protéines 

basiques, spécifiques des spermatides et des spermatozoïdes. De ce fait, les cellules 

spermatogéniques expriment de manière spécifique un ensemble de régulateurs épigénétiques 

très puissants. Il est donc raisonnable de penser que leur expression illégitime pourrait 

grandement contribuer au bouleversement du paysage épigénétique des cellules somatiques et 

donc à la transformation cellulaire 
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         IIIC9a) Rôle oncogène des facteurs testiculaires dans les cellules somatiques 

L’activation illégitime dans les cellules somatiques de facteurs spécifiques du 

testicule, notamment de ceux qui sont impliqués dans la modulation de l’épigénome, peut 

avoir un effet amplificateur, aboutissant à des perturbations épigénétiques secondaires et 

déterminantes dans la transformation cellulaire. 

C’est le cas d’un paralogue du facteur CTCF (CCCTC-binding factor), nommé 

BORIS, spécifiquement exprimé dans les cellules germinales mâles. CTCF est un facteur 

épigénétique (protéine à doigts de zinc) ayant un rôle déterminant dans la régulation 

spécifique d’allèle de gènes soumis à l’empreinte parentale (Gabory & Dandolo, 2005). Il 

possède entre autres une fonction de barrière transcriptionnelle ainsi qu’un rôle dans la 

régulation de l’expression des gènes en général (Wallace & Felsenfeld, 2007). Dans les 

cellules germinales, BORIS est exprimée, alors que CTCF ne l’est pas (Loukinov et al, 2002). 

Bien que l’on ne connaisse pas précisément le rôle de BORIS au cours de la spermatogenèse, 

il est probable qu’il soit impliqué dans la régulation de l’expression d’autres gènes spécifique 

du testicule. Ces gènes peuvent être impliqués dans les voies de signalisation propres à la 

spermatogenèse, et sont aussi normalement réprimés dans les cellules somatiques. 

L’expression illégitime de BORIS a été détectée dans un nombre significatif de cancers 

(D'Arcy et al, 2006; D'Arcy et al, 2008; Kholmanskikh et al, 2008; Risinger et al, 2007; 

Vatolin et al, 2005). De manière intéressante, l’activation de BORIS dans les cellules 

somatiques induit l’expression d’autres facteurs C/T (pour cancer/testis), plus 

particulièrement celle des gènes MAGE-A (Vatolin et al, 2005) et de CTAG1/NY-ESO1 

(Hong et al, 2005). Dans ce dernier cas, BORIS recrute le facteur de transcription SP1 au 

promoteur de CTAG1 pour déréprimer sa transcription (Kang et al, 2007). Néanmoins, 

BORIS ne semble pas être la seule protéine à agir pour induire l’activation secondaire des 

facteurs C/T (Kholmanskikh et al, 2008). D’autres facteurs, comme par exemple le FGF 

(fibroblast growth factor) (Kondo et al, 2007a) et le récepteur à activité tyrosine kinase KIT 

(Yang et al, 2007b), contribuent grandement à favoriser l’expression illégitime de ces gènes.  

Parmi les différents gènes C/T, la dérépression primaire des membres de la famille 

MAGE peut mettre les cellules dans une configuration favorisant leur transformation maligne. 

En effet, il a été montré que la suppression de l’expression des MAGE de classe I, membres 

exprimés normalement uniquement dans les cellules germinales, induit l’apoptose des lignées 
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cellulaires issues de mélanomes l’exprimant illégitimement. Des études supplémentaires ont 

montré que cette résistance à l’apoptose était associée à une action neutralisante des MAGE 

sur p53 (Yang et al, 2007a). En accord avec ces données, une autre étude a montré que 

MAGE-A2, un membre de la même famille, recrute l’histone-déacétylase 3 (HDAC3) et cible 

p53, s’opposant ainsi à l’acétylation et à l’activation de p53 à la suite d’un traitement 

génotoxique (Monte et al, 2006). De plus, MAGE-A1 recrute l’histone déacétylase HDAC1 et 

transforme ainsi le régulateur transcriptionnel SKIP en un répresseur de transcription 

(Laduron et al, 2004). 

Un autre exemple concerne la protéine à double bromodomaine BRDT qui est 

également un facteur C/T. Cette protéine interagit fortement avec la chromatine acétylée et 

joue probablement un rôle déterminant dans le contrôle des évènements dépendants de 

l’acétylation lors de la maturation des spermatides. En effet, l’expression d’une protéine 

mutée dans son premier bromodomaine bloque la spermatogenèse aux stades qui suivent 

l’acétylation massive des histones (Shang et al, 2007). Bien que le gène BRDT soit 

exclusivement exprimé dans le testicule, la présence de l’ARN codant BRDT a été rapportée 

dans 12 cas (sur 47 étudiés) de cancers du poumon non à petites cellules, et dans un cas de 

carcinome à cellules squameuses (Scanlan et al, 2000). L’expression illégitime de BRDT dans 

les cancers broncho-pulmonaires, ainsi que sa capacité extraordinaire à remodeler et à 

condenser la chromatine acétylée, suggèrent qu’elle pourrait être impliquée dans la genèse 

et/ou l’évolution de ces cancers. Les mécanismes moléculaires impliqués restent cependant à 

être élucider. 

Les cellules germinales possèdent un système spécifique de méthylation permettant 

l’établissement de novo de méthylation indispensable à la programmation de leur génome. La 

protéine DNMT3L, qui ne possède pas d’activité enzymatique propre, interagit avec et régule 

l’activité de deux méthyltransférases de l’ADN, DNMT3a et DNMT3b. La protéine 

DNMT3L est exprimée au cours de l’embryogenèse précoce et dans les cellules germinales, et 

elle est normalement réprimée dans les cellules somatiques. Une déméthylation de la région 

promotrice du gène DNMT3L est clairement détectée dans les cellules cancéreuses et associée 

à une expression aberrante du gène (Gokul et al, 2007). Du fait du rôle régulateur important 

de DNMT3L dans la régulation de méthylation de novo (Ooi et al, 2007), il est facilement 

envisageable qu’une activation illégitime de DNMT3L puisse avoir un impact non 
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négligeable sur l’épigénome, ce qui induirait une méthylation erronée du génome, favorisant 

ainsi la transformation maligne des cellules affectées.  

Parmi les facteurs C/T, il y a également la protéine SPO11, qui induit des coupures 

double brins d’ADN lors des recombinaisons méiotiques (Baudat & de Massy, 2004). Il est 

très probable que l’expression inappropriée de SPO11 dans les cellules somatiques favorise 

des translocations chromosomiques. 

Récemment les fonctions d’un orthologue chez la levure de deux C/T, CTAG1/NY-

ESO1 et CTAG2/NY-ESO2, ont pu être définies. Cette protéine, PCC1, code pour un facteur 

de transcription capable de réguler l’expression d’un réseau de gènes impliqués dans le cycle 

cellulaire et la croissance polarisée chez la levure. Chez les mammifères, ces gènes sont 

uniquement exprimés dans les cellules germinales et leur dérépression aberrante pourrait 

affecter également des réseaux de gènes codant, comme chez la levure, pour des régulateurs 

cellulaires critiques (Kisseleva-Romanova et al, 2006). 

De manière intéressante, une kinase normalement exprimée dans les cellules 

germinales, PBK/TOPK, a été trouvée fréquemment dérégulée dans les cancers du sein. Les 

études fonctionnelles montrent que, dans les cellules somatiques, elle peut relayer la 

phosphorylation de la sérine 10 de l’histone H3, et donc avoir un rôle important dans les 

balisages erronés de cette marque épigénétique dans les cellules cancéreuses (Park et al, 

2006). 

Ces exemples sont donc en faveur de l’hypothèse selon laquelle des dérégulations 

épigénétiques importantes peuvent surgir dans les cellules somatiques, à la suite d’une 

expression illégitime de gènes spécifiques de la gamétogenèse. Il apparaît également que des 

anomalies épigénétiques primaires dans les cellules précancéreuses, dues à l’action 

« illégitime » des régulateurs du génome des gamètes, peuvent rapidement évoluer et aboutir à 

la transformation maligne. 

         IIIC9b) Les facteurs C/T, indicateurs des anomalies épigénétiques 

La perte, dans les cellules somatiques, de la répression des gènes spécifiquement 

exprimés dans les testicules peut être utilisée comme un bon détecteur des anomalies 

épigénétiques se produisant dans ces cellules. En effet, de nombreuses études ont montré que 
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l’expression illégitime de plusieurs C/T est associée à une altération de la méthylation de leurs 

gènes. Par conséquent, lorsqu’une expression aberrante de ces gènes est détectée dans les 

cellules, elle peut être considérée comme le reflet direct de l’occurrence d’une méthylation 

anormale, et ainsi permettre de faire le diagnostic de cette anomalie épigénétique. 

De plus, de nouvelles données nous permettent d’entreprendre des analyses plus fines 

et de mieux comprendre les mécanismes épigénétiques responsables du maintien sous silence 

de ces gènes dans les cellules saines, afin d’identifier les perturbations épigénétiques se 

produisant dans les cancers. Par exemple, il a été montré que l’invalidation du gène G9a, ou 

du gène Glp/Eu-HMTase1, codant pour des méthyltransférases de la lysine 9 de l’histone H3, 

aboutit à une expression ectopique des gènes Mage (Dodge et al, 2004; Tachibana et al, 

2005). Une analyse plus fine a permis de montrer qu’une mono-méthylation de K9, induite 

par l’expression d’un mutant de G9a dans les cellules G9a-/- est suffisante pour réprimer 

l’expression du gène Mage-A (Collins et al, 2005). De plus, une acétylation des histones 

induite par le traitement des cellules par un inhibiteur des HDAC, la trichostatine A (TSA), et 

la transcription qui en résulte, permettent une déméthylation du gène C/T GAGE et son 

expression stable dans les cellules somatiques (D'Alessio et al, 2007). D’autres données 

suggèrent en revanche que la déméthylation ciblée des C/T se produit en premier lieu, et peut 

être stabilisée par l’activité de ces promoteurs, les protégeant ainsi contre une re-méthylation 

et le rétablissement de la répression (De Smet et al, 2004; Loriot et al, 2006). En effet, il a été 

montré que la déméthylation des régions promotrices de ces gènes et leur activation 

transcriptionnelle (due au ciblage des méthyltransférases de l’ADN, DNMT1/3b par des 

siRNA), sont associées à une modification du code histone sur ces gènes en faveur d’un gain 

de marques actives, une augmentation de l’acétylation de K9 et de la méthylation de K4 de 

l’histone H3 (James et al, 2006). 

         IIIC9c) Les facteurs C/T, marqueurs de cancers et cibles de thérapies 

anticancéreuses 

À l’heure actuelle, on recense un peu plus d’une quarantaine de familles de gènes C/T, 

comprenant environ une centaine de gènes au total, dont l’expression anormale a été 

directement identifiée dans des cancers somatiques. 
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Les gènes C/T, dont l’expression est normalement restreinte aux cellules de la 

spermatogenèse méiotique ou post-méiotique, cellules protégées du système immunitaire par 

la barrière hémato-testiculaire, ont un statut immunitaire tout à fait particulier. En effet, dans 

des conditions physiologiques normales, en l’absence de cancer somatique ou d’effraction de 

la barrière hémato-testiculaire, les produits de ces gènes restent inconnus du système 

immunitaire autologue. En revanche, lorsqu’ils sont exprimés de manière aberrante dans les 

cancers somatiques, ils peuvent être reconnus par le système immunitaire qui les considère 

comme des antigènes étrangers, induisant une réaction cellulaire et/ou humorale contre les 

cellules tumorales. 

Ainsi, du fait de leur expression tissulaire restreinte et de leur caractère très 

immunogène, les gènes C/T et leurs produits constituent non seulement des marqueurs 

potentiels de choix pour le diagnostic des cancers, mais aussi des cibles idéales pour une 

immunothérapie anticancéreuse. 

En effet, les premiers antigènes C/T, de la famille MAGE-A, puis BAGE et GAGE, 

ont été découverts chez une patiente porteuse d’un mélanome dont l’évolution était 

anormalement favorable, du fait de la présence de lymphocytes T cytotoxiques reconnaissant 

les cellules tumorales autologues (van der Bruggen et al, 1991), révélant déjà la nature 

fortement antigénique de ces facteurs. Dans les années qui suivirent, l’approche SEREX 

(Sahin et al, 1995) a mis à profit la réponse immunitaire humorale des patients cancéreux 

dirigée contre des protéines tumorales, pour identifier d’autres antigènes tumoraux, parmi 

lesquels une majorité de C/T (incluant les facteurs SSX, SCP1, NY-ESO-1). Enfin, un certain 

nombre d’antigènes C/T ont été identifiés sur la base de leur profil d’expression (Axelsen et 

al, 2007; Scanlan et al, 2002). L’expression anormale d’un ou plusieurs C/T est détectée dans 

de nombreux cancers somatiques, tumeurs solides (Costa et al, 2007; Kalejs & Erenpreisa, 

2005; Scanlan et al, 2004; Simpson et al, 2005) ou hémopathies (Condomines et al, 2007; 

Meklat et al, 2007). Cela peut être exploité pour le développement de marqueurs indiquant la 

présence et/ou l’évolution d’un processus tumoral, basés sur la détection soit des transcrits 

correspondants (Axelsen et al, 2007), soit des protéines, ou encore même des anticorps 

circulants dirigés contre ces C/T (Chen et al, 1997). À l’heure actuelle, on ne sait pas détecter 

des C/T dans tous les cancers somatiques (par exemple les C/T connus sont rarement 

exprimés dans les cancers colorectaux). Il est cependant possible que la découverte de 

nouveaux C/T permette de diagnostiquer de plus en plus de tumeurs. 
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Plusieurs équipes ont exploité les propriétés immunogènes des C/T pour développer 

des stratégies vaccinales anticancéreuses. Les C/T MAGEA1 et NY-ESO-1 ont servi à faire 

des vaccins destinés à stimuler les réponses des cellules T, CD4+ et/ou CD8+, et un effet 

bénéfique a été démontré chez certains des patients traités (Odunsi et al, 2007). Afin d’assurer 

une efficacité optimale de ce type d’immunothérapie, des recherches en cours visent à 

optimiser la présentation de l’antigène aux cellules T, notamment en associant l’épitope à un 

adjuvant (Susumu et al, 2008). De plus, certaines études récentes suggèrent d’associer à cette 

approche vaccinale un traitement épigénétique visant à induire ou augmenter l’expression de 

gènes C/T par les cellules tumorales, comme par exemple un agent déméthylant l’ADN ou 

inhibant les histones déacétylases (Meklat et al, 2007). 

Outre leur grand intérêt pour les applications médicales, l’étude des C/T représente 

une voie de recherche novatrice et puissante pour la compréhension des mécanismes 

fondamentaux régulant la programmation du génome au cours de la différenciation cellulaire. 

Les C/T permettent également de mieux appréhender certaines anomalies épigénétiques 

associées à la transformation cellulaire et au développement des cancers. En effet, 

l’expression des gènes C/T dans les cancers somatiques est le reflet d’une dérégulation 

épigénétique globale dans la cellule cancéreuse dont les mécanismes moléculaires restent à 

élucider. 

Il est également très important de souligner que, du fait du statut immunitaire tout à 

fait particulier des produits de ces gènes et de leur caractère hautement immunogène, les C/T 

sont une source de marqueurs de grande valeur pour la détection des cancers, ainsi que des 

cibles potentielles très intéressantes pour une thérapie vaccinale, comme le démontrent des 

études pilotes. Ainsi l’identification de C/T supplémentaires pourrait ouvrir la voie à une 

approche globale pour la détection d’une pathologie cancéreuse ainsi que pour une thérapie 

vaccinale. 
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Résultats 
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Projet 1 : Conséquences de la protéine fusion BRD4-

NUT dans les cancers 

 

La fonction de NUT dans les cellules germinales et somatiques et son action 

éventuelle sur la chromatine acétylée et l’épigénome en général sont des questions cruciales 

auxquelles je me suis attaché à répondre lors de mon doctorat. 

Mon projet de thèse a porté notamment sur un cas particulier d’expression hors 

contexte du gène NUT, dans un cancer résultant d’une translocation chromosomique. 

Les travaux menés ont donné lieu à une publication dans le Journal International 

EMBO J., qui après un bref résumé en français, vous sera présenté dans son intégralité dans la 

partie suivante.  
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Présentation de l’article :  

 

Oncogenèse par séquestration de CBP/p300 au sein de domaines de chromatine 

inactive et hyperacétylée 

 

Au cours de mon doctorat, je me suis intéressé à la translocation chromosomique 

t(15 ;19), responsable de cancers extrêmement agressifs affectant aussi bien des enfants, des 

adolescents et des adultes. Cette translocation aboutit à la création d’un gène fusionnant deux 

protéines : BRD4 et NUT (French et al, 2003; French et al, 2008). Ce groupe de cancer, 

dénommé NMC pour NUT-Midline Carcinoma, est extrêmement agressif, sans passif 

historique familial et conduit invariablement à la mort du patient quelques mois après le 

diagnostic. 

La protéine BRD4 est une protéine à double bromodomaine, capable d’interagir 

directement avec les histones acétylées et permettant alors le recrutement de différents 

facteurs cellulaires (voir Introduction partie IB2d et (Wu & Chiang, 2007). NUT (Nuclear 

protein in testis) est une protéine de fonction inconnue, montrant une expression exclusive 

dans les cellules germinales mâles (analyse banque ESTs).  

Cette translocation fusionne le gène NUT dans le cadre exact de lecture du gène BRD4. 

La protéine fusion est donc sous le contrôle du promoteur ubiquiste de BRD4, et NUT se 

retrouve illégitimement exprimé dans des cellules somatiques. Dans toutes les translocations 

caractérisées, le gène BRD4 subit une délétion d’environ un tiers de sa région 3’ et seuls 

quelques nucléotides de la région 5’ du gène NUT manquent. La protéine BRD4-NUT 

comporte donc le double bromodomaine de BRD4 et son domaine d’interaction ET, ainsi que 

l’intégralité des domaines de fonctions inconnues de la protéine NUT.  

Un autre cas de translocation impliquant le gène NUT a été observé dans certains 

cancers, où la protéine NUT se retrouve fusionnée avec BRD3, un homologue de BRD4. 

Ainsi, l’expression illégitime de la protéine testiculaire NUT et son association à des 

bromodomaines semblent être des facteurs clés pour la formation de ces cancers extrêmement 

agressifs et métastatiques.  
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BRD4-NUT induit la formation de foci hyperacétylés 

Alors que la localisation de BRD4 et NUT exprimées de manière ectopique est diffuse 

dans le noyau, nous avons observé une localisation particulière de la protéine fusion sous 

forme de foci. Ces régions se sont révélées être hyperacétylées, mais non transcrites. Nous 

avons par la suite pu confirmer que cette formation de foci hyperacétylés au niveau de la 

chromatine était retrouvée chez une lignée directement issu d’un patient, HCC2429. De plus, 

ces foci contiennent la quasi-totalité des différentes acétylations de lysine possibles, mais 

aucune concentration remarquable en marques méthylées.  

La protéine fusion BRD4-NUT recrute CBP/p300 

Nous avons alors cherché à déterminer la cause de cette hyperacétylation induite par 

BRD4-NUT et nous avons pu observer une interaction franche avec la protéine histone 

acétyltransférase CBP/p300. Nous avons détaillé cette interaction et montré que le domaine 

TAZ2 de p300 interagit à la région centrale de NUT. CBP/p300 est donc recrutée dans les 

cellules transloquées et participerait à la formation de ces foci hyperacétylés. 

L’interaction de p300 avec NUT accroit son activité HAT  

Nous avons ensuite montré que l’interaction de NUT avec p300 potentialise son 

activité d’acétylation. Le mécanisme clair d’action de NUT est encore inconnu, mais de façon 

remarquable il rend possible l’acétylation spécifique de p300 de la lysine k56 de l’histone H3 

(H3K56ac), qui nécessite normalement l’aide du chaperon ASF1. Nous avons établi une 

collaboration avec l’équipe de Daniel Panne de l’EMBL de Grenoble, afin de profiter de la 

protéine recombinante purifée p300 pour nos essais. 

Un mécanisme de propagation de l’acétylation  

Nos données mettent en évidence un phénomène de propagation de l’acétylation induit 

par la protéine oncogénique BRD4-NUT. Celle-ci s’associe à la chromatine acétylée grâce à 

ses bromodomaines puis recrute CBP/p300 tout en la sur-activant, entrainant l’acétylation des 

régions avoisinantes. Ceci permet alors le recrutement de nouvelles protéines fusion, et nous 

avons observé que les HDACs restreignent cette propagation au niveau des foci. Nous avons 

établi une collaboration avec l’equipe de Philipe Cole de l’Université de Baltimore, afin de 

profiter d’un nouvel inhibiteur sépcifique de l’activité HAT de CBP/p300 pour nos essais. 

 

 



p. 114 

 

Inactivation de la signalisation de p53  

En plus de créer une hyperacétylation localisée, BRD4-NUT séquestre CBP/p300. 

Ceci a pour conséquence de la rendre absente dans le reste du génome, où elle joue 

normalement également un rôle d’activateur transcriptionnel. Nous avons montré que la voie 

de signalisation d’apoptose de p53 est altérée dans ces cellules. CBP/p300 participe à la 

stabilisation de p53 en l’acétylant, mais p53Kac se retrouve également séquestrée dans les 

foci. Une répression de BRD4-NUT dans ces cellules, soit par siRNA, soit par mutation des 

bromodomaines, soit par inhibition des HDACs, entraine le relarguage de p53 et de CBP/p300 

qui vont alors de nouveau pouvoir agir en synergie sur la transcription de gènes clés de 

l’apoptose ou de régulation du cycle cellulaire, tels que p21, PUMA et GADD45. 

 

Nous avons pu démontrer lors de cette étude les conséquences d’une expression 

illégitime d’un facteur testiculaire, et son impact sur l’altération de l’épigénome et de la voie 

d’apoptose. Ainsi NUT, en fusion avec BRD4 ou BRD3 – les cellules BRD3-NUT présentant 

également des foci – crée un système apte à promouvoir la tumorigenèse.  
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In a subset of poorly differentiated and highly aggressive

carcinoma, a chromosomal translocation, t(15;19)(q13;p13),

results in an in-frame fusion of the double bromodomain

protein, BRD4, with a testis-specific protein of unknown

function, NUT (nuclear protein in testis). In this study, we

show that, after binding to acetylated chromatin through

BRD4 bromodomains, the NUT moiety of the fusion protein

strongly interacts with and recruits p300, stimulates its

catalytic activity, initiating cycles of BRD4–NUT/p300

recruitment and creating transcriptionally inactive hypera-

cetylated chromatin domains. Using a patient-derived cell

line, we show that p300 sequestration into the BRD4–NUT

foci is the principal oncogenic mechanism leading to p53

inactivation. Knockdown of BRD4–NUT released p300 and

restored p53-dependent regulatory mechanisms leading to

cell differentiation and apoptosis. This study demonstrates

how the off-context activity of a testis-specific factor could

markedly alter vital cellular functions and significantly

contribute to malignant cell transformation.
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Introduction

Malignant cell transformation is associated with a global

disruption of genetic and epigenetic mechanisms leading to

both aberrant gene activation and silencing. Although onco-

genic gene silencing and activation and/or amplification of

oncogenes are well documented, the impact of aberrant

activation of normally silenced tissue-specific genes, that is,

testis-specific genes, which is known to occur in many

somatic cancers, is much less studied (Rousseaux and

Khochbin, 2009).

The NUT midline carcinoma (NMC) refers to a group of

malignant and highly lethal cancers, occurring in children

and adults, which arise from chromosomal translocations

systematically involving the NUT (NUclear protein in

Testis) gene on chromosome 15q14. The function of NUT

gene is unknown and it is normally expressed in testis

(French, 2008). In the majority of NMC cases (two-third),

the chromosomal translocation fuses NUT to the BRD4 gene

on chromosome 19 (French et al, 2003). A detailed analysis of

the fusion transcript showed that BRD4 exon 10b, normally

used in a splice variant encoding a large BRD4 isoform, is

fused to NUT exon 2 (French et al, 2008). The BRD4 gene

encodes a double bromodomain-containing protein belong-

ing to a specific family of transcription/chromatin regulators

known as BET (Bromodomain and Extra Terminal; Florence

and Faller, 2001). In contrast with NUT, BRD4 is ubiquitously

expressed in somatic cells (French et al, 2003; Wu and

Chiang, 2007).

Interestingly, in an additional subset of NMCs, which has

recently been characterized, the chromosomal translocation

fuses NUT to the BRD3 gene on chromosome 9 (French et al,

2008). The BRD3 gene is a paralogue of BRD4 and also a

member of the BET family function of which is less studied

but, similar to BRD4, it preferentially associates with acety-

lated histones (LeRoy et al, 2008). This important finding

points to the fusion of NUT with a double bromodomain-

containing member of the BET family as an important

determinant in the oncogenic activity of the fusion protein.

Although the molecular basis of the oncogenic activity of

BRD–NUT fusions remains largely unknown, it is clearly

established that their downregulation in NMC cell lines

induces squamous differentiation and arrested growth

(French et al, 2008).

The data presented here explain why and how the fusion of

NUT with genes encoding double bromodomain-containing

factors of the BET family creates a new functional fusion

protein, and shed light on a new oncogenic mechanism based

on the off-context activity of a testis-specific factor.

Results

The BRD4–NUT fusion protein induces the formation

of hyperacetylated chromatin domains

On its ectopic expression, BRD4–NUT forms discrete nuclear

foci, which perfectly co-localize with hyperacetylated histone

H3 and H4 chromatin domains (Figure 1A; SupplementaryReceived: 15 February 2010; accepted: 6 July 2010
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Figure S1A and S2A). This particular pattern of nuclear

localization is specific to the fusion protein because the

expression of BRD4 alone (the short isoform of BRD4,

approximately corresponding to the BRD4 part of the fusion

protein, named here sBRD4) or that of NUT alone, or the

co-expression of both (sBRD4þNUT), does not induce

the formation of hyperacetylated chromatin domains

(Figure 1B–D, respectively). Moreover, the expression of the

longer BRD4 (flBRD4) isoform with NUT did not allow the

formation of distinct nuclear foci containing the two proteins

or hyperacetylated chromatin (Supplementary Figure S1B

and C).

It has previously been shown that BRD4 bromodomains

interact with histone H4 acetylated at different positions and

histone H3 acetylated on its lysine 14 (Dey et al, 2003; Lee

and Chiang, 2009). As expected, these marks and other H4

and H3 acetylated forms were enriched in BRD4–NUT foci

(Supplementary Figure S2A; data not shown). The absence of

RNA polymerase II, or of its phosphorylated forms, suggests

that these BRD4–NUT hyperacetylated foci are not associated

with active gene transcription (Supplementary Figure S2B;

also see Figure 2G). Consistent with this observation, no

accumulation of H3K4me3 was observed in the BRD4–NUT

foci (Supplementary Figure S2C, H3K4me3 panel). The ab-

sence of H3K9me3 in the foci shows that, despite the absence

of RNA pol II, and in agreement with the presence of

hyperacetylated histones, the BRD4–NUT foci are not

of a heterochromatic nature (Supplementary Figure S2C,

H3K9me3 panel).

The NUT moiety of BRD4–NUT specifically recruits

CBP/p300

On the basis of these data, we hypothesized that BRD4–NUT

could recruit cellular histone acetyltransferases (HATs), initi-

ating cycles of BRD4–NUT/HAT recruitment and chromatin

acetylation, leading to the formation of foci. Antibodies

against several known HATs were used to detect their

presence in the BRD4–NUT foci on its ectopic expression in

Cos7 cells. Among the antibodies tested (P/CAF, Tip60, p300,

CBP, HBO1 and HAT1), only anti-p300 and anti-CBP antibo-

dies resulted in a clear accumulation of the endogenous

protein in the BRD4–NUT foci (Figure 2A; Supplementary

Figure S3; data not shown).

As no HAT had been reported to co-purify with BRD4

complexes (Jang et al, 2005; Yang et al, 2005), we assumed

that NUT could be directing this efficient recruitment of

cellular CBP/p300. This hypothesis was confirmed after im-

munoprecipitation of HA-tagged NUT, BRD4 and BRD4–NUT

expressed in Cos7 cells. Endogenous p300 was observed to be

associated only with NUT or BRD4–NUT (Figure 2B, lanes 2

and 4). In addition, we observed that NUT alone immuno-

precipitates a strong associated HATactivity comparable with

that of Gcn5 used as a control (Figure 2C, lanes 2 and 3).

To confirm the relevance of these observations based on

the ectopic expression of our proteins of interest, we analysed

the intranuclear localization of BRD4–NUT in a cell line

derived from an aggressive, metastatic lung cancer arising

in a young, non-smoking woman, HCC2429 (Haruki et al,

2005). Interestingly, the endogenous BRD4–NUTexpressed in

these cells (Figure 2D) also formed distinct nuclear foci very

similar to the pattern observed after ectopic expression of

BRD4–NUT (Figure 2E). In these cells, p300 and CBP were

also observed to form foci, which perfectly localized with the

BRD4–NUT nuclear domains (Figure 2E; data not shown).

Furthermore, we investigated the signature of p300 activity

in the p300-containing foci in these cells. Histone H3K56 was

very recently shown in vivo to be specifically acetylated by

p300 (Das et al, 2009). Using a rabbit antibody specific for

H3K56ac and a mouse monoclonal antibody against p300, we

were able to clearly show a perfect co-localization of

H3K56ac with p300 (Figure 2F). Another in vivo p300 mark

is the acetylation of H3K18 (Ferrari et al, 2008; Horwitz et al,

2008). This modification also perfectly co-localized with p300

foci that co-localized with the BRD4–NUT foci (Figure 2F).

Moreover, to definitely show the occurrence of hyperacety-

lated chromatin in the BRD4–NUT foci, several acetylated H4

and H3 sites, including H4K8ac, H3K14ac and H3K27ac,

against which mouse monoclonal antibodies were available,

were co-detected along with BRD4–NUT in the HCC2429 cells

(Figure 2F; Supplementary Figure S2D).

Finally, to confirm that the endogenous BRD4–NUT foci

are not active transcription sites, nascent RNAs labelled by

BrU were detected both in HCC2429 and in a non-BRD4–NUT-

expressing lung cancer cell line (A549). As shown in

Figure 2G, none of the active transcription foci co-localize

with the BRD4–NUT-containing domains, supporting the

conclusion that the BRD4–NUT foci are transcriptionally

silent chromatin domains.

Figure 1 The BRD4–NUT fusion protein forms nuclear foci contain-
ing hyperacetylated chromatin domains. Cos7 cells were transfected
with the indicated expression vectors, (A) GFP–BRD4–NUT, (B)
HA–sBRD4, (C) HA–NUT and (D) HA–sBRD4 together with GFP–
NUT. Ectopically expressed proteins were visualized by GFP or
indirect fluorescence after anti-HA detection (A–D) and co-detected
with an anti-pan acetylated histone H4 antibody (A–C). Bar: 10 mm.
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Domains involved in the direct interaction between NUT

and p300

We next explored whether NUTand p300 interact directly and

determined which domains are involved. First, a p300 frag-

ment lacking the 870 N-terminal amino acids was observed to

interact with NUT as efficiently as the full-length p300 (data

not shown). This deletion mutant of p300 (D870) was used to

further map the p300-interacting domains in NUT. An advan-

tage of this p300 deletion mutant is that the interaction of

both transfected p300 (D870) and endogenous p300 with

NUT can be monitored. Figure 3A shows different fragments

of both proteins used in these experiments. Co-immunopre-

cipitation experiments showed that full-length NUT, as well

as a NUT deletion mutant containing only the N-terminal half

of NUT (F1, see Figure 3A), interacted with both transfected

D870 and endogenous p300 (Figure 3B, lanes 2 and 4). No

interaction with p300 was observed when fragments of the

C-terminal half of NUTwere used (Figure 3B, lanes 6 and 8).

We then tried to map the p300-interacting domain within the

N-terminal half of NUT more precisely. Three fragments

covering the N-terminal 593 amino acids of NUTwere cloned

(named F1a, b and c, respectively; Figure 3A) and tested as

above. Only a limited region of NUT spanning amino acids

346–593 (F1c) interacted specifically with endogenous p300

(Figure 3C, lane 4). An analysis of the amino-acid sequence

of NUT from different mammalian species showed that this

region is highly conserved (data not shown), indicating its

importance for the function of NUT. We further confirmed the

interaction between the F1c domain of NUT and p300 by

using a GST pull-down assay. GST alone or fused to the F1c

fragment was incubated with Cos7 nuclear extracts.

Figure 3D shows that the F1c fragment efficiently pulled

down endogenous p300 (anti-p300 panel), and that this

fraction contained in vitro HAT activity (autoradiography

panel).

To map the NUT-interacting domain of p300, Cos7 cell

extracts expressing different fragments of p300 were used

in a pull-down assay with GST alone or the GST–NUT F1c

fragment as described above. Figure 3E shows that the CH3

fragment of p300 encompasses the major binding site for

Figure 2 Specific recruitment of cellular p300 by the NUT moiety of BRD4–NUT to the nuclear foci. (A) Cos7 cells were transfected with GFP–
BRD4–NUT and the endogenous cellular p300 was detected by immunofluorescence using an anti-p300 antibody. Both GFP and p300-related
fluorescence were recorded and shown individually or together (merge panel). (B) Cos7 cells were transfected with the indicated HA-tagged
vectors and, after anti-HA immunoprecipitation, HA-tagged proteins and associated endogenous p300 were visualized using the corresponding
antibodies. The ‘input’ panel shows the amount of cellular p300 in each extract. (C) Cos7 cells were transfected with vectors expressing HA-
tagged GCN5 or NUT and the corresponding empty vector (f) and extracts were used to immunoprecipitate HA-tagged proteins. A fraction of
immunoprecipitated materials was used to visualize proteins by an anti-HAwestern blot (anti-HA panel). Another fraction was used to monitor
the HATactivity present in the immunoprecipitates using purified histones (lower panel, showing the corresponding autoradiography), which
were visualized on a Coomassie-stained gel (middle panel). (D) Detection of endogenous BRD4–NUTwith anti-NUTantibody in the HCC2429
cells compared with two other lung cancer cell lines (indicated). As a control, NUTwas also detected in a rat total testis extract (lane testis).
(E) Endogenous BRD4–NUT foci and p300 were detected in HCC2429 cells using the corresponding antibodies. (F) BRD4–NUTwas co-detected
with histone H4K8ac. The specific in vivo signatures of p300 activity, histones H3K56ac and H3K18ac, were also co-detected with endogenous
p300 in HCC2429 cells (indicated). (G) BrU incorporation in nascent RNAs and BRD4–NUT foci were visualized in HCC2429 and A549 cells
after a pulse labelling with BrUTP. Bar, 10 mm.
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NUT (lane 9). Two sub-domains have been identified in the

CH3 domain and are known as ZZ and TAZ2. Pull-down

experiments using extracts from cells expressing HA-tagged

ZZ, TAZ2 and the p300 TAZ1 domain, showed that binding of

NUTwas specific to the TAZ2 domain (Figure 3F).

We next wanted to determine whether the interaction

between p300 and NUT is direct. Bacterially expressed

GST–NUT F1c fragment and two versions of p300 (called

p300L for amino acids 324–2094 and p300S for 1045–1666

fragment, respectively with or without the CH3 domain) were

purified after expression in a baculovirus system, and their

interaction was tested in a GST pull-down assay. Purified

p300 directly binds to NUT F1c (Figure 4A, lane 4), whereas

no interaction was observed under the same conditions in the

absence of the p300 CH3 domain (lane 3).

NUT strongly enhances p300 HAT activity

To investigate whether the NUT–p300 interaction could

account for the hyperacetylation phenotype, we tested the

effect of NUT on p300 HAT activity. Myc-tagged p300 with or

without HA–NUT was transfected into Cos7 cells. Figure 4B

shows that for the same amount of immunoprecipitated

Myc–p300 (lanes 2 and 4, anti-Myc panel), the HAT activity

was much stronger when p300 was co-expressed with NUT

(autoradiography panel). We have also immunoprecipitated

NUT using an anti-HA antibody. Figure 4B (anti-HA panel)

shows that NUT efficiently co-immunoprecipitates p300 and

that, here again, the p300 HAT activity is highly enhanced

(compare lane 2, immunoprecipitated p300 without NUT,

with lane 8, showing the same amount of p300 with NUT).

Quantification of the labelled histones from several indepen-

dent experiments by PhosphoImager and ImageQuant analy-

sis showed that the presence of NUT increased p300 activity

by about 8–10 times (data not shown).

We then took advantage of our purified system to directly

test the stimulatory effect of NUT on p300 HAT activity.

Increasing amounts of purified GST–NUT F1c fragment

were incubated with the purified 324–2094 p300L fragment

in an in vitro HAT assay. Histone H3 is a preferred target of

p300 in vivo and was therefore used as a substrate in these

assays. Figure 4C shows that purified F1c fragment clearly

stimulates H3 acetylation by purified p300 in a dose-depen-

dent manner. Using several modification-specific antibodies,

we tested the stimulatory effect of the NUT F1c fragment on

the specificity of p300 HAT activity. We observed that p300

alone acetylated all H3 acetyl-acceptor lysines except K56.

Addition of GST–F1c enhanced the acetylation of H3K9, K14,

K18 and K27 in a dose-dependent manner. Interestingly, in

the presence of NUT F1c, p300 was able to acetylate H3K56,

indicating that NUT might also specifically stimulate H3K56

Figure 3 Mapping of domains in NUT and p300 involved in a direct interaction between the two proteins. (A) Schematic representation of
domains and fragments used in both p300 and NUT. (B) Cos7 cells were transfected with Myc-tagged D870 p300 and the indicated fragments of
HA-tagged NUT-expressing vectors and, after anti-HA immunoprecipitation, the immunoprecipitated proteins were visualized using the
indicated antibodies. (C) The indicated HA-tagged NUT fragments were expressed in Cos7 cells and, after anti-HA immunoprecipitation (anti-
HA panel), the association of the endogenous p300 was visualized (anti-p300 panel). The input panel indicates the presence of p300 in the
different extracts. (D) Glutathione-bound GSTor the GST–F1c fragment of NUTwere incubated in a nuclear extract from Cos7 cells. Fractions of
the bound proteins were either used to detect the presence of endogenous p300 (bottom panel) or to run a HATassay using purified histones, as
described previously. The Coomassie-stained gel (upper panel) shows GSTand GST–F1c NUT before and after the pull down. The gel was then
dried and used to visualize acetylated proteins after autoradiography (middle panel). (E) GSTor GST–F1c were used to pull down either Myc-
tagged p300 WTor the HA-tagged CH3 domain of p300. Extracts and proteins used in the pull down are shown after the Coomassie staining of
the gel (upper panel). The proteins pulled down were visualized using the indicated antibodies. (F) In an experiment similar to (E), the
interaction of GSTor GST–F1c with the indicated fragments of p300 was monitored. Please note that as the HA-tagged proteins were of different
sizes (B, C), only the corresponding areas of the films are shown and separated by lines. A full-colour version of this figure is available at The
EMBO Journal Online.
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acetylation. The same in vitro experiment was repeated using

another fragment of NUT, F1b, incapable of interacting with

p300 (Figure 3C). In contrast to F1c, this p300 non-interacting

region of NUT had no effect on p300 HAT activity

(Supplementary Figure S4).

BRD4–NUT mediates histone acetylation propagation

through a feed-forward mechanism

The data obtained thus far suggested that the BRD4–NUT

fusion could create a unique factor, binding acetylated chro-

matin through its bromodomains, and providing a platform

for the recruitment of p300 and the stimulation of its HAT

activity through NUT. An original feed-forward mechanism

could then be initiated, through cycles of p300-mediated

acetylation of adjacent nucleosomes and additional BRD4–

NUT recruitments, leading to the formation of the observed

foci. To test this hypothesis, we evaluated several of its

testable aspects. First, BRD4–NUT foci formation and the

corresponding chromatin acetylation should be abrogated by

inactivating BRD4 bromodomains. Figure 5A shows that

indeed, BRD4–NUT bearing inactivating mutations in its

first bromodomain is unable to form foci and sustain local

histone acetylation. Second, we reasoned that ectopic expres-

sion of p300 should stimulate the propagation of BRD4–NUT

and hence lead to a decrease in the number of small BRD4–

NUT foci in favour of the formation of larger foci. Figure 5B

shows an example of two cells expressing BRD4–NUT, one of

which also ectopically expresses p300. As predicted, fewer

but larger BRD4–NUT foci are observed in the Myc–p300-

expressing cells. Although p300 is known to form nuclear foci

when expressed in cells (Eckner et al, 1994), p300 present in

the BRD4–NUT foci, however, seemed to be of a different

nature (Figure 5B, compare p300 in the BRD4–NUT foci with

p300 alone shown in the inset). To quantify the effect of the

ectopic expression of p300, the foci number and the area

occupied by these foci were determined and compared with

those of cells expressing only BRD4–NUT. This quantitative

analysis shows that the ectopic expression of p300 leads to an

approximately four-fold enlargement of BRD4–NUT foci

mean area per cell, as well as a decrease in the total number

of foci (Figure 5B, histograms).

We then used the HCC2429 carcinoma cell line and

observed that the overexpression of p300-interacting region

of NUT, F1c, or the NUT interaction region of p300, CH3,

leads to the dispersion of p300 in the nucleus (Figure 5C).

Notably, anti-NUT antibody recognizes the transfected

F1c fragment, leading to a more intense NUT labelling in

F1c-transfected cells.

We also anticipated that a continuous p300 activity should

be required to keep BRD4–NUT concentrated at the foci and,

consequently, that the inhibition of p300 catalytic activity

should lead to the dispersion of BRD4–NUT foci. Accordingly,

Figure 4 Direct enhancement of p300 HATactivity by NUT. (A) p300L (amino acids 324–2094 fragment) or p300S, a deletion mutant lacking its
CH3 domain (amino acid 1045–1666 fragment) were expressed using a baculovirus system and purified. In parallel, GST and GST–F1c were
expressed in bacteria and purified and used in a pull-down assay. The gel shows proteins present in the input (left panel) and after the pull
down (right panel). (B) Cos7 cells were transfected with vectors expressing the indicated tagged proteins alone or together. After an
immunoprecipitation using anti-Myc (p300) and anti-HA (NUT) antibodies, a fraction was used to monitor protein immunoprecipitations
(upper panels). Another fraction was used for an in vitro HAT assay as described in Figure 2C. Coomassie-stained histones and the
corresponding autoradiography are shown (middle and lower panels, respectively). (C) Purified p300 was incubated with histone H3 in the
absence (0) or presence of increasing amounts of purified GST–F1c fragment of NUT (Coomassie panel). Aliquots corresponding to each
incubation conditions were used to monitor site-specific histone H3 acetylation using antibodies recognizing the indicated acetylated sites.
Anti-acetylated lysine and anti-H3 antibodies were used to show p300 autoacetylation and H3 loading, respectively. A full-colour version of this
figure is available at The EMBO Journal Online.
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a newly developed small molecule inhibitor of CBP/p300,

C646 and its inactive analogue (Bowers et al, 2010), were

used to test this hypothesis. Figure 5D shows that the treat-

ment of cells with the specific CBP/p300 inhibitor, but not

with its inactive analogue, leads to a clear dispersion of the

BRD4–NUT and p300 foci.

Finally, our model predicts that the activity of cellular

HDACs should oppose the p300-dependent propagation of

BRD4–NUT foci. Accordingly, the inhibition of cellular

HDACs by increasing the genome-wide histone acetylation

should also lead to the propagation of BRD4–NUT and the

dispersion of the foci. This was indeed the case because the

treatment of HCC2429 with an HDAC inhibitor, TSA, induced

complete dispersion of the foci (Supplementary Figure S5A).

Besides, monitoring the amounts of BRD4–NUT after TSA

treatment, we also noticed that this treatment induces a

significant downregulation of BRD4–NUT at the time when

an accumulation of the cell cycle regulator p21 was observed

(Supplementary Figure S5B). As TSA treatment did not

change the amount of BRD4–NUT encoding mRNA in

HCC2429 cells (Supplementary Figure S5C), the BRD4–NUT

downregulation probably occurred through a post-transla-

tional mechanism. This downregulation of BRD4–NUT was

also observed after the treatment of cells with other unrelated

Figure 5 Propagation of chromatin acetylation through a feed-forward mechanism induced by BRD4–NUT. (A) The first BRD4 bromodomain
was inactivated by site-directed mutagenesis (BRD4–NUTDbr1) and the capacity of this mutant to form nuclear foci and acetylated chromatin
domains enriched in p300 was analysed after the transfection of Cos7 cells. (B) Co-transfection of p300 together with GFP–BRD4–NUT leads to
the enlargement of BRD4–NUT foci. The inset shows a cell expressing Myc–p300 alone. The histogram shows the results of quantitative
evaluations (ratios of the values observed in p300-transfected cells to those observed in non-transfected cells) of the mean foci area (left), mean
foci number (middle) and mean total foci area per cell (right), obtained as described in Materials and methods section. (C) HCC2429 were
transfected either with the NUT interaction domain of p300, CH3 (upper panel), or the p300-interacting domain of NUT, F1c (lower panel), and
the formation of foci by the endogenous p300 was monitored. NUT–F1c and p300–CH3 were detected with an anti-HA antibody, endogenous
p300 with an anti-p300 antibody and BRD4–NUT with an anti-NUT antibody. Please note that the anti-NUT antibody also recognizes the
NUT–F1c fragment. The images are representative of nearly 100% of the cells expressing either fragments. (D) HCC2429 cells were treated with
the small p300 inhibitor, C646 (þ p300 inhibitor) or its inactive analogue (þ control inhibitor) and BRD4–NUTand p300 were visualized with
the corresponding antibodies. The images are representative of nearly 100% of the cells. Bar: 10 mm.
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class I/II HDAC inhibitors, SAHA (vorinostat) and butyrate,

but not with the class III HDAC inhibitor, nicotinamide, nor

after a genotoxic treatment by etoposide (Supplementary

Figure S5D).

Altogether these data are consistent with a mechanism in

which the bromodomains and the NUT moiety of BRD4–NUT

act synergistically as a potent histone hyperacetylator, action

of which is counteracted by cellular HDACs, leading to the

formation of hyperacetylated chromatin foci.

Inactivation of p53 regulatory circuits by BRD4–NUT

Our data show that BRD4–NUT foci titrate out cellular p300

into a limited number of transcriptionally silent hyperacety-

lated chromatin domains. Accordingly, we predicted that

important p300-dependent cellular functions should also be

altered in BRD4–NUT-expressing HCC2429 cells. CBP/p300

has an important role in mediating p53-dependent cellular

responses by acetylating p53 (for review, see Grossman

(2001)). We therefore hypothesized that p53 regulatory

activity could be disrupted in the HCC2429 cells. Using an

antibody specifically recognizing p53 acetylated by CBP/p300

(K373ac and K382ac), we observed that in HCC2429 cells

acetylated p53 is also present in distinct nuclear foci, which

disappear after the knockdown of BRD4–NUT (by two

independent anti-NUT siRNAs), strongly suggesting that

acetylated p53 remains bound to the BRD4–NUT/p300 foci

(Supplementary Figure S6A). As both anti-acetylated p53 and

anti-NUT antibodies were generated in rabbit, the co-detec-

tion of acetylated p53 and BRD4–NUT was not possible in

HCC2429 cells; however, in a transfection-based assay using

GFP–BRD4–NUT, acetylated p53 indeed accumulated in the

BRD4–NUT foci, whereas total p53 was observed all over the

nucleus (Supplementary Figure S7A).

On the basis of these observations, we predicted that p53

should be inactive in HCC2429 cells and therefore unable to

ensure known p53-dependent cellular responses, such as p21

induction after a genotoxic assault. To test the activity of p53

in HCC2429 cells, A549 cells expressing wild-type p53, used

as a control, and HCC2429 cells, also expressing wild-type

p53 (verified by sequencing; data not shown) were treated

with etoposide and the activation of one p53 target gene, p21

was monitored. Although an etoposide treatment efficiently

induced p21 accumulation in A549 cells, it was not associated

with a p21 gene response in HCC2429 cells (Figure 6A),

supporting the hypothesis that BRD4–NUT is capable of

interfering with p53 functions in these cells. To confirm the

inactivating role of BRD4–NUT on p53, we then transiently

expressed BRD4–NUT in A549 cells and showed that it

severely hindered p21 activation, normally occurring in

these cells after an etoposide treatment (Figure 6B). In

addition, we made use of a p21 promoter reporter system to

monitor the p53 transactivator capacity in the absence or

presence of increasing amounts of BRD4–NUT. After

co-transfection of BRD4–NUT and p53, as expected, acety-

lated p53 was sequestered in BRD4–NUT foci

(Supplementary Figure S7A) and increasing amounts of

BRD4–NUT significantly reduced its activator function on

the p21 promoter (Supplementary Figure S7B).

Finally, to show the direct involvement of BRD4–NUT in

p53 inactivation, we knocked down BRD4–NUT using two

independent anti-NUT siRNAs and showed an efficient

restoration of p21 gene expression (Figure 6C) corresponding

to the dispersion of acetylated p53 in the whole nucleus

(Supplementary Figure S6A, siRNA BRD4–NUT panels). We

could also demonstrate that the restoration of p53 activity

was associated with a spontaneous HCC2429 cell apoptosis

as judged by the accumulation of active caspase 3 (Figure 6C;

Supplementary Figure S6B), as well as cell differentiation, as

judged by the accumulation of epithelial differentiation mar-

ker E-cadherin (Figure 6C). Moreover, the release of p300 and

acetylated p53 after BRD4–NUT knockdown in HCC2429 cells

correlated with an enhanced apoptotic cell response after a

genotoxic assault (Supplementary Figure S6B).

As some of the cellular events described here may occur in

a p53-independent manner, we focussed our attention on p21

and showed that p21 accumulation induced by BRD4–NUT

knockdown, was abolished if p53 was also knocked down

(Figure 6D). Finally, to extend this study to other p53 target

genes, in addition to p21, we also considered the expression

of PUMA and GADD45 (Harris and Levine, 2005). Figure 6E

shows that BRD4–NUT downregulation after the treatment of

cells with two independent anti-NUT siRNAs leads to a

significant accumulation of mRNA encoded by the three

p53 target genes. Interestingly, the treatment of cells with a

CBP/p300 inhibitor severely interfered with the induction of

these genes, showing that CBP/p300 activity is required to

activate p53 target genes after BRD4–NUT knockdown.

Accordingly, a ChIP approach showed that the knockdown

of BRD4–NUT leads to the recruitment of acetylated p53 and

p300 on p21 promoter concomitant with p21 gene activation

(Figure 6F).

Altogether, these data clearly show a role for BRD4–NUT in

the extinction of critical CBP/p300 functions through the

sequestration of these enzymes in HCC2429 cells.

Discussion

The testis-specific factor, NUT, is central to the oncogenic

activity of the fusion protein in NMCs because it is invariably

involved in the resulting oncogenic chromosomal transloca-

tions (French, 2008). In addition, the fusion with a double

bromodomain protein of the BET family, either BRD4 or

BRD3, seems to constitute the second critical element in the

pathological activity of the fusion protein (French et al,

2008). Here, the functional dissection of the BRD4–NUT

protein reveals unique properties for this fusion protein and

explains why selection operates towards the fusion of NUT

with members of the BET family.

The fact that the fusion of NUT with BRD4 or BRD3,

probably with distinct cellular functions (Wu and Chiang,

2007; LeRoy et al, 2008; Chiang, 2009), results in the same

phenotype strongly suggests that their important functional

contribution is related to the presence of their bromodomains

that show similar acetylated histone-binding activities in vivo

(Dey et al, 2003; LeRoy et al, 2008).

The protein, NUT, is a testis-specific protein of totally

unknown function. On the basis of the data presented in

this study, it can be speculated that the physiological role of

NUT is related to its association with, and stimulation of p300

and/or other yet unknown HATs. This activity of NUT could

contribute to the wave of genome-wide post-meiotic histone

hyperacetylation that occurs in elongating spermatids just

before their replacement by transition proteins (Boussouar
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et al, 2008; Rousseaux et al, 2008) in which both NUT and

p300 are expressed (data not shown).

Interestingly, the BRD4–NUT-dependent histone hyperace-

tylation evidenced here is not associated with transcription.

This situation is similar to that observed in maturing post-

meiotic male germ cells in which, despite histone hyper-

acetylation, there is a major turn-off in transcriptional activity

associated with chromatin compaction. In BRD4–NUT-ex-

pressing cells, the absence of transcription, despite p300

recruitment and histone hyperacetylation, could also be

associated with an acetylation-dependent compaction of

chromatin in the foci. Indeed, an acetylation-dependent

chromatin compaction was previously reported under the

action of the testis-specific member of the BET family, Brdt

(Pivot-Pajot et al, 2003; Govin et al, 2006; Moriniere et al,

2009). It is therefore possible that BRD4–NUT locally mimics

a ‘Brdt-like’ activity in compacting acetylated chromatin

domains, which would hinder the access of RNA Pol II

to genes.

The dissection of the mechanisms underlying the forma-

tion of acetylated BRD4–NUT chromatin foci revealed a

unique mechanism leading to the creation of large acetylated

chromatin domains. Indeed, a BRD4–NUT mutant with an

inactive bromodomain is incapable of forming BRD4–NUT

acetylated chromatin domains, suggesting that the initial

targeting of acetylated chromatin by the fusion protein is

necessary to initiate the process. Once BRD4–NUT is in place,

the recruitment of p300 and the stimulation of its HATactivity

would allow the propagation step. As shown also for

MAML1–p300 interaction, engagement of the CH3 domain

by various protein ligands may be a general mechanism for

enhancing the catalytic activity of p300 (Hansson et al, 2009).

The extent of this propagation is limited by HDAC activity,

which, by opposing histone acetylation, could slow down and

eventually stop the propagation, thereby creating discrete

foci. The presence and activity of p300 are critical for the

maintenance of BRD4–NUT foci. Indeed, the overexpression

of the p300-interacting domain of NUT, F1c, leads to the

displacement of p300 and the dispersion of the BRD4–NUT

foci. This experiment also reveals an important role for the

CH3 domain of p300 in the maintenance of these foci.

Interestingly, this domain of p300 is critical for the ‘physio-

logical’ p300 foci formation because, according to early

investigations, the CH3-interacting viral protein E1A also

disrupts these foci (Lill et al, 1997). In addition, we show

in this study that the continuous activity of p300 is also

required for the stability of the BRD4–NUT foci, as its

inhibition with a specific small molecule inhibitor disrupts

the foci probably due to a dominant HDAC activity. Indeed,

in patient-derived HCC2429 cells, the genome-wide histone

hyperacetylation induced by TSA and the subsequent

downregulation of BRD4–NUT leads to the dispersion of

BRD4–NUT foci.

In the absence of TSA treatment, the high affinity binding

of p300 to the NUT moiety of the fusion protein leads to the

accumulation of the majority of cellular p300 into these

transcriptionally inactive BRD4–NUT foci. On the basis of

these findings, we also predicted that in BRD4–NUT-expres-

sing cells important cellular functions depending on p300

should be altered. One of the functions of p300 is the control

of p53 regulatory activity (Grossman, 2001). Indeed, we

show in this study that the release of p300 after BRD4–NUT

Figure 6 p53 inactivation in BRD4–NUT-expressing cells. (A) HCC2429 and A549 cells were treated with 20mM etoposide for 15 h and p21, p53
and p300 were visualized as indicated. (B) A546 cells were transfected with an empty vector (ÿ) or with a BRD4–NUT-expressing vector (þ )
and treated or not with etoposide as above (þ and ÿ, respectively) and the indicated proteins were detected with the corresponding
antibodies. (C) HCC2429 cells were treated with scrambled siRNAs or two specific anti-BRD4–NUT siRNAs and the indicated proteins were
visualized as above. (D) HCC2429 cells were treated with the anti-BRD4–NUT siRNAs indicated above as well as with an anti-p53 siRNA and
the indicated proteins were visualized using the corresponding antibodies. (E) The expression of p21, PUMA and GADD45were monitored after
the knockdown of BRD4–NUTwith the two above-mentioned siRNAs in the presence (dark grey histograms) or absence (light grey histograms)
of p300 inhibitor. Data represent the mean±s.d. values of at least three independent experiments. (F) The association to p21 promoter of p53,
acetylated p53 (p53ac) and p300 was monitored in HCC2429 cells before and after the knockdown of BRD4–NUT by siRNA as above. The PCR
amplification shown here is representative of three independent ChIPs.
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downregulation in HCC2429 cells leads to the activation of

p53 target genes in a CBP/p300-dependent manner. These

studies allowed us to clearly demonstrate one of the

oncogenic activities of the BRD4–NUT fusion protein.

However, as CBP/p300 and BRD4 are involved in various

critical cellular processes, the sequestration of these proteins

in limited numbers of nuclear domains certainly affects other

cellular functions hindering apoptotic cell response and cell

differentiation. For instance, a deficiency of BRD4, which has

important roles in polII transcription (Wu and Chiang, 2007),

in BRD4–NUT-expressing cells could also be oncogenic.

Indeed, it has been shown that Brd4þ /ÿ cells present in-

creased chromosomal missegregation (Nishiyama et al,

2006).

The most important aspect of this study, however, is that it

uncovers a new concept in oncogenesis. Indeed, we show in

this study how the off-context activity of a testis-specific

factor in a somatic cell becomes oncogenic. As the aberrant

expression of testis-specific genes has been reported in

many cancer cells, we propose that, at least in some cases,

that is NUT, the product of these genes can be major

contributors to malignant cell transformation (Rousseaux

and Khochbin, 2009). This concept opens a new area of

research in cancer biology.

Materials and methods

Plasmids
The BRD4–NUT GFP construction was kindly provided by Dr Dang,
and then sub-cloned in a pcDNA 3.1 HAvector. p300 WTand DN870
Myc plasmids were generous gifts from Dr H Stunnenberg. The
sBRD4 and NUT constructions were obtained after PCR amplifica-
tion of their corresponding coding sequences from a human testis
cDNA bank (Clontech) and cloned in pcDNA 3.1 HA and pEGFP-C
vectors. Different NUT fragments (f1, f1a, f1b, f1c, f2 and f3) were
amplified using the appropriate sets of primers and cloned in
pcDNA 3.1 HA and in pGEX5 GST vectors. p300 CH3, TAZ1, ZZ and
TAZ2 fragments were amplified from the p300WT plasmid and
cloned into the pcDNA 3.1 HA vector. BRD4–NUT DBromo1
construct was obtained by deleting six critical amino acids of
bromodomain 1 (81-PFQQPV-88) directly in BRD4–NUT pcDNA HA
plasmid, using the QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene). Mutations were then confirmed by DNA sequencing.

p53 Flag and p21 promoter luciferase plasmids were purchased
from Addgene Organisation (www.addgene.org).

Cell culture, treatments, transfection assays, antibodies
and gene reporter assay
Cos7 cells were maintained in DMEM medium, whereas H1299,
A549 and HCC2429 cells were maintained in RPMI medium
complemented with 10% SVF, 2% glutamine and 1% P/S. When
needed, cells were treated with TSA 100 ng/ml (Sigma) for different
times or with etoposide 20 mg/ml (Sigma).

p300 inhibitor, C646, or its inactive analogue (Bowers et al, 2010)
was added to the culture medium from 1h to complete siRNA
incubation time (24–48 h), at 20 mg/ml.

Cells were seeded and grown to 60–70% confluence on the day
of transfection. Transfections were performed with Lipofectamine
2000 (Invitrogen), using a ratio of 1ml of Lipofectamine for 1mg
total quantity of vectors. The BRD4–NUT siRNA1 (forward: 50-gcau
cuaaugugaagacca-30), BRD4–NUTsiRNA2 (forward: 50-gggauugcaga
aaggacaa-30) and scrambled siRNA were purchased from Euro-
gentec, whereas p53 siRNAwas obtained from Qiagen (SI02655170,
Hs_TP53_9). Cells were transfected with Lipofectamine RNAimax
(Invitrogen) using the company instructions and cells were
collected 24–48h before analysis.

The primary antibodies used were: anti-NUT (Cell Signaling
Technology), anti-p300 rabbit (N-15, Santa Cruz Biotechnology),
anti-p300 mouse (05–257, Millipore), anti-BrdU (A21300, Invitro-
gen), anti-HA rat (for IP and IF, Roche), anti-HA mouse (for WB,

Covance), anti-FlagM2 (F3165, Sigma), anti-Myc rabbit (ab9106,
Abcam), anti-b-Actin (A5441 Sigma), anti-Histone H4 pan rabbit
(05–858, Millipore), anti-H3 rabbit (05–928, Millipore), anti-
H3K9ac rabbit (07–352, Millipore), anti-H3K14ac rabbit (07–353,
Millipore), anti-H3K18ac rabbit (Millipore), anti-H3K56ac rabbit
(2134–1, Epitomics), anti-RNA pol II (8WG16, H5, H14, Covance),
anti p53 (DO7, Dako), anti-p53 K373ac-K382ac (06–758, Millipore),
anti-p21/WAF1 (ab-1OP64, Calbiochem), anti-PARP (Boehringer),
anti-cleaved-caspase 3 (9661S, Cell Signaling Technology), anti-
E-cadherin (18–0223, Zymed Laboratories) and mouse anti-acety-
lated histones from H Kimura.

Gene reporter assay was carried out as detailed in the
Supplementary data.

Immunofluorescence, BrUTP incorporation,
immunoprecipitation, HAT assay, GST pull down,
qRT–PCR and ChIP
Cells were grown on two- or four-well glass Lab-Tek (Nunc),
transfected with 1mg plasmid of interest, fixed in 4% paraform-
aldehyde for 5min at room temperature and then permeabilized in
4% paraformaldehyde–0.1% Triton X-100 for 1min at room
temperature. Fixed and permeabilized cells were incubated in
blocking buffer (PBS containing 5% skim milk) for 30min at room
temperature, then in primary antibody (except for GFP-tagged
proteins) for 1 h at 371C, then washed with PBS and incubated in
the secondary antibody for 30min at 371C. After three washes in
PBS, the cells were counterstained with Hoechst (250 ng/ml) and
examined under a confocal microscope.

In situ transcription was monitored by BrUTP (Sigma) incorpora-
tion as described previously (Roussel et al, 1996) in conditions set
up to reveal RNA pol I and RNA pol II transcription (Moore and
Ringertz, 1973). Briefly, cells were grown on two- or four-well glass
Lab-Tek (Nunc) and slightly fixed and permeabilized for 5min at
41C, then incubated for 30min at 371C with transcription buffer
(100mM Tris, 4mM MgCl2, 2mM MnCl2, 100mM (NH4)2SO4, 0.1%
B-mercaptoethanol, 150mM sucrose, 0.6mM ATP, GTP and CTP
and 0.12mM BrUTP). Incorporated BrU was then detected with
1/100 anti-BrdU antibody (Invitrogen) incubated for 1 h at 371C.

For qRT–PCR, RNA was extracted from treated or non-treated
cells using TRIzol reagent (Invitrogen) and reverse transcribed into
cDNA with SuperScript III First-Strand Synthesis mix (Invitrogen).
Human p21 (F: 5-CCTGTCACTGTCTTGTACCCT-3, R: 5-TTAGCAG
CGGAACAAGGAGT-3), PUMA (F: 5-GACCTCAACGCACAGTACGA-3,
R: 5-GAGATTGTACAGGACCCTCCA-3), GADD45a (F: 5-TTTGCAATA
TGACTTTGGAGGA-3 R: 5-CATCCCCACCTTATCCAT-3) and BRD4–
NUT (F: 5-AGGCTGTCATTCACCCTCAA-3, R: 5-CTCTTCCAAGGCCA
TGAGTC-3) expressions were then monitored using Brilliant SYBR
Green Master mix and MX3005P (Stratagene) and normalized by
ACTIN or GAPDH expression.

ChIP experiment was carried out on the basis of X-ChIP protocol
from Abcam with modifications. Briefly, 107 cells after siRNA
treatment were cross-linked for 10min at RTwith 1% formaldehyde
on a shaking platform and final 125mM glycine was added to stop
the reaction. Cells were then collected, washed twice with cold PBS
and incubated for 10min with cell lysis buffer (20mM Tris–HCl (pH
8.0), 85mM KCl and 0.5% NP40). Nuclei were re-suspended in
Nuclei lysis buffer (50mM Tris–HCl (pH 8.0), 10mM EDTA and 1%
SDS) and then sonicated to obtain 500-bp fragments of DNA. After
centrifugation, the supernatant was diluted five times in ChIP buffer
(20mM Tris–HCl (pH 8.0), 1.1mM EDTA, 0.01% SDS, 1.1% Triton
X-100 and 167mM NaCl) and incubated overnight at 41C with
appropriate antibodies, and then for 1 h with protein A dynabeads
(Invitrogen). After intensive washes, twice in low-salt buffer
(20mM Tris–HCl (pH 8.0), 2mM EDTA, 0.1% SDS, 1% Triton
X-100 and 150mM NaCl), twice in high-salt buffer (20mM Tris–HCl
(pH 8.0), 2mM EDTA, 0.1% SDS, 1% Triton X-100 and 500mM
NaCl), once in LiCl buffer (0.25M LiCl, 1% NP40, 20mM Tris–HCl
(pH 8.0), 1mM EDTA and 1% deoxycholate) and finally in TE
buffer (10mM Tris–HCl (pH 8.0) and 1mM EDTA), the DNA was
eluted by incubating the beads for 30min at RT with the elution
buffer (1% SDS and 100mM NaHCO3). The DNAwas then purified
by phenol:chloroform and qRT–PCR was performed using primers
for the p53-binding site on p21 promoter (F: 5-GCTTGGGCAGCAG
GCTG-3, R: 5-AGCCCTGTCGCAAGGATCC-3).

Detailed protocols for immunoprecipitation, HAT assay and GST
pull down, as well as for insect cell culture, baculovirus cultivation
and protein purifications are provided in the Supplementary data.
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Quantitative analysis of BRD4–NUT Foci
Confocal microscopy images from different nuclei along the z-axis
were analysed using the Metamorph software. The number of foci was
counted in 50 nuclei and normalized with respect to the total nucleus
area obtained using Metamorph software functions. The mean foci
area was obtained by dividing the total number of BRD4–NUT foci
areas in a given nucleus obtained by the Metamorph software as
above, by the number of foci counted within the same nucleus.

Supplementary data
Supplementary data are available at The EMBO Journal Online
(http://www.embojournal.org).
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Supplementary Material and methods 

Gene reporter assays and FACS analysis 

Cos7 cells were co-transfected for 36 hours with ß-Galactosidase reporter plasmid and 

p21- promoter luciferase reporter plasmid either alone or with p53-Flag and increasing 

amounts of BRD4-NUT-HA plasmid. The total amount of transfected plasmid was 

equilibrated with pcDNA-HA plasmid between the different conditions. Cells were then 

washed and incubated 15 min at RT with Luciferase lysis buffer (1% Triton X-100, 10% 

Glycerol, 2mM EDTA, 25mM Tris-HCl pH 7.8). Luciferase activity was measured directly 

after mixing 10µL of cellular extract with 50µl of Luciferase substrate (Luciferase assay kit, 

Stratagene). Normalization was made by measuring the ß-Gal activity after 1hour incubation 

of 7.5µL of cellular extract with 50µL of ß-Gal substrate (ß-Gal detection kit II, Clontech). 

For apoptosis FACS analysis, HCC2429 cells were treated with scrambled or BRD4-NUT 

siRNA for 24h, with or without 20µM etoposide for 16h. Cells were then collected, 

permeabilized and fixed for one hour on ice in methanol, washed and incubated with PE-A 

conjugated active Caspase 3 antibody (PE-active caspase 3 apoptosis kit, BD Biosciences). 

Cells were then analyzed using a BD Biosciences LSRII cytometer.  

Immunoprecipitation, HAT assay, GST pull down, insect cell culture, baculovirus cultivation 

and protein purifications 

COS7 cells were transfected and, 36 hours post-transfection, a cell extract was 

prepared in LSDB 200 or 500mM KCL (Glycerol 20%, MgCl2 3mM, Hepes pH7.9 50mM, 

KCL 200 or 500mM, DTT 0,5mM, PMSF 0,5mM, NP40 0,1%, Complete EDTA-free 1x, 

TSA 0,05µg/mL). The cell extract was incubated with anti-HA rat (Roche) for 2 hours at 4°C, 

then incubated with protein G sepharose beads for 2 hours at 4°C with rotation. After 

intensive wash with LSDB buffer, beads were used either for HAT assays or directly eluted 

with Laemmli buffer for immunoblotting. 

NUT-GST fragments were produced in IPTG-induced BL21 transformed with Pet28 

plasmids. Bacteria lysates were incubated over night at 4°C with Glutathione sepharose beads 

(GE Healthcare). Beads were intensively washed and then incubated with extracts from COS 

cells expressing proteins of interest or with purified p300 proteins. After intensive washes, the 

beads were used for HAT assays or directly eluted with Laemmli buffer. 
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For HAT assays, after immunoprecipitation, beads were incubated 2h at 30°C with 

25µL of HAT buffer (Glycerol 10%, Tris HCL pH8 25mM, NaCl 100mM, EDTA 0,1mM, 

DTT 1mM, PMSF 0,2mM, Complete EDTA-free 1x, TSA 0,05µg/mL, Acetyl Coenzyme A 

14C 1µL at 20nCurie/µL (MPbio)) and 1µg purified free histones or purified histone H3. 

After electrophoresis, coomassie coloration and incubation in “Amplify” solution 

(Amersham), the gels were dried and radioactivity was detected using a PhosphoImager 

(Molecular Dynamics).  

Purified NUT F1c was obtained by eluting Glutathione sepharose beads-bound GST 

fusion proteins with Glutathione 25mM, 50mM Tris pH8 (Sigma). Glutathione was then 

removed and NUT F1C concentrated by using Amicon Ultra 10,000 NMWL (Millipore). 

Purified histone H3 was obtained by a production in IPTG-induced BL21 and by 

histone extraction (acid extraction protocol from Abcam). p300L (324-2094) was cloned in 

the vector pFASTBAC1 (Invitrogen). The recombinant baculoviruses were propagated in 

Sf21 insect cells with SF900-II SFM insect cell medium (Invitrogen). For production of 

recombinant p300L, Hi5 insect cells were infected with recombinant baculovirus at a 

multiplicity of infection of 5.0, maintained in shake flasks at 28 °C, and harvested by 

centrifugation at 72 h postinfection. 

For purification of p300L, -recombinant baculovirus-infected cell pellets were lysed 

by freezing and then thawed in equilibration buffer containing 20 mM Tris (pH 8.0), 300 mM 

NaCl and Complete Protease Inhibitors EDTA-free (Roche Applied Science). The cells were 

homogenized by sonication and the lysate clarified by centrifugation at 180,000 x g for 

40min. The clarified insect cell lysate was incubated with pre-equilibrated Anti-FLAG M2-

agarose affinity gel (Sigma) for 1 h and then applied to a 50-ml Econo column (Bio-Rad). The 

resin was washed with 200 ml of equilibration buffer, and then the bound protein was eluted 

using 0.1 mg/ml triple FLAG peptide (sequence, MDYKDHDADYKDHDIDYKDDDDK) 

dissolved in equilibration buffer. 

Fractions were concentrated using an Amicon-ultra 30 unit (Amicon, Inc.) and further 

purified on a Hi-Load 16/60 Superdex 200 gel filtration column (GE Healthcare) equilibrated 

in 20 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM dithiothreitol (DTT). The final protein was 

concentrated to 10 mg/ml; aliquots were flash-frozen in liquid N2 and stored at -80 °C. For 

p300S (aa 1045-1666), the construct was cloned in pET Duet with a STREP tag and 

expressed in E.coli BL21 (DE3) using autoinducing media ZYP-5052 (Studier, 2005). Cell 
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pellets were resuspended in lysis buffer (20mM Tris, pH 8.0, 300 mM NaCl, 1mM DTT, 25 

µM ZnCl2 and Complete Protease Inhibitors EDTA-free (Roche Applied Science) and lysed 

by sonication. The protein was purified from crude extract by STREP-affinity 

chromatography followed by Gel Filtration on a Hi-Load 16/60 Superdex 200 gel filtration 

column (GE Healthcare) equilibrated in 20 mM HEPES (pH 7.5), 300 mM NaCl, 25 µM 

ZnCl2, 1 mM dithiothreitol (DTT). The final protein was concentrated to 1 mg/ml. 
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Supplementary Figure Legends 

 

 

Supplementary Figure S1: Colocalization of hyperacetylated histone H4 with the BRD4-NUT 

foci 

COS7 cells were transfected and processed as described in Figure 1, but a higher magnification 

of the BRD4-NUT foci shown in Figure 1A is presented. This Figure also shows the co-detection 

of the longer isoform of BRD4 (flBRD4) either with H4ac or NUT (B and C, indicated). Bar, 

10 m. 



 

 

Supplementary Figure S2: Association of hyperacetylated but transcriptionally inactive 

chromatin with BRD4-NUT foci 

(A) and (C) COS7 cells were transfected with a GFPBRD4- NUT expressing vector and the 

presence of the indicated histone marks in the foci was monitored using a series of specific 

antibodies (indicated). (B) In an experiment similar to (A), the presence of RNA polymerase II 

(RNA pol II) and its phosphorylated forms on serine 2 (CTD S2Ph) and serine 5 (CTD S5Ph) in 

BRD4-NUT foci was analysed using the indicated specific antibodies in Cos7 cells transfected 

with GFP-BRD4-NUT. (D) Endogenous BRD4-NUT foci were codetected with H3K14ac and 

H3K27ac marks in HCC2429 cells. Bar, 10 m.  
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Supplementary Figure S3: Specific colocalization of BRD4-NUT foci with p300 

COS7 cells were transfected with the GFP-BRD4-NUT expression vector and the indicated 

endogenous HATs were visualized by indirect immunofluorescence using the corresponding 

antibodies. Bar, 10 m. 
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Supplementary Figure S4: Specific activation of p300 catalytic activity by NUT 

The HAT activity of purified p300 was monitored as described in the legend of Figure 4 using 

the indicated amounts of NUT fragments (F1c, left panel and F1b, right panel). 
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Supplementary Figure S5: Disruption of BRD4-NUT foci after the inhibition of class I/II histone-

deacetylases  

(A) HCC2429 cells were treated with 50ng/mL TSA for the indicated times and BRD4-NUT and 

p300 were visualized with their respective antibodies. (B) In a similar experiment as in “(A)”, 

HCC2429 were treated for the indicated times and BRD4-NUT, p21 and ACTIN were 

visualized. (C) The amount of GADD45 and BRD4-NUT mRNA was monitored in non-treated 

HCC2429 cells or cells treated for 5 hours with 50ng/mL TSA, normalized by comparison with 

GAPDH mRNA, and represented as the fold variation with respect to non treated cells. Data 

represent the mean +/- standard deviation of at least two independent experiments performed in 

triplicates. (D) HCC2429 cells were treated for 5 hours with the indicated molecules and 

BRD4-NUT, p53, p21 and ACTIN visualized as above. 
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Supplementary Figure S6: p53 inactivation in BRD4-NUT expressing cells 

(A) Total p53 (p53) or K373 and K382 acetylated p53 (p53Kac) were detected in HCC2429 

cells. HCC2429 cells were treated either with scrambled and two anti-BRD4-NUT siRNAs and 

acetylated p53 and total p53 were detected as indicated. Control panels show non siRNA-

treated cells. Bar, 10 m. (B) HCC2429 cells were treated either with scrambled and two anti-

BRD4-NUT siRNAs in presence or absence of etoposide (20 M for 15 hours) and the apoptotic 

cells were visualized by immunofluorescent detection of the active caspase 3 and FACS 

analysis. The percentage of cells containing active caspase 3 with respect to the total number of 

analyzed cells is indicated (% apoptotic cells). The histogram indicates the mean values of 

three independent experiments, and two representative FACS analyses are shown (right panel). 
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Supplementary Figure S7: Inhibition of p53 activity by BRD4-NUT 

(A) COS7 cells were transfected with GFP-BRD4-NUT and p53, acetylated p53 and BRD4-NUT 

were visualized with the respective antibodies as indicated. (B) The same cells were transfected 

with a p21 promoter-luciferase reporter construct, p53-Flag plasmid and increasing amounts of 

BRD4-NUT-HA plasmid, as well as a CMV-ßGal construct for normalization, as indicated. 36 

hours post-transfection, the luciferase activity was measured in independent triplicates, 

normalized with respect to  ß-Galactosidase activity and represented as fold variation 

compared to Luciferase activity in the absence of p53. 
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Discussion et article en collaboration 

Ces travaux présentent un intérêt majeur pour la recherche de thérapies ciblées des 

patients atteints de ces cancers si dévastateurs. En effet, jusqu’alors, aucun traitement n’est 

parvenu à endiguer la rapide prolifération de ces cellules porteuses de la translocation 

induisant très rapidement de nombreuses métastases.  

Lors de mon doctorat, nous avons établi une collaboration avec une équipe de 

médecins du Brigham and Women's Hospital de Boston, au Massachusetts. L’équipe de C. 

French est la première à avoir caractérisée cette translocation et ils ont soumis récemment un 

article dans « Journal of Clinical Investigation » dans lequel nous sommes co-auteurs. Leurs 

travaux confirment nos découvertes au sein de différentes lignées qu’ils ont établies à partir 

de patients. Ils ont réalisé une analyse transcriptomique comparative entre des cellules 

tumorales déplétées ou non en BRD4-NUT par siRNA, et leurs observations tendent 

également à confirmer de façon globale notre hypothèse de séquestration de CBP/p300. En 

effet, après le traitement siRNA qui conduit à une différenciation rapide des cellules, ils 

détectent une augmentation générale significative de la transcription de plus de 80% de gènes 

(Fig.1A). Ainsi, dans ces cellules transloquées, le manque de disponibilité du co-activateur 

transcriptionnelle CBP/p300 est responsable d’une diminution globale de la transcription, qui 

vient s’ajouter à nos données moléculaires d’abrogation de la voie p53, et participe ainsi en 

concomitance à la tumorigenèse.  

De façon remarquable, l’équipe de C. French a réalisé le premier essai clinique sur un 

patient à base de Vorinostat, un inhibiteur de HDACs de classe I et II. Le Vorinostat est un 

analogue de la TSA, qui dans nos données déstabilise la formation des foci BRD4-NUT et 

permet ainsi de récupérer les fonctions de CBP/p300 et p53. Ce traitement a permis une 

stabilisation et une régression significative d’une tumeur pulmonaire d’un patient de dix ans 

pendant cinq semaines (Fig.1B), date à partir de laquelle le traitement ne fut malheureusement 

plus supporté par le patient, qui est mort peu de temps après. Néanmoins cette étude démontre 

l’importance d’un travail en synergie entre la recherche fondamentale et la recherche 

appliquée. En effet, ces deux articles mettent en avant les conséquences moléculaires de la 

fusion BRD4-NUT et les moyens efficaces pour les contrer. Un diagnostic précoce de ces 

cancers couplé à différentes thérapies à base d’inhibiteurs des HDACs de classe I et II, qu’il 

faudrait cependant réussir à mieux cibler pour contrer les effets secondaires, permettront on 

peut espérer de venir à bout de ces tumeurs agressives.   
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Informations de l’article soumis à JCI 

 

TITLE 

Differentiation of NUT Midline Carcinoma in Humans and Mice by Epigenomic 

Reprogramming  

 

AUTHORS (unsorted) 

Brian Schwartz / Christopher French / James Bradner / Jon Aster / Daniel Bauer / Sara Vargas / 

Antonio Perez-Atayde / Elin Agoston / Nathan West / Matthias Hofer / Madeleine lemieux / 

Andrew Kung / stephen sallan / Michael Cameron / Katherine Janeway / Tan Ince / amanda 

christie / Saadi Khochbin / Nicolas Reynoird 

 

ABSTRACT 

NUT midline carcinoma (NMC) is a lethal tumor defined by the presence of BRD-NUT fusion 

proteins that act by arresting differentiation.  Here, we explore the mechanisms underlying the 

ability of BRD4-NUT to prevent squamous differentiation.  We find that overexpression of the 

twin bromodomains of BRD4 or a portion of NUT that binds the histone acetyltransferase (HAT) 

p300 induces NMC cells to differentiate, suggesting a model in which BRD4-NUT sequesters 

HATs in areas of acetylated chromatin. Consistent with this idea, knockdown of BRD4-NUT 

caused global increases in histone acetylation, whereas enforced expression of BRD4-NUT had 

the opposite effect. Sequestration of HATs appears to occur in nuclear BRD4-NUT foci, which 

correspond to specific genomic regions that are rich in acetylated histones but transcriptionally 

inactive. Of therapeutic interest, treatment of NMC cells with histone deacetylase inhibitors 

(HDACi) dispersed nuclear foci, restored histone acetylation, induced NMC cells to 

differentiate in vitro, and had anti-tumor effects in NMC xenograft models. Based on these data, 

a child with NMC was treated with the FDA-approved HDAC inhibitor vorinostat.  An objective 

response was obtained after five weeks of therapy, suggesting that this rational therapeutic 

approach merits further evaluation in patients with NMC. 
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Figure 

 

 

 

Figure 1 : Conséquences cliniques d’une inhibition des foci BRD4-NUT 

A) Analyse transcriptomique du niveau global d’expression de cellules de patients atteint de la 

translocation BRD4-NUT, après traitement siRNA contre la protéine fusion. 

B) Résultats cliniques du traitement d’un patient de cinq ans avec un inhibiteur de HDAC, le 

Vorinostat. Les radiographies confirment la régression de la tumeur pulmonaire après cinq 

semaines de traitement. 

  



p. 138 

 

Projet 2 : Caractérisation de la protéine BRD3 

 

Parmi la famille des protéines à double bromodomaines BET, le membre BRD3 est 

très peu étudié. Pourtant, une répression de l’expression de BRD3 par siRNA dans des lignées 

cellulaires les fait entrer en apoptose (LeRoy et al, 2008). Cette protéine semble donc 

importante pour le bon fonctionnement des cellules, ou tout du moins pour les cellules 

tumorales. De plus, dans environ un tiers des carcinomes de la ligne médiane impliquant 

NUT, le gène NUT ne se retrouve pas fusionné avec BRD4 mais avec son homologue BRD3. 

Ces cellules transloquées BRD3-NUT présentent les mêmes caractéristiques tumorales 

extrêmement agressives que la fusion BRD4-NUT, avec la formation de foci identiques au 

niveau du noyau (French et al, 2008). Ainsi, BRD3 semble pouvoir se substituer à BRD4 dans 

l’établissement d’un programme tumoral impliquant NUT. Enfin BRD3 est enrichie dans les 

cellules au niveau de la chromatine acétylée le long des régions codantes des gènes, et 

pourrait donc participer à la phase d’élongation de la transcription par l’ARN polymérase II 

(LeRoy et al, 2008). Toutes ces observations suggèrent un intérêt majeur pour la protéine 

BRD3 et la rendent particulièrement intéressante à étudier.  

J’ai participé au cours de mon doctorat à l’élaboration d’un projet d’étude de la 

protéine BRD3, qui devrait être poursuivi par le laboratoire au vu du matériel et des résultats 

obtenus. 

 

   I) Brd3 est exprimée au cours de la spermatogenèse 

Parmi les membres de la famille BET, BRDT est spécifique au testicule. Cependant, 

les autres membres sont également exprimés dans le tissu testiculaire d’après analyse des 

banques d’EST. Nous avons donc voulu caractériser l’expression de la protéine BRD3, très 

peu étudiée malgré l’importance fonctionnelle des autres membres de sa famille. Par PCR 

quantitative en temps réel sur différents tissus murins, nous avons pu détecter une expression 

ubiquiste du gène BRD3, avec cependant une expression importante au cours de 

l’embryogenèse et au sein du tissu testiculaire (Fig1.A).  
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Ainsi, bien que BRD3 ne soit pas exclusivement exprimé dans le testicule comme 

BRDT, son expression laisse suggérer un rôle important au cours de l’embryogenèse et lors de 

la maturation des cellules germinales mâles. Il est également possible que différentes 

isoformes de la protéine BRD3 existent, dont une pourrait être spécifique du testicule. Nous 

avons alors voulu savoir si BRD3 était exprimée au cours de la spermatogenèse. Nous avons 

réalisé un fractionnement des cellules germinales à partir de testicules de souris, par la 

technique de sédimentation sur gradient BSA. Après avoir vérifié la pureté des 

enrichissements des différents types cellulaires par observation au microscope, nous avons 

réalisé une extraction ARN puis une transcription inverse. Les ADN complémentaires ainsi 

obtenus ont permis de réaliser une PCR quantitative en temps réel et nous avons pu observer 

un profil d’expression atypique du gène BRD3. En effet, BRD3 est bien exprimé au cours de 

la spermatogenèse, et son expression est maintenue au cours des stades tardifs de la 

spermiogenèse. Le gène BRD3 est ainsi exprimé après méiose au niveau des spermatides 

rondes (Fig1.B), stade à partir duquel a normalement lieu une répression globale de la 

transcription. Les gènes présentant une expression pos-méiotique sont suspectés participer aux 

étapes de maturation des spermatides, lors du remodelage drastique de la chromatine et de la 

formation du flagelle. Ainsi, les gènes BRD4 et H4 sont pour leur part réprimés après méiose, 

alors que la protéine de transition TP1 intervenant dans la compaction du génome est quant à 

elle exprimée tardivement (Fig.1B). 

 

   II) Production et validation d’un anticorps anti-BRD3 

Lors de l’élaboration de ce projet, aucun anticorps anti-BRD3 n’était commercialisé. 

Nous avons donc décidé d’injecter des lapins avec des peptides immunogènes afin de produire 

un anticorps. Apres réception du prélèvement de lapin, nous avons purifié l’anticorps sur 

colonne couplée aux peptides immunogènes. Nous avons ensuite construit différents vecteurs 

d’expression eucaryote pour les différentes protéines de la famille BET et testé la spécificité 

de reconnaissance de notre anticorps. La figure 2A montre que seule la protéine ectopique 

BRD3 est reconnue parmi les autres membres de la famille BET, et nous avons testé la 

détection de BRD3 endogène au cours de la spermatogenèse. Pour cela, nous avons réalisé 

une extraction totale à l’Urée 8M des cellules germinales purifiées par sédimentation. Comme 

démontré préalablement pour le transcrit de BRD3, la protéine est exprimée jusqu’aux stades 

tardifs de la spermiogenèse, avec une diminution sensible lors de l’allongement des 
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spermatides (Fig.2B). BRD3 ne semble donc pas exprimée au cours du remodelage de la 

chromatine qui a lieu après allongement des spermatides, mais elle pourrait participer à la 

mise en place d’un profil d’expression particulier nécessaire pour le bon déroulement de la 

spermatogenèse. Ainsi, grâce à son double bromodomaine, BRD3 pourrait recruter certains 

facteurs et moduler la répression globale des gènes tout en activant celle de gènes 

spécifiquement nécessaires à la maturation des spermatides en spermatozoïdes. 

 

   III) Spécificité d’association de BRD3 à la chromatine 

Les marques spécifiquement reconnues par les bromodomaines de la famille BET sont 

connues, BRD3 mis à part. En effet, BRD2 reconnait H4K5ac et H4K12ac, BRD4 reconnait 

H4K5ac, H4K12ac et H3K14ac, alors que BRDT reconnait le double motif H4K5ac/H4K8ac 

et H3K18ac. Ces différentes spécificités d’interactions des membres de la famille BET leurs 

confèrent la capacité de cibler différentiellement les facteurs cellulaires avec lesquels ils 

interagissent sur la chromatine. Nous avons donc voulu savoir quelle est la spécificité des 

bromodomaines de BRD3. Pour cela, nous avons réalisé un test d’interaction de BRD3 en 

incubation avec différents peptides acétylés couplés sur bille et mimant les queues d’histones 

acétylées. Nous avons pu observer que BRD3 s’associe uniquement avec l’histone H4 parmi 

les histones de cœur, et ceci uniquement lorsque sa partie N-terminale est acétylée (Fig.3). 

Nous avons ensuite utilisé des peptides mimant la partie N-terminale de H4, acétylés au 

niveau d’un seul résidu. Comme l’ensemble des protéines BET, BRD3 semble reconnaître 

l’acétylation de la lysine 5 (H4K5ac). Cependant, elle semble également reconnaître 

spécifiquement la lysine 16, ce qui est unique parmi les autres membres de la famille (Fig.3). 

Il faut noter également que la reconnaissance des peptides mono-acétylés est bien moindre 

que celle pour le peptide tétra-acétylé, ce qui laisse suggérer une reconnaissance combinée 

des deux marques H4K5ac et H4K16ac. L’acétylation de la lysine 16 de l’histone H4 est une 

des marques d’acétylation les plus importantes au niveau de la chromatine. En effet, la mono-

acétylation de H4K16 représente plus de 60% des mono-acétylations de l’histone H4 

retrouvées sur les nucléosomes, et c’est également la seule qui varie lors du processus de 

tumorigenèse (Fraga et al, 2005). Enfin, la marque H4K16ac est retrouvée au niveau de 

régions actives de la chromatine, mais également au niveau de région d’hétérochromatine des 

télomères, où elle est indispensable à leur régulation (Shia et al, 2006). Cette marque est donc 

une marque clé de l’acétylation de la chromatine. Le fait que BRD3 puisse s’y lier 
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spécifiquement laisse supposer un rôle majeur de la protéine dans la régulation des 

informations épigénétiques associées à H4K16ac. 

 

Ces résultats préliminaires permettent donc de comprendre l’importance d’une 

meilleure caractérisation de la protéine BRD3. Cet acteur de l’épigénétique possède un 

énorme potentiel de régulation sur l’épigénome. Le manque de données actuelles peut être 

rapidement comblé en se basant sur les connaissances établies pour les autres membres de la 

famille BET.  
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   Figures 

 

 

 

Figure 1 : Profil d’expression de BRD3 au cours de la spermatogenèse 

(A) PCR quantitative en temps réel effectuée sur des extraits de différents tissus de souris. 

L’expression de BRD3 a été normalisée par rapport aux gènes de ménage GAPDH et ACTINE. 

(B) PCR quantitative en temps réel effectuée sur des extraits de différentes populations de 

cellules germinales mâles purifiées. H4, BRD4 et TP1 servent de contrôles de la pureté des 

préparations cellulaires. 
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Figure 2 : Production et validation d’un anticorps anti-BRD3 

(A) Test de la spécificité de l’anticorps anti-BRD3 produit. L’anticorps de reconnait pas les 

autres membres BRD2, BRD4 et BRDt de la famille BET, exprimés de manière ectopique dans 

la lignée cellulaire COS. 

(B) Confirmation du profil d’expression de la protéine BRD3 au cours de la spermatogenèse à 

partir d’extraits de cellules germinales purifiées. 
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Figure 3 : association de BRD3 avec l’histone H4 acétylée 

Essais de co-précipitation de la protéine BRD3 avec différents peptides biotinylés couplés sur 

bille. BRD3 s’associe spécifiquement avec le peptide tétra-acétylé de l’histone H4, et plus 

précisément au niveau des résidus acétylés K5 et K16.  
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Projet 3 : Conséquences de l’expression illégitime de 

NUT au sein de lignées cellulaires 

 

L’acétylation des histones est une des signalisations utilisées par l’épigénome pour 

réguler la chromatine et les différents évènements cellulaires. Historiquement, cette 

modification post-traductionnelle a été observée et relativement bien caractérisée pour les 

histones, mais de plus en plus de données confirment que l’ajout d’un groupement acétyl sur 

certaines lysines est loin d’être un phénomène exclusif aux histones. En 2009, un 

« acétylome » a été réalisé à partir de l’étude de peptides issus de 3 lignées cellulaires 

différentes. Cette étude a pu montrer qu’il existe environ 3600 résidus acétylés répartis au sein 

de plus de 1750 protéines chez l’homme (choudhary et al 2009 nature). Ceci rend compte de 

la grande diversité des protéines ciblées, dont le nombre est quasi identique à celui des 

protéines phosphorylables. Or, au vu des implications majeures que joue la phosphorylation 

sur les différentes voies de signalisation cellulaire, il est facilement imaginable que 

l’acétylation des protéines non-histones influe également de manière conséquente sur 

différentes voies de signalisation.  

Nous avons cherché à caractériser un de ces protéines acétylées, qui s’est avéré être la 

protéine NUT, spécifique du tissu testiculaire et retrouvée illégitimement exprimée au sein 

d’au moins trois lignées cellulaires. Les travaux présentés ici ont été réalisé lors d’un projet 

commun avec Karin Sadoul au sein du laboratoire. Ses travaux ont porté sur l’identification 

d’une protéine fortement acétylée au sein de la lignée de rat A7R5, la protéine NUT. Nous 

avons ensuite travaillé ensemble sur les implications de l’expression illégitime de NUT au 

sein des différentes lignées cellulaires.  

 

   I) Détection d’un doublet de protéines acétylées dans une lignée 

transformée de cellules musculaires lisses  

Dans le but d’identifier des protéines acétylées non caractérisées, nous avons criblé 

des extraits de différentes lignées cellulaires de différents organismes avec un anticorps 
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monoclonal anti-lysine acétylée (Kac). Dans la plupart des cas, l’anticorps reconnait 

préférentiellement l’histone H3, l’histone H4 et la tubuline acétylée. Cependant, dans la lignée 

de cellules musculaires lisses de rat A7R5, deux protéines additionnelles d’environ 110 et 

125kDa sont détectables (Fig.1A). La détection de ces protéines est augmentée après 

traitement des cellules avec des inhibiteurs d’histone déacétylases tels que la TSA, le 

Nicotinamide et le Sodium Butyrate.  

Une approche de fractionnement cellulaire a ensuite été utilisée pour localiser le 

compartiment majeur de ces deux protéines. Nous avons pu observer une localisation 

cytoplasmique pour ces deux protéines, ce qui est plutôt rare au vu des données actuelles des 

histones et protéines non histones acétylées localisées préférentiellement dans le noyau 

(Fig1.B).  

Nous nous sommes ensuite aperçus que la détection de ces protéines était influencée 

par la densité des cellules en culture, avec une baisse du signal d’acétylation en fonction de 

l’augmentation de la confluence des cellules (Fig.1C). Cette acétylation particulière des deux 

protéines est en réalité dépendante de l’état de prolifération des cellules, car une déplétion en 

sérum impliquant un arrêt de la division cellulaire est corrélée à une baisse du signal 

d’acétylation. De plus, la trypsinisation des cellules denses avec un signal faible des deux 

protéines et leur remise en culture dans du milieu frais en faible confluence restaure la 

détection du doublet de protéines.  

 

   II) Purification et identification du doublet acétylé  

Après concentration de fractions contenant le doublet acétylé, nous avons procédé à 

une co-immunoprécipitation des protéines grâce à l’anticorps anti-Kac puis à la migration sur 

gel gradient d’acrylamide 6-15%. Les bandes révélées par coomassie ont ensuite été 

précisément découpées puis préparées pour une analyse et identification par spectrométrie de 

masse.  

Les deux protéines ont été identifiées comme étant des variants d’une seule et unique 

protéine appelée NUT (Fig2.A). Curieusement, la protéine NUT est normalement 

exclusivement exprimée dans les testicules, bien que son expression illégitime par fusion avec 

une autre protéine ait été reportée dans certains cancers (French et al, 2008). De plus, il a été 

observé que NUT est localisée préférentiellement dans le noyau, alors que le doublet acétylée 
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correspondant dans les cellules A7R5 est strictement cytoplasmique. Il est donc possible que 

dans le hors-contexte de ces cellules A7R5, la protéine NUT voit ses fonctions physiologiques 

dérégulées et influe également sur l’homéostasie des cellules somatiques.  

Lors de cette identification, nous avons pu mettre en évidence six sites d’acétylation 

présents sur chacune des deux versions de la protéine (Fig.2A). Cette protéine est donc sujette 

à de nombreuses acétylations qui rendent sans doute sa détection aisée par l’anticorps anti-

Kac. L’analyse bioinformatique de la séquence de NUT suggère plusieurs séquences de 

localisation nucléaire potentielles. Nous appellerons par la suite le motif 335-351 NLS1, et le 

motif 1095-1118 NLS2. Parmi les six lysines acétylées identifiées, deux sont présentes au sein 

de ces séquences (Fig.3A). Enfin, une troisième lysine acétylée est localisée dans une 

séquence potentielle de liaison à l’ATP. L’acétylation de la protéine NUT sur ces résidus 

pourrait donc moduler ses fonctions. Cette protéine possède également un domaine d’export 

nucléaire, et est donc apte à effectuer une navette entre le cytoplasme et le noyau. 

 

   III) Confirmation de l’identification de la protéine NUT 

Afin de valider définitivement l’identification du doublet acétylé, nous avons 

transfecté les cellules A7R5 avec des siRNA contre le transcrit NUT. Les cellules contrôles et 

les cellules déplétées ont ensuite été lysées et l’extrait protéique chargé sur un gel 

d’électrophorèse. Nous avons ensuite cherché à détecter le doublet acétylé grâce à l’anticorps 

anti-Kac. Le traitement siRNA entraine la perte de la détection du doublet, ce qui suggère 

fortement que ces protéines soient bien identifiables à NUT (Fig.2B). Nous avons également 

utilisé un anticorps récemment commercialisé spécifique de la protéine NUT pour parachever 

l’identification du doublet. En effet, l’anticorps reconnait spécifiquement une double bande de 

la taille du doublet acétylé, que le traitement siRNA NUT fait disparaitre (Fig.2B). Enfin, par 

immunofluorescence, l’anticorps anti-NUT reconnait préférentiellement la protéine au niveau 

du noyau dans les cellules A7R5, bien que nous ne détections le doublet NUT acétylé que 

dans le cytoplasme. Ceci semble donc contradictoire, mais il est possible que la protéine 

nucléaire soit non-acétylée et majoritairement reconnue par l’anticorps anti-NUT, et que 

l’anticorps anti-Kac ne reconnaisse que la forme acétylée et donc exclusivement 

cytoplasmique dans les cellules A7R5. Cependant, après un double traitement des cellules 

avec les inhibiteurs TSA et Nicotinamide, ce qui entraine une augmentation de l’acétylation 

du doublet (Fig.1A), l’anticorps anti-NUT détecte alors une forme cytoplasmique de la 
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protéine (Fig.3B). Il est intéressant de noter que le traitement avec seulement un des deux 

inhibiteurs ne permet pas cette détection cytoplasmique, ce qui laisse supposer que plusieurs 

type de résidus acétylés entrent en jeu dans ce processus. 

 

   IV) La localisation cytoplasmique de NUT est contrôlée par son 

acétylation, qui dépend elle-même de la prolifération des cellules  

Les données obtenues et la présence de deux lysines acétylées dans les domaines de 

localisation nucléaire suggèrent que sa localisation cytoplasmique puisse être contrôlée pas 

son acétylation. En effet, plusieurs études démontrent que l’acétylation de nombreuses 

protéines régule leur stabilité et leurs activités, et notre observation du changement 

d’acétylation de la protéine NUT en fonction de l’état de prolifération des cellules semble 

confirmer cette hypothèse.  

Afin de tester la régulation de la localisation de NUT par son acétylation, nous avons 

transfectés des cellules COS avec la version humaine de la protéine NUT étiquetée HA. Dans 

presque 75% des cas, les cellules présentent un marquage nucléaire fort comparativement au 

cytoplasme, mais malgré cela une quantité variable mais bien présente de NUT est observable 

dans le cytoplasme (Fig.4A). Tout comme dans les cellules A7R5, le double traitement des 

cellules par les inhibiteurs TSA et Nicotinamide entraine une augmentation du signal 

cytoplasmique, à l’inverse d’un traitement simple avec l’un ou l’autre (Fig.4A&B). Ceci 

suggère donc que des HDACs de classe II et de classe II soient nécessaires pour réguler 

l’acétylation de NUT. A l’inverse, l’inhibiteur spécifique de l’export nucléaire par CRM1, la 

Leptomycine B, bloque l’ensemble de la protéine NUT dans le noyau.  

Nous avons ensuite voulu tester la fonctionnalité des deux séquences de localisation 

nucléaire, NLS1 et NLS2. Nous avons délété soit l’une, soit l’autre, soit les deux ensembles 

dans notre vecteur NUT humain, et transfecté des cellules COS avec. Alors que le mutant 

NLS1 ne présente aucune modification de localisation, le mutant NLS2 et le double mutant se 

localisent exclusivement dans le cytoplasme (Fig.4). Le NLS2 est donc primordial pour la 

localisation de NUT.  

La lysine acétylée détectée dans la séquence NLS2 chez le rat n’est pas conservée chez 

l’homme. A la place, se trouve un résidu arginine. Nous avons muté cette arginine en 
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glutamine (qui mime une acétylation) et testé la localisation du mutant NLS2 R/Q. Chez 

l’homme cette mutation n’influence pas la localisation de NUT (Fig.4B). Nous avons alors 

voulu nous affranchir de cette différence entre espèce et avons cloné la forme de NUT chez le 

rat. La forme sauvage de NUT chez le rat se localise de la même manière que la forme 

humaine, et la forme mutée pour les deux lysines acétylées identifiées chez le rat ne présente 

pas de perturbation dans sa localisation (Fig.4B). Ainsi, bien que l’acétylation induite par les 

inhibiteurs TSA et Nicotinamide influe sur sa localisation cytoplasmique, ceci ne semble pas 

dû à l’acétylation des lysines contenues par les séquences NLS1&2.  

 

   V) La protéine NUT possède un grand nombre de lysines acétylables.  

La protéine NUT n’a pas été identifiée dans la base de données de l’acétylome 

humain. Ceci s’explique simplement par le fait que cet acétylome a été fait sur la base de 

seulement 3 lignées cellulaires différentes. Il existe cependant de nombreuses protéines 

exprimées spécifiquement dans certains tissus, et il est donc fort possible que l’estimation des 

1750 protéines acétylées soit en dessous de la réalité. Le testicule et ses cellules germinales 

représente un organe contenant de nombreuses protéines exclusives, dont NUT fait partie.  

Afin de déterminer les lysines acétylées chez la forme humaine de NUT, nous avons 

mis à profit nos résultats publiés antérieurement. En effet, nous avons montré que la protéine 

NUT est capable d’interagir avec la HAT CBP/p300. Nous avons observé lors d’essais 

d’activité HAT in vitro qu’en plus des histones, la protéine NUT est également un substrat de 

CBP/p300. Nous avons donc réalisé un test d’activité HAT in vitro en incubant différents 

fragments de NUT avec la protéine CBP/p300 et de l’acétyl Coa. Nous avons ensuite fait 

migrer sur gel par électrophorèse les fragments acétylés puis avons excisé les bandes obtenues 

après coloration au Coomassie (Fig.5A). Ces fragments ont ensuite été analysés en 

spectrométrie de masse par deux méthodes différentes, une de MALDI TOF-TOF et l’autre de 

Q-TRAP, grâce à une collaboration avec Morgan Couvet du CIB de Grenoble. Les différentes 

techniques d’analyse ont identifiées dix-huit lysines acétylées au total, dont huit identifiées 

par les des deux méthodes à la fois et dix à l’aide d’une seule des deux méthodes (Fig.5B). De 

plus, certaines de ces lysines acétylées correspondent à celles identifiées par notre première 

analyse d’identification du doublet NUT chez les cellules de rat A7R5. Ce système in vitro est 

sans doute susceptible d’acétyler des résidus qui ne le seraient pas in vivo, mais l’obtention de 

dix-huit résidus acétylables et l’interaction directe entre CBP/p300 et NUT laissent supposer 
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que la protéine NUT puisse être largement acétylée tout au long de sa séquence. Ceci peut 

donc moduler les interactions avec ses partenaires et modifier ses fonctions physiologiques. 

 

   VI) La protéine NUT régule le cycle cellulaire des cellules A7R5 

Nous avons observé une variation du signal l’acétylation de NUT en fonction de la 

prolifération et de la confluence des cellules. Nous avons alors voulu savoir si NUT et sa 

possible régulation fonctionnelle par acétylation ne pouvait pas directement influer sur le 

cycle cellulaire. En effet, il est possible que l’expression illégitime de NUT au sein d’une 

lignée de cellules musculaires lisses puisse permettre d’apporter un avantage sélectif aux 

cellules, car sa fusion avec BRD4 ou BRD3 dans des cancers participe à la tumorigenèse des 

cellules. De nombreuses protéines testiculaires sont retrouvées anormalement exprimées dans 

des cancers. Une hypothèse généralement admises est que ces protéines propres au 

programme génétique des cellules germinales puissent être capables de déréguler le 

programme des cellules somatiques, et leur apporter un avantage de prolifération ou de 

transformation. Ces protéines sont regroupées sous le terme de facteurs Cancer-Testiculaires 

(C/T).  

Nous avons réalisé des analyses par cytométrie en flux de cellules A7R5 transfectées 

avec du siRNA contrôle ou NUT. Nous avons remarqué que les cellules A7R5 ont une 

diminution de leur prolifération par inhibition de contact dès qu’elles sont trop confluentes, et 

dans ce cas, même si nous déplétons efficacement la cellule en NUT, nous ne sommes pas 

capable d’observer une différence de cycle. Nous avons donc réalisé un test d’incorporation 

de BrdU afin de marquer les cellules en phase S de réplication, tout en les traitant avec un 

siRNA NUT ou contrôle en faible confluence. Dans ce cas de figure, nous avons pu observer 

une baisse du nombre de cellules en phase S lors de l’inhibition de NUT (baisse de 24% à 

10%), avec une hausse des cellules en G0/G1 (Fig.6). Ceci montre clairement que la protéine 

NUT, illégitimement exprimée dans la lignée A7R5, confère un avantage de prolifération aux 

cellules.  
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   VII) NUT confère un avantage prolifératif dans différentes lignées 

humaines 

Comme la lignée de cellules A7R5 n’est pas une lignée véritablement tumorale, nous 

avons voulu rechercher la protéine NUT au sein de cellules tumorales humaines mieux 

caractérisées. Un gel SDS-Page de différents extraits cellulaires nous a permis d’identifier au 

moins deux autres lignées cellulaires exprimant anormalement la protéine testiculaire NUT. 

Ainsi, la lignée tumorale pulmonaire A549 et la lignée tumorale d’ostéocarcinome U20S sont 

deux autres exemples de lignées exprimant au moins un facteur C/T, la protéine NUT 

(Fig.7A).  

Tout comme pour les cellules A7R5, nous avons voulu savoir si NUT conférait un 

avantage prolifératif à ces deux lignées cellulaires. Nous avons réitéré les analyses par 

cytométrie en flux des cellules après incorporation de BrdU suite à des transfections de 

siRNA NUT ou contrôle. Dans ces deux lignées, une répression de l’expression de NUT 

entraine un blocage massif des cellules en phase G2/M (Fig.7B). En effet, les cellules A549 

passent de 10% de cellules en phase G2/M à 48% trente-six heures après transfection de 

siRNA NUT. De façon encore plus drastique, les cellules U2OS passent de 15% à 66% de 

cellules en phase G2/M. Ces observations confirment l’avantage certain qu’apporte à ces 

cellules l’expression de la protéine NUT.  

Nous avons cherché à mieux caractériser la fenêtre de temps ciblée par l’inhibition de 

la protéine NUT. Pour cela nous avons incubé nos cellules apres siRNA NUT ou non en 

présence d’une drogue inhibant la polymérisation des microtubules, la Colcemid. Cette 

drogue bloque le cycle cellulaire en mitose, après la condensation des chromosomes, mais 

avant leur ségrégation du fait de l’incapacité des cellules à former les fuseaux mitotiques. Les 

chromosomes peuvent être detectés grâce à la marque H3S10ph spécifique de leur 

condensation en mitose. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que le siRNA NUT bloque 

les cellules avant l’action de la Colcemid, car les cellules sont bloquées sans condensation de 

leurs chromosomes (Fig. 8). Ceci suggère donc fortement que l’inhibition de NUT entraîne un 

arret du cycle avant la mitose, vraisemblablement lors du point de contrôle entre les phases 

G2 et M. 
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Afin de mieux caractériser les conséquences de l‘expression illégitime de NUT, nous 

avons démarré une étude transcriptomique sur les cellules U2OS grâce à une collaboration 

avec Philipe Guardiola du CHU d’Angers. Nous avons réalisé une cinétique du transcriptome 

des cellules U20S après 16h, 24h et 36h de transfection avec le siRNA NUT. Les premières 

analyses réalisées au sein du laboratoire par Sophie Rousseau et alexandra De Bernardi sont 

extrêmement encourageantes. En effet, l’expression d’environ cinq milles gènes se trouve 

dérégulée lors de l’inhibition de l’expression de NUT dans les U2OS (Fig. 9). De plus, ces 

gènes peuvent être classés en clusters, en fonction de leur cinétique de réponse à l’inhibition 

de NUT, ceci nous permettant de rechercher des cascades de signalisation. Enfin, une analyse 

préliminaire par Ingenuity des fonctions des gènes ciblés permet d’identifier des familles de 

gènes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire et de la mort cellulaire. NUT semble 

donc apporter un avantage proliferatif certain aux cellules U2OS. Nous confirmerons par PCR 

quantitative en temps réel les variations d’expression de gènes clés détectées par l’analyse, et 

nous efforcerons ensuite de valider certaines des voies de signalisation influencées par NUT.  

Une de nos hypothèses de travail est que la protéine NUT dérégule l’activité d’un 

facteur clef de l’homéostatise cellulaire, et la protéine CBP/p300 est un candidat idéal. En 

effet, nous avons pu démontrer que NUT interagit avec et stimule CBP/p300, et des données 

de la littérature indique qu’une inhibition de CBP/p300 soit correlée avec un arrêt en G2/M 

des cellules. Ainsi, lors de l’inhibition de NUT, CBP/p300 ne serait plus suffisamment 

stimulée pour induire l’avantage prolifératif nécessaire à la division des U2OS.  

 

Ce travail devrait donner lieu à une soumission d’article avant la fin de l’année dans 

lequel je serais co-premier auteur avec Karin Sadoul, qui se chargera avec l’aide d’autres 

personnes du laboratoire de terminer les analyses transcriptomiques et les experiences 

supplémentaires à réaliser après mon départ. 
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   Figures 

 

 

 

Figure 1 : Détection d’un doublet acétylé au sein des cellules A7R5 

A) Les cellules ont été incubées 3h en présence ou absence d’inhibiteurs de HDACs, puis les 

protéines acétylées ont été révélées par un anticorps anti-Kac. 

B) Détection de protéines acétylées après fractionnement cellulaire. 

C) Détection du doublet acétylé au sein d’extraits de cellules cultivées à différentes conditions 

de confluence. 
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Figure 2 : Identification de la protéine NUT 

A) Séquence de la protéine NUT et des différents peptides identifiés par spectrométrie de masse 

(rouge et vert). Les lysines acétylées sont marquées d’un rond bleu. 

B) Confirmation du doublet et de NUT par siRNA NUT des cellules A7R5 et détection de la 

protéine par des anticorps anti-Kac ou anti-NUT. 
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Figure 3 : Domaines de NUT et localisation dans les cellules A7R5 

A) Schéma de la protéine NUT et des différentes séquences potentielles identifiées par 

bioinformatique  

B) Immunofluorescence dans les A7R5 avec ou sans traitement aux inhibiteurs de HDACS après 

détection grâce à l’anticorps anti-NUT et coloration des noyaux au Hoescht. 
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Figure 4 : Influence de l’acétylation sur la localisation cellulaire de NUT 

A) Immunofluorescence dans des cellules COS transfectées avec le vecteur NUT WT ou 

NUT∆NLS1&2, après différents traitements cellulaires. 

B) Représentation graphique de la localisation cellulaire des différents mutants de NUT.  
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Figure 5 : Acétylation de la protéine NUT humaine 

A) Test d’activité HAT par incubation de la protéine recombinante p300 avec différents 

fragments de la protéine NUT. Gel électrophorèse et détection de l’efficacité du test HAT par 

reconnaissance des fragments acétylés par l’anticorps anti-Kac (panel du haut), et gel 

Coomassie des différents fragments NUT découpés et utilisés pour l’analyse. 

B) Analyse de l’acétylation des fragments NUT par spectrométrie de masse et Q-TRAP. Les 

résidus acétylés sont entourés d’un carré rouge (double identification) ou rose (simple 

identification) 
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Figure 6 : NUT régule la prolifération des A7R5 

Analyse par cytométrie en flux de l’incorporation de BrdU et de coloration au Hoescht des 

cellules A7R5 après un traitement de 24h de siRNA NUT ou siRNA contrôle. Les graphiques 

circulaires représentent le pourcentage de cellules comptabilisées dans chaque phase du cycle 

cellulaire. 
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Figure 7 : NUT régule la prolifération des lignées cellulaires humaines A549 et U2OS 

A) Immunodétection de la protéine NUT au sein de différentes lignées cellulaires. 

B) Analyse par cytométrie en flux de l’incorporation de BrdU et de coloration au Hoescht des 

cellules A549 et U2OS après un traitement de 36h de siRNA NUT ou siRNA contrôle. Les 

graphiques circulaires représentent le pourcentage de cellules comptabilisées dans chaque 

phase du cycle cellulaire. 
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Figure 8 : L’inhibition de NUT bloque les cellules U2OS au point de contrôle G2/M  

Détection en immunofluorescence sur lame ou en cytométrie de flux de la marque H3S10ph 

spécifique de la condensation des chromosomes. Les cellules ont été traitées avec de la 

Colcemid, qui bloque les cellules en mitose avant la formation des fuseaux mitotiques.  
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Figure 9 : Analyse transcriptomique après cinétique de siRNA NUT des cellules U20S 

Les cellules U2OS ont été incubées pendant 16, 24 ou 36h avec un siRNA NU, puis 

l’expression des gènes a été analysée en transcriptomique par la technique Illumina. La 

représentation en Heatmap regroupe les gènes dont l’expression est dérégulée en focntion de la 

cinétique d’incubation. Par la suite, une analyse fonctionnelle des gènes dérégulée a été 

effectuée grâce à Ingenuity. 
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Projet 4 : Rôle physiologique de NUT au cours de la 

spermatogenèse. 

 

Au début de mon doctorat, aucune donnée n’existait quant à l’expression et la fonction 

de la protéine NUT. Nous nous sommes rapidement rendu compte par analyse informatique 

que la séquence même de cette protéine ne contenait aucun domaine caractéristique, si ce 

n’est deux séquences potentielles de localisation nucléaire, et un domaine dégénéré de liaison 

à l’ATP. 

Un alignement de séquence entre espèces de cette protéine rend compte d’une faible 

conservation chez les êtres vivants. En effet, aucun homologue ne semble exister chez les 

espèces extérieures au règne des mammifères.  

 

   I) NUT est une protéine spécifique des cellules germinales. 

L’analyse des banques ESTs laisse suggérer une expression spécifique de la protéine 

au niveau du tissu testiculaire. J’ai pu confirmer cette expression par PCR après transcription 

inverse (RT-PCR) des ARN messagers en ADN complémentaires sur différents tissus de 

souris. En effet, seule une amplification au sein du tissu testiculaire est détectable (Fig.1A). 

Nous avons ensuite confirmé ce résultat en utilisant la technique de PCR quantitative en 

temps réel (Q-PCR) sur une banque commerciale d’ADN complémentaires humains (Fig.1B). 

La protéine NUT est donc spécifique du testicule et pourrait être un facteur nécessaire au bon 

développement de la lignée germinale mâle chez les mammifères.  

 

   II) NUT est exprimée au cours de stades tardifs de la spermatogenèse. 

De nombreux gènes spécifiques du testicule sont exprimés dans les cellules germinales 

mâles au cours du processus de formation du spermatozoïde, appelé spermatogenèse. Plus 

précisément, la spermatogenèse se compose d’une phase de prolifération (spermatogonies), 

puis une méiose (spermatocytes) pour enfin se terminer par une étape de maturation des 
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spermatides qui vont s’allonger puis se condenser jusqu’à obtention du spermatozoïde final. 

Cette dernière étape de maturation est appelée spermiogenèse.  

Nous avons donc voulu tester l’expression du gène NUT au sein de ce phénomène de 

maturation des cellules germinales mâles. Pour ce faire, nous avons de nouveau utilisé la 

technique de Q-PCR sur des extraits de populations cellulaires spécifiques des différentes 

étapes de la spermiogenèse. Il est en effet possible de purifier les différentes populations 

cellulaires par sédimentation, du fait de la taille et de la densité différentes entre ces cellules. 

Les cellules collectées ont ensuite été lysées et leurs ARNm extraits. Nous avons ainsi obtenu 

six populations cellulaires correspondant à une partie de la chronologie de la spermiogenèse : 

deux de spermatocytes méiotiques (appelées commodément cellules pachytènes), trois de 

spermatides post méiotiques (appelées cellules rondes) et une dernière population de 

spermatides allongées et/ou condensées avant la formation finale du spermatozoïde.  

Nous avons pu observer un profil d’expression atypique pour le gène NUT. En effet, 

alors que la plupart des gènes sont réprimés après la méiose, NUT possède un pic 

d’expression au niveau des cellules rondes (Fig.2). L’expression de l’histone H4 et de BRD4, 

réprimés après méiose, et celle de la protéine de transition TP1, activée dans les stades tardifs, 

confirment la bonne pureté des enrichissements de populations cellulaires par sédimentation.  

Nous avons ensuite confirmé le profil d’expression de la protéine NUT au cours de la 

spermatogenèse chez le rat par analyse in situ. En effet, un anticorps commercial a été 

récemment produit et ne fonctionne pas chez la souris. Les différences entre la 

spermatogenèse murine, du rat et de l’homme sont minimes, et il est donc possible de faire 

une analogie entre les trois organismes. Nous avons pu observer par immunohistochimie sur 

coupe de testicules de rat que la protéine NUT est bien exprimée spécifiquement au niveau 

des cellules rondes, avec une diminution au niveau des spermatides allongées en condensation 

(Fig.3A). Nous avons enfin confirmé une fois de plus ce profil d’expression par analyse sur 

lame de coupe de tubules de testicule de rat par immunofluorescence, et cette technique nous 

permet de détecter une expression plus tardive jusqu’aux spermatides allongées en 

condensation (Fig.3B).  

Ce profil d’expression post-méiotique du gène NUT suggère un rôle spécifique de la 

protéine au cours des étapes tardives de la spermatogenèse. Elle pourrait ainsi participer au 

processus unique de remodelage de la chromatine entraînant la compaction drastique du 

génome mâle. Une des étapes encore peu caractérisées de la spermiogenèse est la vague 
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d’acétylation détectée en fin de spermatides rondes. Sa fonction pourrait être de déstabiliser 

les nucléosomes et de faciliter ainsi le relarguage des histones au profit de l’incorporation des 

protéines de transition. Cette acétylation des histones pourrait également recruter des facteurs 

de régulations épigénétiques capables de s’y associer et d’induire ce remplacement par les TP. 

Enfin, il est intéressant de noter que certaines histones vont être préservées dans le 

spermatozoïde (10 à 15% chez l’homme) au niveau de loci importants pour les étapes 

précoces du développement du futur zygote. Certaines de ces histones pourraient conserver 

des marques d‘acétylation. En amont, les causes de cette vague d’acétylation sont également 

inconnues. Parmi les hypothèses possibles, on peut imaginer l’activité d’une histone 

acétyltransférase spécifique de la spermatogenèse, ou une répression des histones 

déacétylases. Cependant, à l’heure actuelle, aucune nouvelle HAT n’a été encore découverte. 

De par nos résultats publiés dans l’article précédemment cité, nous proposons une nouvelle 

hypothèse. Une HAT commune telle que CBP/p300 pourrait être responsable de cette vague 

d’acétylation, et son activité accrue nécessaire pourrait découler d’une interaction activatrice 

avec une protéine qui serait pour sa part spécifique du testicule. En cela, la protéine NUT 

semble être le candidat idéal, car nous avons montré qu’elle est spécifique du testicule, qu’elle 

est capable d’interagir avec CBP/p300, et qu’elle exacerbe son activité HAT. 

 

   III) NUT, acteur de la vague d’acétylation de la spermatogenèse ? 

Nous avons dans un premier temps cherché à savoir si les protéines NUT et CBP/p300 

pouvaient interagir au sein d’un complexe avec une activité HAT. Nous avons en effet montré 

que CBP/p300 est capable d’interagir avec NUT exprimée de manière ectopique ou fusionnée 

à BRD4 (voir article Embo J.).  

Au cours de la spermatogenèse, CBP/p300 et NUT se retrouvent exprimées toutes 

deux au niveau des spermatides rondes. En effet, nous avons pu déterminer, par 

immunodétection après un gel électrophorèse, que CBP/p300 est exprimée jusqu'au stade des 

spermatides allongées, et se retrouve donc co-exprimée avec NUT dans une fenêtre 

physiologique courte seulement au niveau des spermatides rondes et allongées (Fig.4A).  

Nous avons par la suite effectué des chromatographies d’exclusion à partir d’extraits 

de cellules germinales de rat, et pu mettre en évidence un possible complexe de NUT dans les 

fractions de plus de 600kD dans lesquelles la protéine p300 est également retrouvée (Fig.4B)  
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Nous avons réalisé une capture des protéines d’extraits cytoplasmique et nucléaire de 

cellules germinales mâles à partir du fragment NUT F1c-GST couplé sur bille (F1c étant le 

domaine de NUT interagissant avec CBP/p300). De même, nous avons effectué une 

immunoprécipitation du complexe endogène NUT à partir d’extraits totaux de cellules 

germinales mâles et de l’anticorps anti-NUT. Un essai d’activité acétyltransférase sur les 

complexes protéiques obtenus nous a permis de détecter une activité HAT couplé à la 

protéine. Cette activité a lieu sur l’ensemble des histones, ce qui laisse supposer que le 

complexe contient soit plusieurs HAT, soit une HAT peu spécifique comme peur l’être 

CBP/p300. Ceci est donc similaire à notre observation lorsque NUT est exprimée de manière 

ectopique dans des lignées cellulaires, où la protéine se trouve au sein d’un complexe 

contenant CBP/p300 (Fig.5A).  

L’ensemble de ces données suggère fortement que NUT et CBP/p300 forment un 

complexe au sein des cellules germinales. Ces deux protéines, qui lorsqu’elles sont 

anormalement co-exprimées au sein de tumeurs portant la translocation BRD4-NUT, sont 

capables d’hyperacétyler la chromatine en synergie, pourraient être responsables de la vague 

d’acétylation de la spermatogenèse. Nous avons alors voulu savoir si la marque d’acétylation 

spécifique de CBP/p300, H3K56ac pouvait être observée au cours de la vague d’acétylation. 

Nous avons donc réalisé des immunofluorescences sur cellules germinales issues de tubules 

de souris, puis détecté la marque d’acétylation à l’aide d’un anticorps anti-H3K56ac. Alors 

qu’un marquage des complexes synaptonémaux est observable en méiose, les spermatocytes 

pachytènes sont faiblement marquées. Par contre, le signal est bien visible au niveau des 

spermatides rondes, perdure et s’intensifie jusqu’aux spermatides allongées pour diminuer au 

niveau des spermatides en condensation (Fig.5B). Il semble donc que CBP/p300 participe à la 

vague d’acétylation, au moins en partie, car cette marque H3K56ac lui est spécifique.  

Ainsi, il est intéressant de penser que cette hyperacétylation du génome au niveau des 

spermatides rondes en élongation puisse être le résultat d’une HAT ubiquiste peu spécifique 

dont l’activité va se retrouver volontairement augmentée lors de la co-expression d’une 

protéine spécifique des cellules germinales mâles comme NUT.  
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   IV) NUT et ses partenaires  

Nous avons ensuite voulu rechercher les partenaires possibles de NUT au cours de la 

spermatogenèse. Nous avons pour cela utilisé deux méthodes : par précipitation de partenaires 

associés au fragment NUT F1c-GST couplé sur bille après incubation d’un extrait 

cytoplasmique, nucléaire ou totale de cellules du testicule de rat ; par co-immunoprécipitation 

de partenaires associés avec la protéine NUT couplée sur bille par un anticorps anti-NUT, 

après incubation d’un extrait total purifié de cellules germinales de rat. Dans chacune des 

expériences, des contrôles par GST vide ou anticorps aspécifique ont été effectués pour 

valider les interactions. Les éluats ont ensuite été migrés par électrophorèse sur gel gradient 6-

15% acrylamide, puis colorés par Coomassie. Les bandes spécifiques ont ensuite été 

découpées puis envoyées en analyse par spectrométrie de masse pour identifier les partenaires 

de NUT (Fig.6A).  

Au cours de ces différentes identifications, nous avons pu déterminer des partenaires 

potentiels de la protéine NUT : des partenaires confirmés plusieurs fois comme la 

Neurofibromine 1 (NF1) et STIM1 (Stromal Interacting factor 1), et d’autres confirmés plus 

aléatoirement comme l’histone spécifique du testicule H1t et la protéine de liaison à la 

chromatine phosphorylée 14-3-3.  

Nous avons confirmé par co-immunoprécipitation endogène les interactions de la 

protéine NUT avec les protéines STIM1 et NF1 (Fig.6B). De manière intéressante, nous ne 

sommes pas capables de détecter une co-immunoprécipitation entre STIM1 et NF1, ce qui 

suggère que NUT peut être présent au sein d’au moins deux complexes différents. L’absence 

d’un bon anticorps spécifique pour H1t chez le rat nous a obligés à utiliser un système 

d’expression ectopique des protéines étiquetées après transfection de cellules COS. Nous 

avons alors pu confirmer une interaction entre NUT et H1t (Fig.6B). 

L’identification du variant d’histone H1t comme partenaire de NUT est 

particulièrement intéressant. Il est ainsi possible que NUT puisse agir sur le remodelage de la 

chromatine en s’associant à H1t et en y recrutant CBP/p300 afin d’acétyler le génome. Tout 

comme NUT, ce variant d’histone est spécifique aux mammifères. NUT pourrait alors aider à 

l’éviction de cette histone de liaison dont les fonctions sont encore inconnues. En effet, nous 

savons que H1t est incorporée à la chromatine lors du stade spermatocytes pachytènes et est 

relargué en fin de stade spermatides (Drabent et al, 2003). L’interaction avec la protéine 14-3-

3 reste à confirmer, mais est également particulièrement intéressante : elle est capable de 
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s’associer aux résidus histones phosphorylés et pourrait  ainsi permettre le recrutement de 

NUT et peut-être de CBP/p300 au niveau de régions ciblées de la chromatine. 

Les interactions avec STIM1 et NF1 sont plus délicates à interpréter. La protéine 

STIM1 est exclusivement cytoplasmique, et nous avons montré que NUT semble capable 

d’effectuer la navette entre le noyau et le cytoplasme, où sa fonction pourrait différer. STIM1 

est un senseur du taux de Ca2+ dans la cellule (Zhang et al, 2005c), et NUT pourrait ainsi 

participer à la régulation des fonctions calcium-dépendantes des cellules germinales. En effet, 

le calcium est primordial pour la spermatogenèse, car un blocage des canaux calciques induit 

une infertilité, et la réaction acrosomale, la capacitation, la motilité du flagelle sont régulées 

par le calcium cytoplasmique. La protéine NF1 quant à elle, majoritairement cytoplasmique, 

est impliquée dans de nombreuses pathologies, notamment les cancers, du fait de son action 

de régulation des voies Ras-dépendantes telle que la signalisation mTOR (Johannessen et al, 

2005). 

 

   V) Génération d’une souris délétée pour NUT 

Une méthode efficace pour obtenir des informations de l’importance et des fonctions 

d’une protéine est d’observer les effets de son absence dans un organisme. Nous avons donc 

entrepris de réaliser la délétion du gène NUT chez la souris, et je participe actuellement avec 

Faycal Boussouar et Thierry Buchou à l’élaboration de ce projet. La génération de ces souris 

se fera par recombinaison homologue entre deux vecteurs et le génome d’une cellule ES. In 

fine, nous obtiendrons une souris hétérozygote délétée pour le second exon du gène NUT, 

avec insertion d’une cassette Neo à la place, ce qui aura pour effet de perturber la 

transcription de NUT et rendra inactif le gène (Fig.7). Nous avons délibérément choisi de ne 

pas cibler le premier exon pour plusieurs raisons : Premièrement, celui-ci est court, et code 

seulement quelques acides aminés. Il n’est ainsi pas exclu  que la transcription puisse sauter 

une délétion si peu importante dans la région codante de NUT. Deuxièmement, il n’existe 

actuellement aucune donnée claire des régions promotrices de NUT, et il subsiste un flou sur 

l’origine de transcription du gène. En effet, les bases informatiques diffèrent entre elles quant 

à la région 3’ transcrite du gène NUT, certaines faisant référence à un premier exon antérieur 

au premier exon admis par la base de données Pubmed. Une délétion du premier exon 

délimité par Pubmed pourrait donc ne pas empêcher la transcription à partir de cet autre 

potentiel départ de transcription. Enfin, la région 3’ du gène NUT est également la région 3’ 
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d’un gène du brin complémentaire, NOLA. Une fois encore, les séquences promotrices ne 

sont pas définies, mais de par leur proximité, il est quasi certain que les séquences 

promotrices et activatrices de NUT et NOLA se chevauchent tête-bêche. Déléter les régions 

avoisinantes du premier exon de NUT pourrait ainsi avoir pour conséquence une perte 

d’expression simultanée de NOLA. Les gènes NUT et NOLA semblent transcrits de façon 

exclusive d’après analyse de données transcriptomiques, et donc l’invalidation de NUT et 

NOLA au cours de la spermatogenèse ne devrait pas avoir de conséquences inhérentes à 

NOLA. Cependant, cette protéine est ubiquiste et importante pour le fonctionnement de la 

cellule. En effet, la protéine NOLA fait partie de la famille des H/ACA snoRNPs (petites 

ribonucleoproteines nucléolaires) qui participent à la formation des ARN ribosomaux. La 

répression d’un seul membre de cette famille a pour conséquence l’incapacité de fabrication 

des ARNr 18S par exemple, avec bien entendu des conséquences drastiques pour la cellule. Il 

est donc vital de ne pas perturber l’expression de ce gène : c’est pour cela que nous avons 

décidé de cibler l’exon 2 de NUT. Nous nous attendons à obtenir un phénotype spécifique des 

cellules germinales, provoquant une infertilité. Potentiellement, l’altération de la vague 

d’acétylation pourrait être un des phénotypes facilement observables nous renseignant sur la 

fonction de la protéine NUT.  

 

Cette partie de mon projet n’a pas encore donné suite à un article, car nous entamons 

la création de souris délétées pour le gène NUT, afin d’accroître l’importance des résultats 

déjà obtenus lors de ma thèse. Thierry Buchou et Faycal Boussouar au sein de notre 

laboratoire continueront le travail entamé pour la génération de ces souris. Les connaissances 

et les outils du laboratoire permettront une analyse rapide des phénotypes espérés lors de la 

spermatogenèse.  

 

   Matériel et Méthode 

Les techniques et matériels préalablement détaillés dans la publication d’Embo J. ne seront 

pas détaillés ici, ainsi que les méthodes expérimentales du laboratoire issues de publications 

antérieures. 

 

RT-PCR, Q-PCR et PCR et anticorps: 
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RT-PCR :  

NUT souris : F’ CAGGACTTCCTCTGCAGGTC et R’ CCCTGGAGGATCAAGTTTCA 

Q-PCR  

NUT souris : F’ GAGAACTATCGTCGCTGGCAG et R’ ACGAAGCACTGGGATA 

AGGAA 

BRD4 souris F’ TTCAGTCAAGGGAACCATCACT et R’ AGGCAGGACCTGTTTCA 

GAGT 

NUT humain : F’ AGGCTGTCATTCACCCTCAA et R’ CTCTTCCAAGGCCATGAGTC 

Les anticorps utilisés sont : anti-Nut lapin (cell signaling), anti-NF1 lapin (abcam), anti-Stim1 

souris (BD Biosciences), anti-p300 lapin (Santa Cruz). 

Spermatogenèse souris et rat 

Les expériences d’immunofluorescence ont été réalisées sur des cellules germinales à partir 

de tubules micro-dissequés, préparés comme décrit par (Kotaja et al, 2004).  

Le protocole d’immunofluorescence est détaillé dans (Govin et al, 2007).  

Le protocole d’immunohistochimie sur coupe de testicule en paraffine a été décrit dans (Faure 

et al, 2003).  

Le fractionnement cellulaire s’est fait sur un gradient de BSA 2-4% selon le protocole détaillé 

dans (Pivot-Pajot et al, 2003).  
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   Figures  

 

 

 

Figure 1 : Expression spécifique de NUT au sein du tissu testiculaire chez la souris et l’humain 

A) Extractions ARNs de différents tissus de souris, suivies d’une transcription inverse. Les 

transcrits du gène NUT ont été détectés à l’aide d’une amplification PCR à partir d’amorces 

spécifiques puis migration par électrophorèse sur un gel d’agarose 1%. 

B) PCR quantitative en temps réel à partir d’une banque humaine d’ADN complémentaires. 

L’expression des transcrits NUT à partir d’amorces spécifiques au sein de vingt tissus humains a 

ensuite été normalisée par rapport à un gène de ménage tel GAPDH et U6.  
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Figure 2 : profil d’expression de NUT au cours de la spermiogenèse murine 

L’expression du transcrit NUT a été détectée par PCR quantitative en temps réel sur différentes 

populations enrichies de cellules germinales mâle de souris. Le profil d’expression des gènes 

BRD4, H4 et TP1 sert de référence et confirme la bonne purification des cellules germinales. 

L’ensemble des transcrits a été normalisé par rapport au gène de ménage GAPDH. 
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Figure 3 : La protéine est présente du début des spermatides rondes jusqu’aux spermatides 

allongées/condensées chez le rat. 

A) Marquage de la protéine NUT par immunohistochimie dans les tubes séminifères chez le rat. 

Les coupes de testicules inclus dans la paraffine sont coupées en lames de 5 à 10 microns puis 

colorées au PAS/HE afin de permettre de « stader » les différents tubules. Les spermatides 

rondes correspondent aux stades II à VIII chez le rat, puis lors des stades IX à XI les spermatides 

s’allongent et se condensent jusqu’à former les spermatozoïdes. 

B) Marquage par immunofluorescence de la protéine NUT (anticorps secondaire anti-lapin 

a488). Le marquage au Hoechst du noyau des cellules permet de différencier les cellules 

germinales entre elles. Brièvement, les tubules sont séparés les uns des autres puis découpés en 

section. Ces sections contiennent des combinaisons de différentes cellules germinales, qui 

seront congelées à l’azote liquide avant réalisation d’une immunofluorescence sur lame.                          
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Figure 4 : CBP/p300 et NUT sont localisés au niveau de complexes spermatiques de même 

taille 

A) Immunodétection de CBP/p300 et NUT au sein des spermatides rondes et spermatides en 

allongement chez le rat 

B) Immunodétection de CBP/p300 et NUT au sein de fractions communes après 

chromatographie par exclusion de taille.  
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Figure 5 : Le complexe NUT endogène contient une activité HAT 

A) Test d’activité HAT réalisé soit à partir d’extraits cytoplasmiques ou nucléaires de cellules 

germinales après précipitation de protéines liant le fragment NUT F1c-GST, soit à partir 

d’extrait total de cellules germinales après co-immunoprécipitation de protéines par l’anticorps 

anti-NUT.  

B) Immunofluorescence sur cellules germinales de souris après dissection de tubules. Les 

noyaux ont été colorés au Hoescht (bleu) et la marque H3K56ac détectée grâce à un anticorps 

spécifique (vert). Les spermatides rondes (panel du haut) et les spermatides allongées (panel du 

bas) présentent un marquage significatif.  
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Figure 6 : Identification de partenaires physiologiques de NUT 

A) Electrophorèse sur gel gradient et coloration Coomassie. Les protéines co-immunoprécipitées 

spécifiquement par l’anticorps anti-NUT sont colorées et envoyées à anlayse par spectrométrie 

de masse pour identification. 

B) Contrôle de certains des partenaires identifiés par spectrométrie de masse. Analyse par 

immunoprécipitation anti NUT à partir d’extrait testiculaire, couplée à la détection directe par 

anticorps des protéines interagissant ou par expression ectopique et co-immunoprécipitation de 

NUT et la protéine H1t étiquetée.  
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Figure 7 : Génération de souris délétées pour le gène NUT 

Stratégie de délétion du gène NUT chez la souris, par recombinaison homologue et insertion 

d’une cassette Neo à la place d’une partie de l’intron 1-2 et de l’exon 2.  
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Discussion 

  



p. 178 

 

I) Remodelage épigénétique au cours de la 

spermatogenèse 

 

Au cours de mes travaux, je me suis attaché à caractériser la protéine NUT. J’ai pu 

confirmer que cette protéine est exprimée chez la souris, le rat et l’homme, exclusivement au 

niveau du tissu testiculaire. Il n’est pas rare de retrouver un profil d’expression spécifique du 

testicule, car ce tissu est très particulier. En effet, le tissu testiculaire est le lieu de production 

et de maturation des cellules germinales mâles, processus qui perdure tout au long de la vie 

d’un individu mâle. Les cellules germinales sont des cellules extrêmement particulières de 

l’organisme, et elles présentent un programme génétique et épigénétique très différents du 

reste des autres cellules somatiques. Ainsi, le testicule et les tubes séminifères sont le siège 

d’importants évènements cellulaires spécifiques aux cellules germinales (Figure A, p179).  

 

   IA) La spermatogenèse 

 

Les cellules germinales souches sont appelées spermatogonies. Les spermatogonies de 

type A prolifèrent par mitose afin d’assurer leur renouvellement tout au long de la vie d’un 

individu. Certaines d’entre elles se différencient par la suite en spermatogonies de type B. Les 

spermatogonies de type B sont caractérisées par plusieurs nucléoles et une forte activité 

transcriptionnelle, permettant de synthétiser les protéines nécessaires à l’étape suivante. Elles 

vont subir une dernière mitose, qui produit les premières cellules de la seconde phase, la 

méiose.  

La méiose est une succession de deux divisons particulières produisant quatre cellules 

haploïdes à partir d’une cellule diploïde. Les cellules germinales franchissant cette étape sont 

appelées spermatocytes. La prophase de la première division méiotique (prophase I) est très 
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longue, et est subdivisée en 5 étapes successives : leptotène, zygotène, pachytène, diplotène et 

diacinèse. La duplication de l’ADN a lieu au tout début du stade leptotène, appelé 

préleptotène. Les chromosomes se condensent durant le stade leptotène, et les éléments 

latéraux des complexes synaptonémaux sont assemblés. Les chromosomes homologues 

s’apparient lors du stade zygotène grâce à l’assemblage des éléments centraux des complexes 

synaptonémaux. Lors du stade pachytène, la recombinaison homologue brasse l’information 

génétique entre les chromosomes d’une même paire. De plus, transcription et traduction 

augmentent lors de ce stade pour préparer l’étape suivante. Les complexes synaptonémaux se 

rompent lors du stade diplotène, ce qui sépare les chromosomes homologues. L’enveloppe 

nucléaire disparaît pendant la diacinèse. 

 

 

Figure A : Schéma descriptif des différentes étapes de la spermatogenèse, et leur durée 
respective chez l’homme. (issu du site http://www.embryology.ch)  
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Après s’être alignés sur la plaque métaphasique, les deux chromosomes homologues 

de chaque paire sont séparés et migrent vers un pôle différent durant l’anaphase I. La 

télophase sépare complètement les chromosomes et produit les spermatocytes secondaires. 

Cette première division est dite réductionnelle car elle divise le stock chromosomique par 

deux en produisant des cellules haploïdes. 

Les spermatocytes secondaires traversent une interphase très courte, sans répliquer 

leur ADN. La deuxième division, dite équationnelle car le stock génétique est conservé, se 

déroule comme une mitose conventionnelle, avec séparation des chromatides sœurs de chaque 

chromosome. Cette dernière division donne naissance aux spermatides. 

La différenciation des spermatides, appelée spermiogenèse, est séparée en trois phases, 

regroupant au total 16 étapes de différenciation chez la souris. La première phase regroupe les 

spermatides rondes de type 1 à 7, caractérisée par une chromatine homogène, un 

développement progressif de l’acrosome et une activité transcriptionnelle modérée spécifique 

à la suite des évènements. Dans un deuxième temps, le noyau des spermatides en élongation 

(type 8 à 11) s’allonge, et la transcription stoppe complètement lorsque leur chromatine 

commence à se condenser. Enfin la différenciation des spermatides condensées (type 12 à 16) 

produit les spermatozoïdes. Leur noyau finit de s’allonger, l’acrosome connaît sa maturation 

terminale, le flagelle termine sa croissance et la chromatine est structurée sous sa forme la 

plus compacte. L’étape de la spermiogenèse implique un remodelage de la chromatine et une 

réécriture complète de l’épigénome des cellules germinales mâles. Ceci réclame donc la mise 

en place de voies de signalisation et d’activités épigénétiques propres à ces cellules.  

 

   IB) La spermiogenèse 

 

      IB1) Variants histones 

Un grand nombre de variants d’histones est incorporé au cours de cette étape de 

maturation des spermatides, et certains perdurent jusqu’aux stades tardifs de la spermiogenèse 

(H2AL1/2 par exemple). Ces variants participent à la mise en place de structures 
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chromatiniennes et à la régionalisation de zone spéciale du génome spermatique. En effet, 

H2AL1/2 sont associés à une nouvelle structure de la chromatine, non nucléosomale et moins 

stable que les nucléosomes (Govin et al, 2007). Cette structure pourrait représenter une forme 

intermédiaire de structuration de la chromatine, dont l’instabilité témoigne de la dynamique 

de réorganisation. De plus, H2AL1/2 et H2BL1 sont maintenus dans les spermatozoïdes, et 

sont probablement impliqués dans la transmission d’une information épigénétique. L’étude de 

leur devenir au moment de la fécondation est en cours, et nous aidera sans doute à 

comprendre la nature et le rôle de l’information épigénétique qu’ils portent. 

 

      IB2) Hyper acétylation et dialogue épigénétique 

L’éviction des histones et leur remplacement par les protéines de transition puis les 

protamines semble être déclenchés par une hyperacétylation ponctuelle au niveau des 

spermatides en élongation. Les causes et conséquences de cette acétylation globale du génome 

sont encore mal caractérisées.  

Des données suggèrent cependant que cette acétylation coïncide avec la perte de la 

phosphorylation de la sérine 1 de l’histone H4 chez la souris. Cette marque est présente dans 

la phase post méiotique de la différenciation des gamètes mâles, aussi bien durant la 

sporulation d’un organisme unicellulaire (levure) que durant la spermatogénèse d’un insecte 

(drosophile) et d’un mammifère (souris). H4S1P est impliquée dans la compaction du 

génome, car son absence entraîne des problèmes de sporulation et une augmentation du 

volume des spores de levures. Enfin, H4S1P disparaît au moment de l’hyperacétylation des 

histones. A pH physiologique, un grand nombre de charges positives est exposé au niveau 

d’un stretch d’acides aminés basiques de la queue N terminale d’H4 (acides aminés 16-20). 

La phosphorylation de la sérine 1 accumule des charges positives à l’extrémité de la queue N 

terminale, charges qui pourraient interagir avec le stretch basique et former une boucle au sein 

de la queue N terminale. Cette boucle pourrait bloquer l’accès des lysines aux complexes 

HAT, et aux protéines liant habituellement la queue N terminale d’H4. En effet, des tests 

HAT réalisés sur des peptides représentant la queue N terminale d’H4, phosphorylée ou non, 

indiquent que H4S1P inhibe in vitro l’activité HAT de Esa1 et NuA4 (Utley et al, 2005).  

Au début de la spermiogenèse, les queues N terminales d’H4 seraient ainsi 

verrouillées par la structure induite par H4S1P. Au stade VIII, la déphosphorylation d’H4S1P 
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libérerait la queue N terminale, alors accessible aux complexes HAT. Cette déphosphorylation 

préalable permet également d’expliquer l’exclusion mutuelle d’H4S1P et H4ac observée à ce 

stade de la spermatogénèse. Il reste malgré tout à définir clairement les mécanismes impliqués 

dans cette vague d’hyperacétylation.  

L’hyperacétylation des histones marque très certainement les premières étapes de la 

réorganisation finale du génome. De plus, l’extraction de l’ensemble des histones nécessite 

sans aucun doute l’intervention de complexes spécifiques. Ainsi, BRDt est une protéine à 

double bromodomaines, exprimé spécifiquement dans les testicules, et fait partie de la famille 

BET. Cette famille est composée des protéines BRD2 à BRD4 et de BRDt. Il a été montré que 

BRDt est capable de compacter ex vivo la totalité de la chromatine de cellules somatiques, 

lorsqu’une hyperacétylation est induite par la TSA (Pivot-Pajot et al, 2003). In vivo, BRDt est 

détectée au moment où les histones sont hyperacétylées, et suit exactement le profil de leur 

distribution. La protéine BRDt agit sans doute en faveur d’une compaction de la chromatine 

acétylée au cours de la spermiogénèse et elle semble également capable d’éjecter les histones 

de liaison de la chromatine (Govin et al, 2006). Ceci favorisait ainsi leur échange avec les 

variants d’histone de liaison H1t2 et HILS1, qui sont incorporés à la chromatine dans les 

spermatides allongées. La chromatine pourrait donc être compactée de manière globale par 

certains facteurs de remodelage, assurant la mise en place de la majeure partie de la structure 

chromatinienne spermatique. L’éviction des histones semble impliquer également la 

machinerie d’ubuquitination. Une étude récente démontre que les souris déficientes en 

protéine RNF8 présentent un défaut de l’enlèvement des histones au cours de la 

spermatogenèse (Lu et al). La protéine RNF8 est une protéine à activité ubiquitine-ligase E3 

capable d’ubiquitiner les histones H2A et H2B dans les cellules germinales. En plus de cette 

activité permettant vraisemblablement la déstabilisation des nucléosomes et la dégradation 

des dimères H2A/H2B, il a été montré que RNF8 participe à la mise en place de l’acétylation 

de H4K16. Or cette marque est sans doute critique pour le remodelage de la chromatine et 

l’éviction des histones, car elle permet d’empêcher le contact entre différentes fibres de la 

chromatine et prévient ainsi la formation des fibres de 30nm (Shogren-Knaak et al, 2006). 

Ainsi, la phosphorylation, l’ubiquitination et l’acétylation des histones seraient imbriquées 

dans des signalisations épigénétiques régulant l’éviction des histones et la compaction 

drastique du génome des cellules germinales mâles. 
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Cependant, le rôle fonctionnel de l’acétylation des histones n’est pas limité à une 

future compaction générale de la chromatine et elle pourrait participer à la reprogrammation 

de deux types de régions chromatiniennes.  

         IB2a) Hétérochromatine péricentrique 

H4ac est détectée au sein de l’hétérochromatine péricentrique des spermatides 

condensées, avant de disparaître dans les stades plus tardifs. Néanmoins, une partie des 

histones modifiées serait maintenue dans les spermatozoïdes. H4K8ac et H4K12ac sont 

notamment détectées au sein de l’hétérochromatine péricentrique des gamètes mâles (van der 

Heijden et al, 2006). En effet, la vague d’acétylation, qui touche l’ensemble du génome, 

marque le début de la décondensation du chromocentre. L’hétérochromatine péricentrique 

adopte alors une organisation originale, en perdant HP1beta et en affichant les marques 

contradictoires H3K9me3 et H4ac. Une étude récente démontre que les histones rémanentes 

au sein du spermatozoïde sont associées à des loci spécifiques. Les nucléosomes conservés 

sont ainsi enrichis en marques H3K4me2 et H3K27me3, au niveau des groupes de gènes tels 

que les gènes soumis à l’empreinte, les gènes codant pour des miRNAs et les gènes HOX, 

ainsi qu’au niveau des promoteurs de gènes impliqués dans la transcription et les voies de 

signalisations au cours du développement (Hammoud et al, 2009). Ainsi, les marques 

épigénétiques conservées sur le génome paternel sont nombreuses et semblent apporter une 

information précise et sans doute capitale pour le bon déroulement des premières étapes du 

développement du zygote. Plusieurs protéines de la famille BET pourraient protéger les 

histones acétylées du remodelage de la chromatine. Il est connu que chez la levure, la protéine 

Bdf1, homologue aux protéines de la famille des BET, est capable de protéger des résidus 

acétylés d’une déacétylation active (Ladurner et al, 2003). Notre laboratoire a montré que 

BRDt se relocalise au niveau de l’hétérochromatine péricentrique dans les spermatides 

allongées. Outre son rôle dans la compaction de la chromatine, BRDt pourrait avoir un rôle 

similaire à celui de Bdf1, et protéger l’extraction de certaines histones acétylées de 

l’hétérochromatine péricentrique. De plus, certains membres de la famille BET pourraient 

faciliter l’incorporation de variants d’histones. En effet, Bdf1 fait partie du complexe SWR-C, 

responsable de l’incorporation d’H2A.Z au sein de la chromatine.  
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         IB2b) Régions soumises à l’empreinte 

L’acétylation d’H4 marque fortement les régions soumises à l’empreinte (ICR) tout au 

long de la spermatogénèse. Il serait intéressant de déterminer si cette marque recrute des 

protéines de la famille BET, et notamment BRDt, au niveau des ICR. De manière similaire à 

l’hétérochromatine péricentrique, des membres de la famille BET pourraient protéger la 

chromatine des ICR, qui seraient alors maintenues dans une structure nucléosomale dans les 

spermatozoïdes. L’acétylation pourrait ainsi participer à la mise en place d’une information 

épigénétique au niveau des gènes soumis à l’empreinte parentale, et permettre ainsi un 

développement correct du futur embryon après fécondation. 

 

      IB3) Fonctions de NUT au cours de la spermiogenèse 

         IB3a) NUT et la vague d’acétylation 

Toutes ces étapes spécifiques des cellules germinales réclament un grand nombre 

d’acteurs propres à ces cellules. La protéine NUT, de par son expression testiculaire, est un de 

ces acteurs et doit participer à l’élaboration d’un des mécanismes de la spermatogenèse. Nous 

avons pu caractériser plus en détail l’expression de NUT dans le testicule et détecté un pic 

d’expression au niveau des spermatides rondes. Nous avons ensuite confirmé que la protéine 

est bien retrouvée depuis les spermatides rondes en sortie de méiose jusqu’aux spermatides 

rondes allongées en début de condensation. Il est donc vraisemblable que NUT joue un rôle 

au cours de la maturation des spermatides. Extrêmement peu de données existent sur le 

remodelage que subissent aussi bien le noyau que le cytoplasme des cellules germinales en fin 

de spermatogenèse. Le remodelage de la chromatine au cours de la spermatogénèse se déroule 

en présence de nombreuses modifications post-traductionnelles d’histones et de nombreux 

variants d’histones. L’étude de différentes modifications d’histones confirme qu’une 

hyperacétylation induite dans les spermatides de type 9-10 affecte les histones et leurs lysines 

de manière différentielle (Hazzouri et al, 2000b). Les lysines les plus touchées par cette 

hyperacétylation sont les lysines 5, 8 et 12 d’H4 et la lysine 5 d’H2A. Bien que cette 

hyperacétylation soit décrite depuis plus de 20 ans, la HAT responsable n’a pas encore été 

identifiée. Plusieurs hypothèses permettent d’expliquer cette hyperacétylation :  
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- l’activité d’une HAT spécifique de la spermatogenèse. Cependant, cette HAT devra être 

capable d’acétyler de nombreux résidus différents, et aucune protéine candidate spécifique du 

testicule ne ressort des études bioinformatiques. 

- l’inactivation des HDACs. Une baisse de la quantité des HDACs a été observée au cours de 

la spermatogenèse. En effet les principales HDACs nucléaires, HDAC1 et HDAC2, sont 

dégradées au moment où les histones sont hyperacétylées (Caron et al, 2003). Cependant, 

cette diminution n’a rien d’anormal vu la baisse transcriptionnelle qui se met en place après 

méiose.  

- Enfin, les données obtenues lors de ma thèse nous laissent imaginer une troisième 

possibilité, concernant l’activité d’une HAT non spécifique de la spermatogenèse, dont la 

fonction va se retrouver spécifiquement régulée par une protéine qui est pour sa part 

exclusivement exprimée dans les spermatides.  

Nous avons pu observer une interaction entre la protéine NUT et l’histone 

acétyltransférase CBP/p300. De plus, nous avons pu observer que CBP/p300 est présente au 

niveau des spermatides et que la vague d’acétylation de la spermatogenèse inclut la marque 

H3K56ac. Or, cette marque est spécifique de l’activité de CBP/p300, ce qui suggère que la 

HAT participe activement à la vague d’hyperacétylation (Das et al, 2009). Cependant, 

CBP/p300 seule ne peut promouvoir cette acétylation, car elle est déjà présente dans les autres 

types cellulaires sans la provoquer. Il faudrait donc un changement de son activité dans une 

fenêtre de temps et dans un type cellulaire bien précis, pour tenter d’expliquer la possibilité 

que CBP/p300 puisse être responsable de cet évènement si original.  

La protéine NUT pourrait être le facteur modulant l’activité de CBP/p300. En effet, 

NUT est exprimée exclusivement au cours de ce laps de temps, et dans aucune autre cellule de 

l’organisme. De plus, non seulement NUT interagit avec CBP/p300, mais nous avons pu 

démontrer qu’elle est capable d’exacerber son activité. Bien que le mécanisme d’action de 

NUT sur l’activité de CBP/p300 reste à déterminer, il est fort excitant de constater que NUT 

augmente son activité d’acétylation sur différentes lysines substrats à la fois, notamment 

H3K56ac. En effet, l’acétylation de H3K56ac par CBP/p300 ou son homologue RTT109 chez 

la levure semble requérir une protéine chaperon, CIA1/ASF1 (Endo et al). Une délétion de 

cette protéine chaperon entraîne une diminution de la marque H3K56ac. Or NUT, de façon 

encore inconnue, est capable d’induire cette acétylation spécifique par CBP/p300. Soit elle 

exacerbe son activité en lui faisant surpasser les restrictions d’activité normalement 
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dépendantes de chaperon, soit elle peut servir elle-même de chaperon et induire une 

conformation spécifique entre l’histone H3 et CBP/p300, conformation apte à permettre 

l’acétylation de H3K56. De plus, la HAT CBP/p300 est un candidat idéal vu sa faible 

spécificité et sa capacité d’acétyler un grand nombre de lysines différentes, notamment celles 

retrouvées au cours de la spermiogenèse.  

Ainsi, CBP/p300 pourrait être la HAT majeure responsable de l’hyperacétylation 

survenant au cours de la spermatogenèse, et sa suractivité inhabituelle pourrait dépendre de sa 

régulation par interaction avec la protéine spécifique de la spermiogenèse, NUT. 

Evidemment, ceci n’exclut pas l’activité d’autres histones acétyltransférases, ni l’existence 

d’une HAT spécifique à la spermatogenèse, mais conforte sérieusement l’importance de 

CBP/p300. Pour confirmer définitivement notre hypothèse, nous avons entamé un double 

projet au sein du laboratoire, visant à déléter CBP/p300 et NUT dans des modèles de souris.  

Comme l’expression de CBP et p300 est vitale pour la survie des souris, nous avons 

récupéré des souris dont le gène p300 est entouré de sites LOX qui peuvent être excisés en 

présence de l’enzyme CRE. Ceci nous permet de contrôler le moment précis de la délétion du 

gène. Nous avons également récupéré des souris dont le gène codant pour CRE a été inséré 

sous la dépendance du promoteur des protamines. Ainsi, ces souris expriment l’enzyme CRE 

en fin de spermatogenèse, lorsque la transcription spécifique des protamines a lieu. Le 

croisement de ces souris nous permettra d’obtenir une lignée de souris délétée pour p300, 

uniquement dans les phases tardives de la spermatogenèse. Ces souris devraient donc être 

viables, mais infertiles. En effet, si la HAT majeure responsable de la vague d’acétylation est 

bien CBP/p300, alors son absence devrait inhiber cette hyperacétylation. Ces souris nous 

permettront donc de répondre à deux questions. Premièrement, savoir si CBP/p300 est bien 

responsable de cette hyperacétylation, et deuxièmement, observer les conséquences d’un 

blocage de cette hyperacétylation, nous permettant alors de mieux comprendre la fonction que 

peut avoir ce phénomène unique en son genre. 

Nous démarrons également la génération de souris délétée du gène NUT. Comme 

NUT est exprimée uniquement au cours de la spermatogenèse, nous nous attendons à ce que 

les souris complètement délétées du gène soient viables. Il est intéressant de remarquer que 

lors de la mise en place de la stratégie d’invalidation du gène NUT, nous nous sommes rendu 

compte que le gène était en concomitance avec un second gène, NOLA (ou Nop10), et qu’ils 

partageaient sans doute une région promotrice identique bien qu’inversée entre les deux. Des 

analyses transcriptomiques ont révélé que l’expression de NUT ou de NOLA est exclusive. 
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L’activation de la transcription de l’un par la machinerie transcriptionnelle entraînerait donc 

la répression du second gène. Le gène NOLA code pour une protéine nucléolaire de la famille 

H/ACA snoRNPs impliquée dans la formation de la sous-unité ribosomale 18S (Reichow & 

Varani, 2008). Une mutation d’un seul membre de cette famille, entraîne la perte des ARNr 

18S. L’expression de NUT au cours de la spermatogenèse peut donc impliquer une répression 

de l’ARNr 18S, ce qui pourrait participer à la diminution de l’expression de nombreuses 

protéines.  

Les souris KO pour le gène NUT devraient vraisemblablement être infertiles. En effet, 

si la protéine NUT joue un rôle important au cours de la spermatogenèse, sa délétion, ainsi 

que l’absence de protéines homologues permettant de compenser sa perte de fonction, devrait 

en toute logique grandement perturber la production de spermatozoïdes. Ces souris 

permettront de mieux cerner les fonctions de la protéine NUT. Si elle potentialise CBP/p300 

et participe activement à la vague d’acétylation, ces souris devraient présenter une perte de 

cette acétylation, avec des conséquences possibles sur les processus suivants de la 

spermiogenèse. L’expertise du laboratoire permettra de rapidement identifier tout phénotype 

subtil entraîné par la délétion de NUT.  

Enfin, la caractérisation des partenaires de la protéine NUT permettra de mieux cerner 

ses fonctions. En effet, NUT semble capable d’interagir aussi bien avec des protéines 

cytoplasmiques (Stim1, NF1) que nucléaires (H1t).  

         IB3b) NUT et le remodelage de la chromatine 

Il est donc envisageable que la protéine NUT nucléaire participe dans un premier 

temps à l’hyperacétylation de la chromatine, avec des interactions possibles avec CBP/p300 et 

H1t. Son association avec le variant d’histone de liaison H1t pourrait lui permettre de cibler 

CBP/p300 au niveau de régions de chromatine où le variant est incorporé. De manière 

intéressante, des données du laboratoire laissent suggérer que l’histone H1t en complexe avec 

la protéine NUT puisse être acétylée, ce qui suggère effectivement que NUT vienne recruter 

CBP/p300 sur l’histone H1t. La sur-activation de CBP/p300 par NUT entraînerait alors 

l’acétylation plus ou moins spécifique de H1t. Il est cependant intéressant de noter que des 

souris délétées pour le gène H1t ne présentent pas de problème de fertilité, suggérant que ce 

variant d’histone n’ait pas un rôle critique pour la spermatogenèse. H1t représente malgré cela 

plus de 55% des histones de liaison lors de son expression depuis les spermatocytes pachytène 

jusqu’aux spermatides allongées (Drabent et al, 1996; Steger et al, 1998). La chromatine 
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contenant H1T aurait une structure plus lâche qu’avec les autres histones de liaison (De Lucia 

et al, 1994; Khadake & Rao, 1995) : ceci pourrait faciliter les crossing-over lors de la méiose, 

et augmenter l’accessibilité de la chromatine aux facteurs de remodelage. La protéine NUT 

pourrait permettre le ciblage de ces facteurs de remodelage sur H1t, ou encore participer à son 

éviction, pour permettre la compaction de la chromatine après relarguage de la quasi-totalité 

des histones. Il est excitant de penser que NUT pourrait agir comme un chaperon à l’interface 

entre les HATs et les histones. En effet, l’acétylation de H3K56ac au sein de nucléosomes par 

CBP/p300 ou son homologue RTT109 chez la levure requiert une protéine chaperon, 

CIA1/ASF1 (Das et al 2009). Une délétion de cette protéine chaperon entraîne une diminution 

de la marque H3K56ac. Or, CBP/p300 mise en présence de NUT est capable d’acétyler la 

lysine 56 de l’histone H3 in vitro, au sein de structures nucléosomales. La protéine NUT 

pourrait donc permettre le couplage entre l’activité CBP/p300 et l’acétylation des histones, et 

nous avons pu détecter une acétylation de l’histone H1t lors de l’expression ectopique de 

NUT et H1t dans des cellules COS.  

Enfin, bien que l’analyse par spectrométrie de masse des partenaires de NUT n’ait 

identifié que le variant H1t, il n’est pas impossible que les autres variants de l’histone H1 

interagissent avec NUT. Le variant HILS1 (H1 like protein in spermatid 1) a été décrit chez la 

souris et chez l’homme (Iguchi et al, 2003; Yan et al, 2003). Ce variant est détecté dans des 

stades plus tardifs que H1T, à savoir dans les spermatides allongées et condensées, suggérant 

un rôle dans les dernières étapes de la réorganisation de la chromatine. H1T2 est le variant 

d’histone de liaison spécifique du testicule découvert le plus récemment (Martianov et al, 

2005; Tanaka et al, 2005). Ce variant est capable d’interagir avec l’ADN et la Protamine 1. 

Les souris mâles, dont le gène H1t2 a été invalidé, sont stériles, probablement à cause de 

problèmes de restructuration du noyau. Les spermatides présentent un retard de condensation 

de la chromatine, un allongement aberrant, un détachement de l’acrosome et une 

fragmentation de l’ADN (Martianov et al, 2005). De plus, le taux de Protamines détectées est 

inférieur à celui présent dans les souris sauvages (Tanaka et al, 2005). Si NUT est capable de 

s’associer à ces variants d’histone H1, elle pourrait réguler leur localisation ou entraîner leur 

éviction après acétylation par le facteur CBP/p300.  

Enfin, l’interaction entre NUT et la protéine 14-3-3, qui reste à confirmer, permettrait 

d’accroître les possibilités d’action de NUT. En effet, la protéine 14-3-3 est capable de 

s’associer aux résidus phosphorylés des histones. Il est tentant d’imaginer ainsi que NUT et 

14-3-3 permettraient alors de coupler la phosphorylation à l’acétylation, en recrutant 
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CBP/p300 au niveau de régions phosphorylées du génome. En effet, H3S10ph et H4S1ph par 

exemple sont détectées à partir de la méiose jusqu’en fin de spermatides rondes, précédant la 

vague d’acétylation. 14-3-3 pourrait s’associer à ces marques en partenariat avec NUT, et 

recruter ainsi CBP/p300 pour promouvoir l’hyperacétylation du génome.  

         IB3c) Rôle cytoplasmique de NUT  

Lors de l’hyperacétylation du génome, la protéine NUT pourrait elle-même servir de 

substrat à CBP/p300. Or, nous avons pu démontrer que l’acétylation de NUT entraîne sa 

relocalisation dans le cytoplasme. NUT pourrait ainsi entraîner ses partenaires avec elle dans 

le cytoplasme, inactivant ainsi la fonction de co-activateur transcriptionnel de CBP/p300. Il 

est également possible que la protéine NUT puisse promouvoir la dégradation du variant 

d’histone H1t en l’entraînant hors du noyau.  

Une fois cytoplasmique, NUT pourrait alors interagir avec les partenaires identifiés en 

spectrométrie de masse localisés dans ce compartiment cellulaire. 

Nous avons en effet pu mettre en évidence une interaction entre NUT et la 

Neurofibromine 1 (NF1). Nous avons pu confirmer par immuno-précipitation cette 

interaction. La protéine NF1 n’est pas caractérisée au cours de la spermatogenèse, et elle est 

plutôt exprimée de manière ubiquiste. Des mutations/délétions de NF1 provoquent une 

maladie autosomale dominante appelée neurofibromatose de type 1. Cette maladie génétique 

est une des plus fréquentes chez l’homme (1/3000 naissances). Les symptômes sont un défaut 

des tissus dérivés des cellules de la crête neurale, avec des aberrations développementales de 

la face, des perturbations de la pigmentation de la peau (taches « café au lait ») et de multiples 

tumeurs du système nerveux central et périphérique. La protéine NF1 est également classée 

dans la famille des suppresseurs de tumeurs, et sa fonction se trouve perturbée dans de 

nombreux cancers. Sa fonction principale est la régulation de la voie de signalisation Ras, car 

elle est responsable de l’hydrolyse du GTP associé à Ras en GDP (Trovo-Marqui & Tajara, 

2006). Elle réprime ainsi la voie de Ras car cette dernière est active couplée à du GTP et 

inactive couplée à du GDP. Des fibroblastes embryonnaires de souris (MEFs) délétés pour 

NF1 ont une sur-activation de Ras, une activité prolongée d’ERK et une capacité de 

prolifération plus importante. Il est donc possible que l’expression illégitime de NUT dans les 

cancers, que nous détaillerons plus tard, perturbe la fonction de NF1 et active en continu les 

voies de prolifération mTOR et MAPK-dépendantes. Cependant, les conséquences d’une 

interaction entre NUT et NF1 au cours de la spermatogenèse restent obscures. Certaines 
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données de la littérature font cependant état d’une localisation transitoire de NF1 dans le 

noyau, bien que sa fonction y soit alors inconnue (Vandenbroucke et al, 2004). NUT pourrait 

participer à son transfert lorsqu’elle est non-acétylée.  

NUT interagit également avec la protéine Stim1 (stromal interaction factor 1). La 

protéine Stim1 est exclusivement cytoplasmique, et est associée à la membrane du réticulum 

endoplasmique (RE). Stim1 est un senseur du taux de calcium dans la cellule (Zhang et al, 

2005c). Lorsque la concentration de calcium dans le RE est trop faible, Stim1 s’oligomérise et 

va se transloquer au niveau de la membrane plasmique, où il va s’associer à la protéine Orai1 

contenue dans les canaux CRAC, activant alors l’entrée de calcium extra cellulaire dans le 

réticulum endoplasmique (Cahalan, 2009). NUT pourrait ainsi participer à la régulation des 

fonctions calcium-dépendantes des cellules germinales. En effet, le calcium est primordial 

pour la spermatogenèse, car un blocage des canaux calciques induit une infertilité, et la 

réaction acrosomale, la capacitation, et la motilité du flagelle sont régulées par le calcium 

cytoplasmique. 

 

Toutes ces interactions et fonctions physiologiques possibles de la protéine NUT 

pourraient grandement perturber les différentes voies de signalisation cellulaires lors d’une 

expression illégitime de NUT dans des cellules somatiques. Ainsi, l’expression anormale de 

nombreuses protéines spécifiques du testicule est très souvent corrélée à la formation de 

cancer.  

 

 

II) Cancer et facteurs CT 

 

   IIA) Implication des gènes CT dans les cancers 
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Depuis longtemps, les similarités entre le développement des cellules germinales, du 

trophoblaste, et le développement des tumeurs, ont interpellé les chercheurs : par exemple, un 

grand nombre de cancers produit de la gonadotrophine et d’autres hormones trophoblastiques 

(Louhimo et al, 2004). Ces hormones servent actuellement d’indicateur de pronostic pour 

plusieurs types de cancers. Mais la découverte la plus frappante est le nombre de protéines 

spécifiques des cellules germinales retrouvées anormalement exprimées dans les cancers. Ces 

protéines ont été regroupées au sein de la superfamille des antigènes cancer/testicule - ou 

gènes C/T (Scanlan et al, 2004). Cette observation permet d’émettre une hypothèse fort 

intéressante : l’expression aberrante de gènes de la lignée germinale résulterait d’une 

réactivation du programme gamétogénique normalement réprimé dans les cellules 

somatiques, et cela pourrait entraîner les cellules vers la voie de la tumorigenèse (Old, 2001). 

En effet, au cours de la gamétogenèse et lors de la tumorigenèse, les différentes cellules 

partagent des phénotypes en commun : une hypométhylation globale de l’ADN, un pouvoir 

angiogénique et une évasion immunitaire. Les deux types cellulaires présentent également des 

similarités troublantes comme l’immortalisation des cellules germinales souches et la 

transformation des cellules tumorales, la migration des cellules primordiales et les cellules 

métastatiques, etc… (Figure B, p193)  

Les gènes C/T ont été historiquement découverts pour leur caractère antigénique. Un 

antigène de cancer idéal pour espérer une thérapie doit être stablement exprimé par la tumeur, 

être absent des tissus normaux et être crucial pour la survie des cellules tumorales. Le premier 

antigène C/T a été découvert à partir d’un patient atteint d’un mélanome, dont les cellules T 

cytotoxiques reconnaissaient les cellules tumorales. Le gène codant cet antigène a été cloné et 

dénommé MAGEA1. Des études relatives à MAGEA1 ont permis de se rendre compte que 

son expression était également détectable au sein de plusieurs mélanomes, carcinomes du sein 

et autres cancers, mais jamais dans des tissus sains, à l’exception du testicule. Il s’est avéré 

par la suite que MAGEA1 appartient à un groupe de douze gènes localisés sur la région du 

chromosome Xq28 (famille MAGEA). De plus, deux autres familles de gènes C/T ont été 

découvertes, MAGEB et MAGEC, localisées également sur le chromosome X. Ces trois 

groupes de gènes présentent tous la particularité d’avoir une expression restreinte au testicule 

et aux cancers.  

La super famille des gènes C/T regroupe de nos jours plus de 40 familles 

correspondant à une centaine de gènes, tous spécifiques du testicule et anormalement 

exprimés dans les cancers. Le criblage bioinformatique de l’expression de gènes au sein de 
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transcriptomes de différents tissus et de cancers permet de prédire l’ensemble des membres de 

cette famille. Les antigènes C/T peuvent être classés en deux sous-groupes, ceux localisés sur 

le chromosome X, et les autres.  

Une des particularités des antigènes CT, principalement ceux du chromosome X, est 

leur réactivation simultanée dans les cancers. En effet, les antigènes C/T sont très souvent co-

exprimés. Dans des études d’expression de neuf antigènes C/T au niveau de tumeurs, il s’est 

avéré que 65% des mélanomes sont positifs pour trois ou plus de ces protéines, et 57% des 

tumeurs de poumons en expriment au moins deux (Sahin et al, 1998; Tajima et al, 2003). 

Dans les tumeurs testées, il s’est avéré également que le gène NY-ESO-1 est rarement exprimé 

en l’absence de MAGEA3. Bien que l’expression illégitime de la plupart des gènes C/T 

résulte d’une levée de l’hyperméthylation de l’ADN qui pourrait être aléatoire, il serait malgré 

tout curieux que ces co-expressions surviennent spontanément. Les cellules tumorales 

subissent une hypométhylation globale de l’ADN, mais les mécanismes impliquant la levée 

spécifique de la répression des gènes C/T reste incertains. Une première indication semble 

cependant émaner de la caractérisation du gène BORIS.  

La protéine BORIS, paralogue du facteur CTCF, est spécifiquement exprimée dans les 

cellules germinales mâles. CTCF est un régulateur de l’information épigénétique ayant un rôle 

déterminant dans la régulation spécifique d’allèle de gènes soumis à l’empreinte parentale, et 

il n’est pas exprimé dans les cellules germinales. (Gabory & Dandolo, 2005). Il possède entre 

autres une fonction de barrière transcriptionnelle ainsi qu’un rôle dans la régulation de 

l’expression des gènes en général (Wallace & Felsenfeld, 2007). Une récente étude démontre 

que les souris délétées du gène BORIS présentent des défauts de spermatogenèse, avec des 

petits testicules et une mort importante des cellules germinales (Suzuki et al, 2010). Il a été 

observé que BORIS régule directement l’expression d’au moins un autre gène spécifique du 

testicule, CST, en se fixant sur son promoteur. Il est donc fort possible que BORIS régule 

l’expression d’autres gènes spécifiques du testicule, et que son expression illégitime dans les 

cancers entraîne l’expression de plusieurs autres gènes C/T. De manière intéressante, 

l’activation de BORIS dans les cellules somatiques induit l’expression d’autres facteurs C/T 

(pour cancer/testis), plus particulièrement celle des gènes MAGE-A (Vatolin et al, 2005) et de 

CTAG1/NY-ESO1 (Hong et al, 2005). Dans ce dernier cas, BORIS recrute le facteur de 

transcription SP1 au promoteur de CTAG1 pour déréprimer sa transcription (Kang et al, 

2007). Ainsi, une première phase d’expression anormale de facteurs transcriptionnels 

spécifiques du testicule amènerait, dans un second temps, à la réactivation d’un programme 
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germinal au sein de cellules somatiques, participant à la tumorigenèse de ces cellules. Il a été 

clairement établi que l’expression illégitime de la famille MAGEA peut convertir les cellules 

somatiques dans une configuration favorisant leur transformation maligne. En effet, il a été 

montré que la suppression de leur expression induit une apoptose des lignées cellulaires issues 

de mélanomes les exprimant illégitimement. Des études supplémentaires ont montré que cette 

résistance à l’apoptose était associée à une action neutralisante des MAGE sur p53 (Yang et 

al, 2007a). En accord avec ces données, une autre étude a montré que MAGEA2 recrute 

l’histone-déacétylase 3 (HDAC3) et cible p53, s’opposant ainsi à l’acétylation et à l’activation 

de p53 à la suite d’un traitement génotoxique (Monte et al, 2006). 

 

 

Figure B : Comparaison entre les cellules germinales et les cellules tumorales. (issu de Simpson 

et al, 2005) 



p. 194 

 

De plus, MAGEA1 recrute l’histone déacétylase HDAC1 et transforme ainsi le 

régulateur transcriptionnel SKIP en un répresseur de transcription (Laduron et al, 2004). 

Certains antigènes C/T sont spécifiques des spermatocytes et des spermatides. Comme 

nous venons de le voir, ces cellules sont le siège de réorganisations globales très importantes 

de leur génome, sans équivalent dans les cellules somatiques. L’expression illégitime, dans les 

cellules somatiques, des protéines testiculaires impliquées dans ce remodelage de la 

chromatine pourrait avoir des conséquences dramatiques sur l’organisation et les fonctions du 

génome et de l’épigénome, et participer ainsi à la transformation cellulaire. 

Par exemple, la protéine Spo11, qui induit des cassures double brins d’ADN lors de la 

méiose, est exprimée dans des cellules cancéreuses et pourrait faciliter des translocations 

chromosomiques (Keeney et al, 1997). La protéine BRDt, capable de compacter la 

chromatine acétylée, a été retrouvée anormalement exprimée dans des cancers du poumon. 

Ainsi, une expression anormale de BRDt pourrait fortement perturber les fonctions 

génomiques impliquant l’acétylation des histones, en particulier la transcription des gènes. La 

protéine HSP70.2, impliquée dans l’incorporation de protéines basiques au sein de la 

chromatine, est également décrite comme nécessaire à la croissance et à la survie de cellules 

tumorales (Daugaard et al, 2005). Une autre protéine à bromodomaine, ATAD2, dont il existe 

une isoforme spécifique du testicule, est retrouvée dans des cancers, et son expression est 

corrélée à un mauvais pronostic dans les cancers du poumon (Caron et al). Cette étude montre 

également que la répression par siRNA du gène ATAD2 induit un changement global de la 

transcription des cellules. Son expression illégitime dans des cancers est donc à même de 

perturber la transcription des cellules somatiques. 

 

   IIB) La protéine NUT est un nouveau gène CT 

 

L’activation illégitime dans les cellules somatiques de facteurs spécifiques du 

testicule, notamment de ceux qui sont impliqués dans la modulation de l’épigénome, peut 

donc avoir un effet amplificateur, aboutissant à des perturbations épigénétiques secondaires et 

déterminantes dans la transformation cellulaire. 
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Lors de ma thèse je me suis attaché à caractériser la protéine testiculaire NUT. Bien 

que les analyses transcriptomiques réalisées dans le laboratoire n’ont pas permis de détecter la 

protéine NUT au sein de cancer, nous avons pu observer une expression de NUT au sein d’au 

moins trois lignées tumorales, A7R5, A549 et U2OS. Des données préliminaires réalisées sur 

différents cancers du poumon laissent supposer que la protéine NUT soit exprimée au sein de 

cancers directement récupérés sur des patients. Il est possible que le transcrit de NUT soit peu 

stable, et donc difficilement détectable lors des analyses transcriptomiques. La protéine quant 

à elle semble être particulièrement stable : il suffirait ainsi d’une faible quantité de traduction 

des ARNm pour avoir suffisamment de protéine NUT illégitimement exprimée. En effet, 

l’expression de NUT est faiblement détectée par PCR quantitative sur les cellules A7R5, 

A549 et U2OS, mais la protéine est bien détectable grâce à un anticorps anti-NUT. Les 

détections relatives sont bien spécifiques de NUT car dans les deux cas une répression par 

siRNA entraîne une diminution des quantités respectives d’ARNm et de protéines. Il est ainsi 

possible que les analyses systématiques de transcriptomes ne puissent permettre la 

caractérisation de certaines protéines à faible transcription.  

 

   IIC) NUT et CBP/p300 

 

NUT est capable de s’associer à CBP/p300 et de stimuler son activité HAT. Au cours 

de la spermatogenèse, il est possible que ce couple de protéines participe à la vague 

d’hyperacétylation caractéristique qui touche les cellules germinales spermatides. Une fois 

exprimée au sein de cellules somatiques, NUT pourrait recréer cette interaction physiologique 

dans les spermatides, et déréguler les voies de signalisation impliquant CBP/p300. Comme 

nous l’avons montré dans le cas de la fusion BRD4-NUT, NUT pourrait séquestrer CBP/p300, 

ou tout du moins l’aiguiller vers des substrats ou des activités différentes. Il n’est en effet pas 

impossible que NUT puisse interagir avec la chromatine indirectement, ne serait-ce que grâce 

au bromodomaine et domaine PHD de CBP/p300. Cependant, l’expression ectopique de NUT 

dans des cellules COS n’induit pas la formation de foci acétylés. NUT ne semble donc pas 

capable de recréer seul des foci hyperacétylés uniquement grâce à p300, avec comme 

conséquence la séquestration des deux protéines. Nous n’avons également pas détecté 
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d’augmentation de l’acétylation des histones dans les cellules exprimant ectopiquement NUT. 

L’interaction NUT et CBP/p300 dans les cellules somatiques ne semble donc pas capable 

d’hyperacétyler le génome des cellules. Cependant, nos observations sont préliminaires, et 

réalisées sur le niveau global des histones par immunodétection des histones acétylées à l’aide 

d’un anticorps pan-acétylé. Nous n’observons pas non plus de variations à l’échelle des 

cellules de la marque spécifique de CBP/p300 H3K56ac. Mais l’utilisation d’anticorps après 

électrophorèse n’est sans doute pas la plus appropriée des méthodes. En effet, dans les 

cellules portant la translocation BRD4-NUT, malgré l’hyperacétylation ponctuelle des foci, 

une analyse globale par électrophorèse de l’acétylation ne révèle pas de variation du niveau 

générale dans la cellule. En réalité, l’hyperacétylation ponctuelle des foci est compensée par 

une baisse de l’acétylation dans le reste du génome de par l’absence de CBP/p300. Il faudrait 

ainsi réaliser une analyse fine de l’acétylation de la chromatine. Une possibilité reviendrait à 

effectuer une immunoprécipitation de chromatine à l’aide d’anticorps anti-histones acétylées 

et analyser ainsi les régions génomiques dont l’acétylation pourrait être perturbée. De manière 

similaire, il serait intéressant de comparer les régions de chromatine associées à CBP/p300 en 

présence ou absence de NUT.  

Sans forcément être capable de modifier la localisation de CBP/p300 sur la 

chromatine, la protéine NUT pourrait inhiber les fonctions de la HAT ou en permettre de 

nouvelles. Il n’est en effet pas exclu que NUT entre en compétition avec d’autres protéines 

s’associant via le domaine CH3 de CBP/p300. Par exemple, bien que la protéine p53 

interagisse avec plusieurs domaines de CBP/p300, le domaine TAZ2/CH3 de CBP/p300 

semble avoir le plus d’affinité pour p53, et entre en compétition avec MDM2 pour se fixer en 

partie N-terminale de p53 (Teufel et al, 2007). La protéine MDM2 est responsable de la 

dégradation de p53, et la fixation de NUT avec le domaine CH3 de CBP/p300 pourrait 

favoriser l’inactivation de p53. Le domaine CH3 est également un des sites d’association de la 

famille de facteurs de transcription GATA1-6 (Blobel et al, 1998), et NUT pourrait perturber 

l’activité co-transcriptionnel de CBP/p300 avec les protéines GATA. 

Les protéines CBP et p300 sont capitales pour la cellule, car elles interviennent dans 

de nombreuses voies de signalisation épigénétiques en acétylant les histones, mais également 

en tant que co-activateur de la transcription. Enfin, les centaines de partenaires connus pour 

CBP/p300 laissent imaginer des possibilités d’interconnexion entre les différentes voies de 

signalisation dans lesquelles elle est impliquée. Par exemple, CBP/p300 est à la fois capable 

de stabiliser p53 en l’acétylant dans le noyau, permettant alors la cascade de signalisation de 
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l’apoptose p53-dépendante, comme elle est capable au contraire de participer à sa dégradation 

en stimulant l’activité de poly-ubiquitination de MDM2 au niveau du cytoplasme (Grossman, 

2001). Il serait intéressant de déterminer si l’expression illégitime de NUT dans les cancers 

fait pencher cette balance de la régulation de p53 plutôt vers sa dégradation, bloquant ainsi la 

réponse apoptotique de la cellule à sa tumorigenèse. En effet, l’acétylation de NUT par 

CBP/p300 semble permettre sa relocalisation dans le cytoplasme, où elle pourrait également 

emmener la HAT avec elle, augmentant ainsi le ratio de CBP/p300 dans le cytoplasme. Ceci 

aurait pour conséquence une dégradation systématique de p53, et la perte du contrôle de 

l’homéostasie cellulaire par l’un des gardiens du génome. Cette possible relocalisation 

partielle de CBP/p300 pourrait également nuire à l’ensemble des activités de la protéine dans 

le noyau, notamment son importance pour la transcription cellulaire.  

 

   IID) NUT et autres partenaires 

 

Les différents partenaires de NUT que nous avons identifiés en plus de CBP/p300 

pourraient également voir leur fonction physiologique au sein des cellules somatiques altérée 

par l’expression illégitime de la protéine testiculaire.  

Parmi ces partenaires, nous avons confirmé la protéine Stim1. A première vue, une 

implication de NUT et Stim1 dans les cancers semble peu probable. Cependant, Stim1, 

protéine senseur du calcium et associée à la membrane du Réticulum endoplasmique, semble 

jouer un rôle important dans la formation des métastase et la migration des cellules tumorales. 

En effet, la réduction de la quantité de Stim1 ou de son partenaire Orai1 par siRNA dans des 

cellules de cancer du sein décroît considérablement le nombre de métastases dans des modèles 

animaux (Yang et al, 2009). Les canaux calciques et le stockage du calcium sont en effet 

importants pour la migration des cellules et semblent inhiber le renouvellement des adhésions 

focales. NUT pourrait d’une façon ou d’une autre participer à l’activité de Stim1. Dans ce cas 

la, le diagnostic de l’expression de NUT dans les cancers signifierait un risque élevé de 

formation de métastases.  
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Les possibles altérations de fonction de la protéine NF1, et leurs conséquences au sein 

de cancers, semblent plus évidentes. En effet, NF1 est une protéine suppresseur de tumeur 

capable de réguler négativement l’activité de Ras, en hydrolysant son GTP. De ce fait, NF1 

inhibe les voies de signalisation de prolifération cellulaire mTOR-dépendantes ou ERK-

dépendantes (Figure C, p199). L’interaction de NUT avec NF1 pourrait donc empêcher le 

contrôle de Ras, activant ainsi en permanence sa signalisation et permettant la prolifération 

des cellules. Ainsi, l’inactivation du gène NF1 suite à des mutations génétiques assez 

fréquentes donne lieue à une maladie autosomale dominante dont un des symptômes est le 

développement de nombreuses tumeurs dans le système nerveux central et périphérique.  

Il serait enfin intéressant de rechercher si la protéine NUT n’est pas capable d’interagir 

avec de nouveaux partenaires dans les cellules somatiques, auxquels elle n’est normalement 

pas confrontée dans les cellules germinales spermatides. En effet, nos identifications de 

partenaires du testicule ne reflètent peut-être pas l’ensemble des interactions possible de NUT 

dans une lignée tumorale.  

 

   IIE) NUT et avantage cellulaire 

 

Dans ces différents cas de figure, la répression de l’expression anormale de NUT 

devrait reconduire à un état physiologique des cellules qui sont encore dépendantes de 

l’expression de NUT pour leur tumorigenèse. Dans les trois lignées pour lesquelles nous 

avons pu détecter la protéine NUT, nous avons observé que l’inhibition de NUT par siRNA 

entraîne un blocage du cycle cellulaire. Ceci confirme donc de façon claire l’avantage 

qu’apporte NUT à ces cellules. La figure D (p200) résume notre hypothèse de travail quant à 

l’implication de NUT dans la dérégulation de facteurs clefs de l’homéostasie cellulaire tels 

que CBP/p300. Il est remarquable qu’une protéine, dont l’expression est normalement 

spécifique aux cellules germinales, puisse à elle seule déréguler suffisamment l’homéostasie 

cellulaire pour que sa perte d’expression bloque la prolifération des cellules cancéreuses. 

Ainsi, les lignées cellulaires de poumon A549, d’ostéocarcinome U20S, ou de muscle lisse 

A7R5, de fonds génétiques extrêmement différents, semblent dépendantes de la protéine NUT 

pour conserver leur immortalisation. 
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Cependant, il est fort surprenant que les différentes lignées ne se bloquent pas aux 

mêmes phases du cycle. En effet, les cellules A7R5 dont le gène NUT est réprimé 

s’accumulent en GO/G1. Les cellules semblent donc rentrer en quiescence, et il est fort 

possible que cet arrêt de la prolifération soit en réalité le reflet d’une différentiation des 

cellules. Il serait donc intéressant de tester l’expression de marqueurs de différenciation des 

cellules musculaires lisses après traitement au siRNA NUT. Il faut noter que la lignée A7R5 

n’est pas véritablement une lignée tumorale mais plutôt une lignée transformée non 

immortalisée. Il est donc possible que la différence d’arrêt du cycle entre les cellules A7R5 et 

les deux autres lignées proviennent de ce statut de cellules transformées. Les conséquences de 

l’expression de la protéine NUT peuvent donc différer en fonction de l’avancement des 

cellules dans le processus de tumorigenèse. 

 

 

 Figure C : Schéma résumant les différentes voies de signalisation régulées par la protéine NF1. 

(issu de Trovo-Marqui et al. , 2006) 
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Les cellules U20S et A549, quant à elles, se retrouvent donc bloquées en phase G2/M. 

Les deux lignées peuvent donc être stoppées soit juste après la phase S de réplication de 

l’ADN, soit durant la mitose. Il serait donc intéressant d’observer les cellules en microscopie 

ou d’analyser certains aspects moléculaires de la mitose, et rechercher des anomalies de 

mitoses dans ces cellules.  

Une façon de tester la capacité de NUT à induire un avantage cellulaire est de 

transfecter stablement des fibroblastes embryonnaires de souris (MEF) pour leur faire 

exprimer NUT, et réaliser des essais classiques de prolifération cellulaire, de test de survie au 

nombre de passages, d’indépendance au sérum de croissance et de perte d’inhibition de 

contact en culture en milieu agar. Il est par la suite envisageable de tester la formation de 

tumeurs à partir de cellules MEFS exprimant NUT, par injection de ces MEFs au sein de 

souris immuno-déficientes. 

Enfin, une méthode expérimentale nous permettant de mieux définir les fonctions et 

conséquences de NUT dans les lignées tumorales l’exprimant anormalement, est de comparer 

le transcriptome de cellules avec ou sans inhibition de la protéine NUT. Comme la répression 

de NUT dans les trois lignées induit un arrêt du cycle, il est fort probable que le transcriptome 

reflète des variations des voies de signalisation impliquées. 

 

 

 

Figure D : Schéma résumant les conséquences possibles de l’expression illégitime de NUT et 

les conséquences de son inhibition  
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Afin de tenter de comprendre la cinétique des changements transcriptionnels, nous 

avons trouvé judicieux de réaliser l’étude du transcriptome des cellules U2OS à différents 

temps après transfection de siRNA NUT. Nous espérons ainsi détecter la première série de 

variations des transcrits reflétant directement la perte de NUT dans ces cellules, puis à l’aide 

des transcriptomes plus tardifs, déterminer les différentes voies de signalisation impliquées 

dans cet arrêt de prolifération des cellules. Il sera particulièrement intéressant de rechercher 

les possibles corrélations existantes entre ces voies et celles impliquant CBP/p300, mais 

également celles impliquant NF1 et les signalisations dépendantes de mTOR et de CREB. 

 

 

III) Altérations épigénétiques et cancers NMC 

 

L’expression illégitime de protéines de la spermatogenèse est donc une possibilité 

d’explication de la tumorigenèse de cellules somatiques. Cependant, comme nous avons pu le 

voir lors de l’introduction, une dérégulation du paysage épigénétique d’une cellule peut 

également influer négativement sur son devenir, et participer aux différentes étapes de la 

tumorigenèse (Jones & Baylin, 2002).  

 

   IIIA) Cancer et méthylation de l’ADN 

 

L’altération de la méthylation de l’ADN est l’exemple le mieux caractérisé à l’heure 

actuelle dans la formation des cancers. Les analyses globales du génome par 

immunoprécipitation de l’ADN méthylé ont permis de révéler une hypométhylation 

généralisée de l’ADN des cellules cancéreuses. Cette perte de méthylation peut lever la 

répression transcriptionnelle de certains oncogènes (Wilson et al, 2007), mais également 



p. 202 

 

entrainer la perte de l’inactivation de régions d’hétérochromatine. Cette hypométhylation peut 

donc s’accompagner de la transcription de nombreux ARN non codants ou d’éléments 

transposables (Howard et al, 2008; Rodriguez et al, 2006). Il a été montré que ces deux 

évènements peuvent fragiliser la chromatine, et permettre une amplification graduelle des 

altérations de l’ADN telles que les mutations ponctuelles ou les translocations 

chromosomiques. L’hypométhylation peut également entraîner une perte de l’empreinte 

parentale dans certaines tumeurs, avec comme conséquence une dérégulation de l’expression 

hautement contrôlée de ces gènes soumis à l’empreinte parental, associée à de nombreuses 

maladies chez l’homme (Rainier et al, 1993). 

De plus, l’hypométhylation globale de l’ADN des cellules tumorales s’accompagne, 

de façon contradictoire, d’une hyperméthylation ponctuelle des îlots CpG (Jones & Baylin, 

2007). Cette observation démontre que les altérations de la méthylation de l’ADN ne sont pas 

aléatoires et ne résultent pas uniquement des conséquences d’une dégénérescence progressive 

de la machinerie de méthylation. Il semble donc y avoir des mécanismes précis mis en place, 

apportant un avantage de prolifération et de transformation conduisant in fine, et en 

partenariat avec d’autres altérations cellulaires, à la formation des tumeurs. La répression 

transcriptionnelle par méthylation des îlots CpG touche ainsi des gènes de la réparation de 

l’ADN, du cycle cellulaire, de l’adhérence cellulaire, de l’apoptose et de l’angiogenèse, autant 

de protéines au pouvoir oncogénique impliqué dans le processus de développement des 

cancers.  

Bien évidemment, la bonne intégrité de l’information épigénétique liée à la 

méthylation de l’ADN requiert une discussion parfaite entre les DNMTs, les processus de 

déméthylation et les protéines liant l’ADN méthylé. Mais une altération au niveau d’un de ces 

trois axes n’est pas la seule cause de tumorigenèse des cellules.  

 

   IIIB) Cancer et modifications post-traductionnelles des 

histones 
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Ainsi, de nombreux cancers présentent également des anormalités de l’information 

codée par les modifications post-traductionnelles des histones. Les principales altérations 

investiguées portent sur les erreurs de signalisation liées à la méthylation ou l’acétylation des 

résidus lysines des queues N-terminales des histones. Les avancées technologiques du 

séquençage à grande échelle à partir d’immunoprécipitation de chromatine ont permis de 

cartographier le profil des modifications post-traductionnelles des histones au niveau des 

différentes régions de la chromatine dans les cancers. Certaines de ces marques semblent donc 

déposées de façon aberrante au niveau de la chromatine, perturbant ainsi grandement 

l’analyse de l’épigénome par la machinerie cellulaire.  

Les cancers présentent une baisse globale de l’acétylation de l’histone H4 sur sa lysine 

K16 (Fraga et al, 2005). Cette marque est associée à une activation de la transcription et 

semble capable d’inhiber la formation de structure compacte des fibres de 30nm (Shogren-

Knaak et al, 2006). Sa diminution est donc à même d’induire une répression 

transcriptionnelle, notamment des gènes suppresseurs de tumeurs. De manière plus générale, 

la chromatine des cellules tumorales est globalement hypoacétylée et une surexpression des 

HDACs semble en être la cause. En effet, les HDACs vont notamment conduire à un état 

hypoacétylé des promoteurs des gènes suppresseurs de tumeurs, favorisant une répression de 

la transcription de gènes clés du contrôle de l’homéostasie cellulaire. L’inhibition des HDACs 

est donc un des nombreux espoirs thérapeutiques utilisables contre le cancer. 

Ces aberrations des profils de modifications des histones concernent également les 

méthylations (Chi et al, 2010). Ainsi, les marques préférentielles de l’hétérochromatine, 

H3K9me3 et H3K27me3, sont très souvent surreprésentées dans les cancers (Nguyen et al, 

2002; Valk-Lingbeek et al, 2004). Tout comme une hypo-acétylation des histones, ces 

marques de méthylation vont entraîner la perte de l’expression de nombreux gènes 

suppresseurs de tumeurs. Mais certaines marques de méthylation induisant une conformation 

active de la chromatine peuvent également être soit réprimées, soit au contraire anormalement 

localisées, et induire l’expression de gènes normalement éteints. MLL, une des HMTs de 

H3K4, une marque d’activation de la transcription, est ainsi perturbée dans des translocations 

chromosomiques, conduisant à l’expression des gènes homéotiques HOX. Dans ce cas, le 

profil épigénétique s’orienterait donc vers une dédifférenciation des cellules, participant 

activement à la progression tumorale (Krivtsov & Armstrong, 2007). 
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   IIIC) Epigénétique et progression tumorale 

 

Il est difficile de comprendre la suite d’évènements amenant une cellule somatique à 

se transformer. Avant les premières notions épigénétiques, la génétique humaine des cancers 

supposait que la tumorigenèse émanait de la succession de mutations ponctuelles apportant à 

chaque étape un nouvel avantage à la cellule. Cependant il est peu probable qu’une cellule 

accumule assez rapidement toutes les mutations nécessaires. La découverte de l’épigénome 

redonne un nouveau souffle à cette théorie. En effet, si les premières mutations génétiques ont 

lieu sur des régulateurs du paysage épigénétique, les conséquences cellulaires sont immenses. 

Ceci peut entrainer une dérégulation complète de la transcription en faveur d’un programme 

de transformation cellulaire, une instabilité de la chromatine et de l’ADN apportant de 

nouvelles mutations génétiques, et la perte du contrôle de la destinée de la cellule affectée. 

Ainsi, en partenariat avec les mutations génétiques, les « épimutations » peuvent entraîner 

rapidement une cellule vers la dangereuse pente de la tumorigenèse. 

Les causes des différentes aberrations épigénétiques découlent le plus souvent d’une 

dérégulation initiale de l’expression des protéines capables d’écrire et réécrire ce paysage 

épigénétique. Ainsi, la PKMT EZH2, responsable de la méthylation de H3K27, est 

surexprimée dans de nombreux cancers (Valk-Lingbeek et al, 2004). Une suractivité d’EZH2 

entraînerait alors la répression de suppresseurs de tumeurs telles que p57, p27 et BRCA1 par 

exemple (Chi et al, 2010). Les translocations chromosomiques impliquent souvent des acteurs 

de l’information épigénétique. Par exemple, une translocation dans les leucémies myéloïdes 

aigües fusionne deux HATs ensemble, CBP et MOZ, induisant une expression aberrante de 

gènes (Kitabayashi et al, 2001). La translocation t(11;16) (q23;p13.3) va quant à elle 

fusionner MLL à CBP. La transplantation de moelle osseuse affectée par cette translocation 

induit des leucémies myéloïdes chez un modèle souris (Lavau et al, 2000). La protéine CBP 

possède une activité d’acétylation, un bromodomaine et un domaine PHD alors que la 

protéine MLL possède une activité de méthylation, un domaine PHD et un domaine de liaison 

à l’ADN non méthylé. Il est donc facilement imaginable que les perturbations causées par 

cette protéine fusion vont être dévastatrices sur le bon épigénome de la cellule (Hess, 2004; 

Krivtsov & Armstrong, 2007). Enfin, les différentes enzymes catalysant les modifications 

post-traductionnelles des histones sont également capables, pour certaines, de modifier les 
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résidus de protéines non-histones. CBP/p300 est notamment responsable de l’acétylation de 

p53, induisant sa stabilisation, afin de permettre l’entrée en apoptose des cellules (Figure E, 

p205). TIP60, quant à elle, est capable d’acétyler la protéine ATM, ce qui régule positivement 

son activité kinase (Sun et al, 2005).  

 

   IIID) Dérégulation épigénétique de BRD4-NUT 

 

Lors de ma thèse, je me suis intéressé à l’étude d’une protéine fusion, BRD4-NUT, qui 

résume à elle seule un grand nombre des possibilités et conséquences qu’une dérégulation de 

l’épigénome peut avoir sur la tumorigenèse des cellules contenant cette translocation. En 

effet, la protéine fusion BRD4-NUT comporte une protéine à double bromodomaine, BRD4, 

capable d’interpréter l’acétylation de la chromatine, avec une protéine spécifique du testicule 

appartenant au groupe de gènes C/T, NUT. La dérégulation provoquée dans les cellules 

implique une dérégulation de l’activité de la HAT CBP/p300, et donc une acétylation 

aberrante de la chromatine et des défauts de transcription, avec l’incapacité des cellules 

d’activer la voie d’apoptose p53-dépendante (Fig. F, p208 et Chi et al, 2010).  

 

 

 

Figure E : Exemple de modification post-traductionnelles d’une protéine non-histones, p53, et 

de la queue N-terminale de l’histone H3. (issu de R J. Sims & D.Reinberg, 2008) 
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La translocation t(15 ;19) est retrouvée dans plusieurs cas de cancers extrêmement 

agressifs, chez des patients de tous âges (du nourrisson à l’adulte) et sans historique familial. 

Ces cancers ont été regroupés sous le terme de cancer NUT de la ligne médiane (NMC), car 

ils impliquent une translocation du gène NUT. Ce sont des tumeurs malignes d’origine 

épithéliale. Dans deux tiers des cas, la translocation de NUT a lieu au niveau du gène BRD4.  

Dans l’ensemble de ces cancers, le gène NUT est entier, ou délété de ses six premiers 

acides aminés correspondant au court exon 1, et vient s’insérer systématiquement après le 

domaine ET de BRD4. Ainsi, la protéine NUT est complète, et les deux bromodomaines et le 

domaine ET de BRD4 semblent nécessaires pour induire les cancers. De façon très 

intéressante, parmi le tiers restant des cancers NMC, le gène NUT se retrouve notamment 

transloqué sur un gène différent de BRD4, mais appartenant à la même famille, BRD3. Cette 

fois encore, la protéine NUT est entière et le double bromodomaine et le domaine ET de 

BRD3 sont présents. Ces cancers ont un très mauvais pronostic, avec une mortalité dans 

100% des cas et dans un délai extrêmement court de six mois en moyenne après diagnostic.  

Ces cancers ne répondent à aucun des traitements actuels classiques, ce qui explique 

leur progression rapide, et ils forment très rapidement de nombreuses métastases. Le nombre 

de cas déclaré de cancers NMC est relativement faible, mais il est fort possible que cela ne 

soit du qu’à la méconnaissance de l’existence de ces cancers et leur difficulté de 

caractérisation. Une détection plus aisée grâce à un anticorps récemment produit permettra 

sans doute d’augmenter malheureusement le nombre de cas de cancers NMC observés chez 

les patients atteints de tumeur ne répondant pas aux traitements de thérapies classiques.  

Alors que la plupart des cancers à translocations chromosomiques arborent une grande 

quantité de remodelage de leurs chromosomes, les cancers NMC ne présentent qu’une seule 

translocation, suffisante pour induire à elle seule la tumorigenèse des cellules. Ceci laisse 

supposer que les fonctions altérées de la protéine fusion BRD4-NUT sont responsables de 

cette transformation cellulaire.  

Lorsque j’ai commencé mon projet de thèse, seules des données descriptives existaient 

sur les cancers BRD4-NUT. Nous nous sommes rendu compte que la protéine fusion forme 

des foci, et sur la base fonctionnelle des bromodomaines de BRD4, nous avons pu démontrer 

que ces foci correspondent à des régions de chromatine hyperacétylée. Nous avons observé 

que ces foci arborent une grande diversité de marques d’acétylation des histones H3 et H4. 

Cette concentration anormale d’acétylation peut être la conséquence de deux phénomènes, 



p. 207 

 

soit un remaniement des régions acétylées au sein de même foyers, soit une acétylation active 

au niveau de la chromatine. Nous avons pu montrer en transfectant BRD4-NUT dans des 

cellules exprimant stablement une histone H2A-GFP que les foci BRD4-NUT ne concentrent 

pas le signal GFP des nucléosomes (données non publiées). Ainsi, l’hyperacétylation des foci 

BRD4-NUT est un phénomène actif et nous avons pu montrer qu’il est dépendant de l’histone 

acétyltransférase CBP/p300. En effet, CBP et p300 colocalisent avec les foci et sont co-

immunoprécipités avec les protéines BRD4-NUT et NUT. Un des dogmes de l’épigénétique 

veut qu’une chromatine acétylée est une chromatine ouverte apte à être transcrite. Cependant 

nous n’avons pas été capables de détecter une co-localisation de transcrits ARN naissants 

ayant incorporé du BrU.  

 

 

 

Figure F : Conséquences moléculaires de l’expression de la protéine fusion BRD4-NUT, et 

perspectives thérapeutiques envisageables contre la lutte de ces cancers. 
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La méthylation H3K4me3 qui est également une marque de la chromatine active n’est 

pas détectée au sein des foci. Nous n’avons également pas été en mesure de détecter une 

hausse de la transcription des gènes correspondants aux sites d’association à la chromatine de 

BRD4. En effet, il est possible que les foci acétylés BRD4-NUT correspondent aux régions 

préférentielles de fixation des bromodomaines de BRD4. Ces différentes observations 

indiquent que les foci BRD4-NUT, bien qu’hyperacétylés, ne sont pas des régions 

significativement transcrites. Pourtant, le partenaire P-TEFb de BRD4 semble co-localiser 

avec ces foci BRD4-NUT (données de C.French). P-TEFb est un facteur nécessaire pour 

l’activation de la phase d’élongation de la transcription par l’ARN polymérase II, mais cette 

dernière n’est cependant pas concentrée au niveau des foci.  

De manière fort intéressante, un autre exemple d’hyperacétylation non associée à une 

transcription active est la vague d’acétylation survenant au cours de la spermiogenèse. Dans 

ces deux cas, deux protéines sont présentes et pourraient donc jouer un rôle majeur, 

CBP/p300 et surtout la protéine NUT, de fonction encore inconnue. Au cours de la 

spermatogenèse, l’hyperacétylation est associée à une compaction de la chromatine. Ce 

phénomène semble impliquer la protéine spécifique du testicule BRDt, membre de la même 

famille que BRD4. Nous avons pu montrer que la protéine BRD4 est également capable de 

compacter la chromatine lorsqu’elle est surexprimée de manière ectopique dans des cellules 

hyperacétylées suite à un traitement avec la TSA, un inhibiteur de HDACs (données non 

publiées). Enfin, nous avons pu observer une compaction similaire avec la protéine BRD4-

NUT exprimée dans des cellules COS, après traitement TSA, mais pas lors d’un traitement 

identique dans les cellules HCC2429, endogènes pour BRD4-NUT. Il se peut que la quantité 

de protéines soit prépondérante pour permettre la visualisation à l’échelle du noyau de cette 

compaction. En effet, la TSA entraîne dans les cellules HCC2429 une perte des foci par 

diffusion progressive de BRD4-NUT qui ne peut plus être suffisamment concentré, du fait 

d’un manque évident de quantité de protéines. Au contraire, dans les cellules COS avec une 

expression ectopique et beaucoup plus importante de BRD4-NUT, la TSA entraîne la 

propagation de ces focis acétylés, qui vont finir par fusionner et ne former plus qu’un grand 

ensemble de chromatine acétylée et extrêmement compactée (données non publiées).  

A l’inverse, il est également possible que l’hyperacétylation des histones au niveau de 

foci entiers perturbe l’interaction entre l’octamère d’histones et l’ADN au sein des 

nucléosomes. Cela pourrait fragiliser l’ADN et entraîner des cassures de l’ADN, mais les 

cellules tumorales BRD4-NUT devraient alors porter de nombreuses autres translocations 
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résultant de cette fragilité. Il serait malgré tout intéressant de savoir si ces foci BRD4-NUT 

sont associés à des régions précises du génome, ou si leur localisation est aléatoire et ne 

résulte que d‘une association aspécifique des bromodomaines de BRD4 au niveau de régions 

hyperacétylées par le recrutement de CBP/p300. Une des façons de procéder serait de réaliser 

des immunoprécipitations de la chromatine à l’aide d’anticorps anti-NUT, et d’analyser les 

séquences génomiques associées. Malgré tout, si la formation des foci se fait aléatoirement, 

une telle technique réalisée sur une population de cellules ne permettrait pas de discriminer 

des variations fines de localisation.  

Si la protéine BRD4-NUT n’est pas capable de modifier la transcription des gènes au 

niveau des foci formés, son action sur la tumorigenèse doit venir d’une autre dérégulation. 

Nous nous sommes aperçus que la protéine CBP/p300 était recrutée au niveau des foci via son 

interaction avec NUT. Comme NUT augmente son activité HAT, il se met en place un 

système original de propagation de part en part de l’acétylation des histones, permettant la 

formation des foci hyperacétylés. Nous avons pu montrer que les HDACs régulent cette 

propagation, car leur inhibition entraîne la propagation des foci, et in fine leur dissolution, par 

dilution des protéines BRD4-NUT et CBP/p300 au sein du noyau. Le traitement des cellules 

avec des inhibiteurs des HDACs, et donc la perte des foci, permet la différenciation des 

cellules et leur entrée en apoptose. Ainsi, la formation de ces foci est intimement corrélée à la 

tumorigenèse des cellules. De plus, malgré la formation de foci hyperacétylés, le niveau 

global d’acétylation des histones au sein des cellules diminue ou reste stable. Ces deux 

observations laissent supposer que l’élément majeur de la tumorigenèse de ces cellules est la 

dérégulation de l’activité HAT de CBP/p300. En effet, CBP/p300 semble être séquestrée au 

niveau de ces foci, et absente du reste du noyau. La protéine CBP/p300 est donc incapable 

d’aller acétyler correctement les autres régions du génome, et il est vraisemblable que son 

activité de co-activateur transcriptionnel soit également inhibée. Ainsi, les cellules BRD4-

NUT doivent avoir une baisse de leur niveau de transcription, et des données confirment cette 

hypothèse. L’équipe de C.French a en effet démontré que la perte des foci pas siRNA NUT 

entraîne une hausse globale de la transcription des cellules. Les foci BRD4-NUT inhibent 

donc la transcription, et les cellules semblent souffrir d’un manque de CBP/p300. 

L’observation de la co-localisation de P-TEFb au niveau des foci laisse imaginer que ce 

facteur manque également à la machinerie transcriptionnelle cellulaire ailleurs dans le noyau.  

Ce cas de figure de séquestration de CBP/p300 n’est pas unique. En effet, la protéine 

virale E1A est également capable de séquestrer CBP/p300 avec comme conséquence la 
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répression transcriptionnelle des facteurs utilisant normalement la protéine comme co-

activateur (Gallimore & Turnell, 2001). Enfin, certaines maladies formant des agrégats polyQ, 

comme la maladie de Huntington ou la maladie de Kennedy, séquestrent la protéine de par sa 

séquence C-terminale riche en glutamine, ce qui tend là encore à réprimer la transcription 

globale de la cellule (McCampbell et al, 2000). 

La dérégulation de la transcription n’est cependant pas la seule altération des cellules 

BRD4-NUT. Une baisse globale de la transcription peut évidemment amener une baisse 

d’expression des gènes suppresseurs de tumeurs, et réprimer certaines voies de signalisation. 

Nous avons démontré que la protéine BRD4-NUT intervient également dans le phénomène de 

transformation cellulaire en inactivant la protéine p53. La protéine p53 est un facteur central 

du contrôle de la bonne condition d’une cellule. De façon surprenante, les cellules HCC2429 

ont une protéine p53 intègre, car nous avons séquencé son gène, alors que la plupart des 

cancers arborent une mutation fonctionnelle ou une délétion du gène. Les cancers avec une 

protéine p53 sauvage mettent le plus souvent en place un système contournant les voies de 

signalisation de p53 : soit en empêchant son expression ou sa stabilisation, soit en inactivant 

la réponse cellulaire de p53 en aval. Curieusement, les cellules HCC2429 présentent une forte 

expression constitutive de p53. La protéine est donc stabilisée mais d’une certaine manière 

inactivée. Une façon de stabiliser la protéine p53 est d’empêcher son interaction avec MDM2, 

son principal régulateur, qui l’ubiquitine et l’envoie ainsi en dégradation. Cette stabilisation 

peut se faire via différentes modifications post-traductionnelles de p53 (Figure D). Plusieurs 

phosphorylations de p53 semblent capables de stabiliser et activer la protéine (Brooks & Gu, 

2003). De plus, CBP/p300 est capable d’acétyler p53 au niveau de ses lysines 373 et 382, et 

cela permet également de stabiliser et activer la protéine (Brooks & Gu, 2003). Dans les 

cellules HCC2429, la forme acétylée et active de p53 n’est pas diffuse au sein du noyau 

comme peut l’être la protéine non acétylée, mais se localise au niveau des foci. Il est logique 

que la protéine p53 libre vienne être acétylée au niveau des foci séquestrant CBP/p300. 

Cependant, à notre plus grande surprise, les foci semblent également séquestrer la forme 

acétylée active de p53. Afin de nous affranchir d’une possible aspécificité de l’anticorps anti-

p53Kac, nous avons exprimé de façon ectopique la protéine BRD4-NUT au sein de cellules 

mutées pour p53, les H1299. Dans cette lignée, l’anticorps anti-p53Kac ne détecte aucun 

antigène (données non publiées).  

Les foci BRD4-NUT bloquent donc la signalisation d’apoptose en aval de l’activation 

de p53. En effet, dans ces cellules, malgré le fait que p53 non acétylée soit diffuse dans le 
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noyau, aucun des gènes cibles de la signalisation p53-dépendante n’est activé. Il serait 

intéressant de comprendre ce qui séquestre p53 dans les foci BRD4-NUT. La protéine 

CBP/p300 peut s’associer à la chromatine acétylée et à NUT en même temps, ce qui explique 

sans doute qu’elle se retrouve bloquée au niveau des foci. La protéine p53 est capable 

d’interagir spécifiquement avec CBP/p300, mais cette seule connexion permet difficilement 

d’expliquer sa séquestration. La protéine p53 est également capable de s’associer à l’ADN sur 

des séquences cibles retrouvées au niveau des promoteurs de certains gènes, mais il est peu 

vraisemblable que de tels gènes se retrouvent au niveau des foci, où leur transcription serait 

donc possible du fait de la présence de CBP/p300, P-TEFBb et p53. Il existe sans doute 

d’autres protéines séquestrées au niveau des foci de chromatine acétylée créés par BRD4-

NUT, permettant la formation de super-complexes inactifs. Cependant, le simple fait 

d’inhiber BRD4-NUT par siRNA NUT, soit par la perte des bromodomaines de BRD4-NUT, 

soit par l’inhibition des HDACs, entraîne la différenciation ou l’apoptose des cellules. La 

protéine BRD4-NUT est donc nécessaire pour l’initiation de la formation des foci, mais 

également pour leur maintien une fois formés.  

La différenciation et l’apoptose des cellules HCC2429 suite à la perte des foci est en 

fait la résultante de la réactivation des voies de signalisation de CBP/p300 et p53. En effet, 

ces protéines se retrouvent de nouveau libres dans le noyau. Sans que le niveau global de p53 

augmente, le simple fait que p53Kac ne soit plus séquestrée permet l’activation de 

l’expression de ses gènes cibles, tels que p21, PUMA et GADD45. Nous avons pu démontrer 

que p53 et son co-activateur transcriptionnel CBP/p300 se relocalisent notamment au niveau 

du promoteur du gène p21 suite à l’inhibition des foci par siRNA NUT. De plus, nos 

collaborateurs ont montré que cette inactivation de BRD4-NUT entraîne un gain du niveau de 

la transcription globale des cellules, reflétant vraisemblablement la réactivation de CBP/p300. 

Nous n’avons pas eu accès à leurs données transcriptomiques durant ma thèse, mais il serait 

particulièrement intéressant d’analyser les différentes voies réactivées par le siRNA NUT. 

Ceci pourrait permettre de confirmer la réactivation dans son ensemble des voies p53 et 

CBP/p300-dépendantes, tout comme de mettre au jour d’autres voies possibles inactivées par 

la formation des foci BRD4-NUT. Ces dernières informations pourraient être confirmées par 

la recherche au sein des foci BRD4-NUT de certains des acteurs des voies impliquées.  

Les découvertes des partenaires spécifiques de NUT apportent également d’autres 

possibilités de causes de formation des tumeurs. En effet, les protéines Stim1 et NF1, 

présentes dans le testicule où elles interagissent avec NUT, sont également exprimées dans le 
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reste des cellules somatiques. La protéine BRD4-NUT peut donc interagir avec et moduler 

leurs fonctions, comme NUT pourrait le faire au cours de la spermatogenèse. La protéine 

Stim1 est cependant uniquement retrouvée dans le cytoplasme, au niveau de la membrane du 

réticulum endoplasmique. Il apparait donc difficile que BRD4-NUT puisse moduler son 

activité. Malgré cela, il est excitant de remarquer que Stim1 et son partenaire Orai1 sont 

particulièrement importants pour la migration et la formation des métastases (Yang et al, 

2009). Une des caractéristiques des cancers NMC est leur grande capacité à produire des 

cellules métastasiques qui vont aller coloniser le reste des organes du patient. BRD4-NUT et 

Stim1 pourraient donc influer favorablement sur la formation de ces métastases. La protéine 

NF1 quant à elle, semble capable de se localiser à la fois dans le cytoplasme et dans le noyau 

des cellules (Vandenbroucke et al, 2004). Son rôle majeur est d’aller inactiver la protéine Ras, 

au niveau du cytoplasme, et de réguler ainsi négativement la prolifération cellulaire (Figure 

C). Par contre, les fonctions de NF1 au sein du noyau sont encore inconnues. Une mutation de 

NF1 est le plus souvent associée à la formation de cancers, suite à son incapacité de bloquer la 

voie Ras (Trovo-Marqui & Tajara, 2006). Il est particulièrement excitant d’imaginer que la 

protéine BRD4-NUT puisse séquestrer la protéine NF1 lors de ses trajets dans le noyau, 

comme elle le fait avec de nombreuses autres protéines. Cette séquestration empêcherait la 

répression de la voie de prolifération de Ras, connectée avec la voie mTOR et les voies de 

transcription CREB-dépendantes. Ainsi, malgré le fait que la transcription soit globalement 

diminuée dans les cellules BRD4-NUT, les voies de prolifération Ras-dépendantes 

constitutivement actives permettraient d’immortaliser les cellules et de participer ainsi à la 

tumorigenèse. Enfin, on peut imaginer qu’une fois exprimée dans les cellules somatiques, la 

protéine NUT puisse se découvrir de nouveaux partenaires auxquelles elle n’était pas 

confrontée dans les cellules germinales spermatides. Il serait intéressant de réaliser une co-

immunoprécipitation de la protéine BRD4-NUT grâce à l’anticorps NUT, et d’analyser les 

différents partenaires en spectrométrie de masse. Il serait également intéressant de réaliser 

cette expérience au sein des différentes lignées cellulaires exprimant NUT sans impliquer une 

translocation. L’ensemble de ces données permettrait à coup sûr de mettre en évidence 

d’autres mécanismes de dérégulation de l’homéostasie cellulaire par la protéine NUT, 

participant à la tumorigenèse. 

La translocation BRD4-NUT implique qu’un des allèles de BRD4 soit dérégulé. 

Cependant, il reste encore une copie intègre du gène, et une des autres conséquences possible 

de la protéine fusion BRD4-NUT pourrait être tout simplement une haplo-insuffisance de 



p. 213 

 

BRD4. En effet, BRD4 est une protéine capitale pour la machinerie transcriptionnelle, car elle 

recrute au niveau de région de chromatine acétylée le facteur P-TEFb, permettant alors 

l’activation de la phase d’élongation de la transcription. Plusieurs études font apparaître que la 

protéine BRD4 puisse être le facteur déclenchant d’une transcription active, car l’ARN 

polymérase II et CBP/p300 sont retrouvées sur les promoteurs de gènes non transcrits 

jusqu’au recrutement du complexe BRD4/P-TEFb (Byun et al, 2009). Ainsi une seule copie 

valide de BRD4 pourrait nuire à la transcription générale des cellules en addition des 

possibles absences de CBP/p300 et P-TEFb séquestrées dans les foci BRD4-NUT. Enfin, 

BRD4 est indispensable à la division cellulaire. En effet, la seule délétion d’un des deux 

allèles de BRD4 entraîne des arrêts en mitose avec des problèmes de ségrégation des 

chromosomes (Nishiyama et al, 2006). Cependant, les cellules BRD4-NUT ne semblent pas 

présenter de troubles mitotiques malgré l’absence d’un allèle valide de BRD4. 

Enfin, la région 5’ du gène NUT semble être une région chromosomique fragile, apte à 

casser et à se transloquer ailleurs sur le génome. La région promotrice 5’ de NUT est partagée 

avec la région promotrice d’un gène inversé, NOLA (ou Nop10). Ainsi, les translocations 

BRD4-NUT ou BRD3-NUT pourraient déstabiliser la régulation d’un des deux allèles codant 

pour NOLA, créant également une haplo-déficience de la protéine. NOLA est une protéine 

nucléolaire capitale pour la production de la sous unité 18S des ARN ribosomaux (Reichow & 

Varani, 2008). Il serait tentant d’imaginer que la translocation BRD4-NUT inhibe la 

répression d’un des deux allèles de NOLA, ce qui aurait comme conséquence la diminution de 

la production des ARN ribosomaux. Ainsi, une baisse effective du niveau de la traduction 

pourrait venir s’ajouter à la baisse transcriptionnelle due à la séquestration de CBP/p300. La 

détection d’une baisse de transcription du gène NOLA dans les cellules transloquées reste 

cependant difficile à obtenir. En effet, il sera délicat d’avoir un référentiel correct du niveau 

d’expression de NOLA ou du niveau de production de la sous-unité ARN 18S, et les études ne 

pourraient se faire qu’en comparaison de cellules similaires sans translocation, mais 

néanmoins différentes des HCC2429. Les analyses transcriptomiques réalisées par nos 

collaborateurs de l’équipe de C.French pourraient ainsi ne refléter qu’une partie de la baisse 

généralisée de la quantité de production de protéine au sein des cellules tumorales.  

Les cancers NUT de la ligne médiane résultent donc d’une dérégulation épigénétique 

provoquée par la formation de foci hyperacétylés. Le facteur principal nécessaire à la 

tumorigenèse des cellules semble être l’addition de bromodomaines à la protéine NUT, car les 

translocations BRD3 ou BRD4-NUT conduisent à la formation de ces foci. Malgré la grande 
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homologie entre BRD3 et BRD4, leurs fonctions peuvent être différentes, mais ne semblent 

pas capables de différencier les deux sous-classes de cancers NMC. De plus, la spécificité de 

reconnaissance des bromodomaines de BRD3 (H4K5ac H4K16a) et de BRD4 (H3K14ac, 

H4K5ac, H4K12ac) n’influe pas sur la formation des foci. Ces bromodomaines pourraient 

cependant moduler la localisation de ces foci, mais au vu des similarités entre les deux 

cancers, la localisation spécifique sur la chromatine de ces foci ne semble pas être un facteur 

déterminant de la tumorigenèse. Lors de la caractérisation des cancers NMC, l’équipe de 

French a également détecté des cancers impliquant une translocation NUT différente d’avec 

BRD3 ou BRD4. Il serait particulièrement intéressant de mieux caractériser ces autres sous-

types de cancer afin de rechercher des partenaires à bromodomaines ou autres domaines de 

reconnaissances de marques épigénétiques.  

La caractérisation et la détection systématique de ces cancers sont primordiales. En 

effet, ces cancers sont extrêmement agressifs, mais au vu des connaissances moléculaires que 

nous avons acquises au cours de ma thèse, ils présentent des facilités de diagnostic et de 

thérapies. Comme ils impliquent l’expression illégitime d’une protéine spécifique du testicule, 

ils peuvent être facilement diagnostiqués. En effet, la protéine NUT est un marqueur de choix 

pour détecter ces cancers, car elle n’est normalement jamais exprimée dans aucun autre tissu 

que le testicule. L’utilisation d’un anticorps anti-NUT sur des coupes de tissus après biopsie 

serait un outil efficace. La recherche systématique par transcriptomique ou par test Elisa de 

l’expression de NUT serait également un outil à grande échelle permettant de cribler les 

cancers NMC parmi d’autres. Enfin, une manière encore plus simple, mais sans doute moins 

précise, consisterait à rechercher des anticorps produits par le patient contre la protéine 

antigénique NUT. En effet, l’ensemble des protéines spécifiques du testicule n’est pas 

reconnu comme du soi par le système immunitaire, du fait de la barrière hémato/testiculaire, 

similaire à la barrière retrouvée dans le cerveau. Toute expression illégitime de facteurs 

spécifiquement testiculaires entraîne donc une réaction immunitaire contre du non-soi. Si des 

fractions de la protéine NUT sont excrétées en dehors des cellules tumorales, elles se 

retrouvent en contact avec le système immunitaire et entraîneront donc la production 

d’anticorps spécifiques. Enfin, une fois le cancer diagnostiqué, nous avons pu montrer que la 

répression de la formation des foci entraîne l’apoptose des cellules tumorales. L’équipe de C. 

French a confirmé cela en réalisant le premier traitement efficace d’un patient atteint d’un 

cancer NMC à l’aide du Vorinostat. Malheureusement, malgré une rémission significative de 

la tumeur, le patient n’a pas supporté les effets secondaires de cette drogue, et l’obligation 
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d’arrêter le traitement a conduit irrémédiablement à sa mort, provoquée par de nombreuses 

métastases. Il serait donc judicieux de tenter d’autres inhibiteurs de HDACs, ou comme nous 

l’avons vu dans l’introduction, coupler ces thérapies avec un régime alimentaire agissant en 

synergie vers la guérison. Il pourrait également être envisagé de tenter un ciblage des cellules 

tumorales afin d’éviter les effets secondaires néfastes de ces inhibiteurs sur le reste des 

cellules du corps humain. Ici encore, la spécificité de la protéine NUT pourrait être utilisée, 

du fait de son expression spécifique aux tissus tumoral et testiculaire.  

 

IV) Conclusion 

 

Malgré la grande agressivité des cancers NMC, les connaissances après ma thèse nous 

permettent d’espérer un diagnostic et un traitement efficace. Il est important de continuer à 

caractériser la protéine NUT et sa forme fusionnée BRD-NUT, et de l’utiliser comme 

marqueur et vecteur thérapeutique potentiels afin de lutter efficacement contre ces cancers. 

Enfin, la protéine NUT peut avoir une fonction majeure au cours de la spermatogenèse, et mes 

travaux de thèses ont permis de soulever un grand nombre de questions et d’hypothèses qu’il 

faudra maintenant confirmer ou infirmer. La poursuite du projet au laboratoire avec la 

génération de souris délétées du gène NUT apportera certainement une partie de ces réponses. 
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 Au cours de mon doctorat, j’ai participé à la réalisation de plusieurs revues 

scientifiques. Deux d’entres elles seront présentées dans ces annexes. La première résume les 

modifications épigénétiques ayant lieu au cours de la spermiogenèse, et la seconde résume 

nos connaissances actuelles sur l’enlèvement des histones a cours de la spermiogenèse.  

  





In the 1980s, pronuclei transfer experiments showing that 

zygotes with either two male or two female haploid pronuclei 

could not develop, demonstrated that the male and female 

haploid genomes, although each contributing half of the 

genetic information, were not equivalent (McGrath and Solter, 

1984). This observation has led to the discovery of the so-

called imprinted genes, which are monoallelically expressed, 

either from the maternal or from the paternal allele (Cattanach 

and Kirk, 1985). It is now known that these genes, which are 

crucial for early embryo development, are grouped in clusters, 

and that the allelic differences in their expression correspond 

to differential DNA methylation in the cis-regulatory control 

regions, named imprint control regions (ICR) between the 

paternal and the maternal chromosomes (Reik and Walter, 1998, 

2001; Mann, 2001; Reik et al., 2001, 2003; Kierszenbaum, 

2002; Li, 2002). These allelic differences in the paternal and 

maternal DNA methylation profiles of the ICR are erased 

early during gametogenesis (in primordial germ cells), and 

then acquired in a sex-specific manner during oogenesis and 

spermatogenesis (for review see Reik et al., 2001; Delaval and 

Feil, 2004; Allegrucci et al., 2005; Reik, 2007; Schaefer et 

al., 2007). Hence, along with its genome, each gamete brings 

sex-specific epigenetic information, which is crucial for early 

development of the embryo. In addition to the sex-specific 

DNA methylation reprogramming mentioned above, it has also 

been established that the male genome is globally restructured 

and reorganized during spermatogenesis.

The composition of the epigenome in the mature sperm cell is 

the result of a major restructuring of the genome, which takes 

place in the late phases of spermatogenesis, in post-meiotic 

maturing spermatids. The molecular mechanisms underlying 

this genome reorganization are just starting to be understood. 

The resulting sperm-specific genome structure could be crucial 

for the epigenetic information conveyed to the embryo, but this 

structure is still poorly known.

Another important global chromatin restructuring takes place 

immediately after the fusion of the sperm and the egg. It 

involves male genome decompaction, partly mirroring its post-

meiotic compaction, followed by a series of chromatin changes 

of both maternal and paternal pronuclei, finally leading to their 

fusion and the first embryonic mitotic division.

The present review will focus on chromatin transitions affecting 

the genome, in male maturing germinal cells as well as in the 

early 1-cell embryo. Although at these stages the genome is 

globally remodelled, several studies have recently revealed that 

specific genomic regions, including the sex chromosomes and 

pericentric heterochromatin are differentially modified and are 

sites of specific chromatin reorganization.

Chromatin reorganization during 

male gametogenesis

One of the most dramatic chromatin remodelling and genome 

reorganizations ever observed takes place during the post-

meiotic maturation of male germ cells. After meiosis, early male 

haploid cells, or spermatids, inherit a somatic-like chromatin-

based genome organization. During the following stages of their 

maturation, histones are removed and replaced by testis-specific 

basic proteins, namely transition proteins and then protamines, 

the latter being responsible for the very tight compaction of 

the sperm genome. Spermiogenesis is also associated with 

the extinction of gene transcription. Indeed, transcription is 

active in spermatogonia, pachytene spermatocytes and round 

spermatids. It is thought to stop shortly after in elongating 

spermatids (Sassone-Corsi, 2002).

Genome-wide nuclear protein transitions 

in condensing spermatids

During spermatid differentiation, between histone removal 

and the incorporation of protamines, transition proteins 

represent 90% of the basic proteins associated with chromatin 

(for reviews see Poccia, 1986; Wouters-Tyrou et al., 1998; 

Meistrich et al., 2003).

In humans, transition protein 1 (TP1) appears in step 3 to 4 

spermatids, whereas TP2 is present in step 1 to 5 spermatids 

(Steger et al., 1998). Although their time of appearance 

during spermiogenesis suggests that they actively contribute 

to the process of post-meiotic sperm nuclear packaging, the 

molecular basis of their action has not yet been unravelled.

Experimental disruption of the major transition nuclear 

protein (TNP) genes, TNP1 (Yu et al. 2000) or TNP2 

(Adham et al., 2001; Zhao et al., 2001) produces subfertile 

knockout mice, with an abnormal processing of protamine 

2 (which is normally produced from a large precursor, 

subsequently undergoing a proteolytic maturation), and 

insufficient nuclear condensation. The absence of one TNP 

gene seems to affect the displacement of the other TNP 

gene, leading to its abnormal retention (Zhao et al., 2004). 

By examining the effect of the nine possible combinations 

of heterozygous and homozygous TNP1 and/or TNP2 

null mutations, a general decrease in normal morphology, 

motility and chromatin condensation has been observed, as 

well as in protamine 2 processing, with decreasing global 

levels of transition proteins in epididymal spermatozoa 

from mutant mice, suggesting some functional redundancy 

between TNP1 and TNP2 (Shirley et al., 2004). Moreover, 

the fact that spermatozoa from double heterozygous 

males (TNP1-/+; TNP2-/+) show fewer abnormalities than 

spermatozoa from males homozygous for a single TNP-

null mutation suggests that the redundancy of TNP function 

is only partial. Interestingly, following intracytoplasmic 

sperm injection (ICSI) with testicular spermatids from mice 

lacking both TNP genes, the success rate of fertilization 

was one third of that of wild-type mice, and fewer pre-

implantation embryos developed to the morula/blastocyst 

stage (Shirley et al., 2004).

The molecular mechanisms driving the incorporation and 

removal of transition proteins are unknown. Recent results 

suggest that chaperones are involved. Indeed, the HSP70.2 

protein, known to play a critical role in the completion of 

meiosis during male germ cell differentiation, acquires new 

functions in post-meiotic cells, where it becomes a chaperone 

of TP1 and TP2 (Govin et al., 2006a).

In the final stages of spermatid condensation, the protamines 

become the predominant nuclear proteins. Protamines 

are highly basic proteins of low molecular mass that are  493
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associated with nuclear DNA in the spermatozoa. They 

are responsible for the DNA being packaged in a very  

compact manner (Wouters-Tyrou et al. 1998; Lewis et al., 

2003b). In several mammals, including humans and mice, 

two protamines, Prm1 and Prm2, are present in sperm  

nuclei. It has been shown that both protamines are  

essential for normal sperm function, and that  

haploinsufficiency caused by a targeted disruption of one 

allele of either Prm1 or Prm2 results in a reduced amount 

of the respective protein, an abnormal processing of Prm2 

and prevents genetic transmission of both mutant and wild-

type alleles (Cho et al., 2001). Using single-cell DNA 

electrophoresis (comet assay) and ultrastructural analysis 

these workers have further demonstrated a direct correlation 

between haploinsufficiency of Prm2 and spermatozoa with 

damaged DNA and a reduced compaction of chromatin (Cho 

et al., 2003). The use of Prm2-deficient sperm for ICSI of 

metaphase II mouse eggs showed that, although most eggs 

were reactivated, only a few were able to develop to the 

blastocyst stage. According to these results, Prm2 would be 

essential for maintaining the integrity of sperm chromatin, 

and early embryo development (Cho et al., 2003).

The phosphorylation of protamines has also been shown to 

be essential. Indeed, mutation of the calmodulin-dependent 

protein kinase Camk4, which phosphorylates Prm2, results in 

defective spermiogenesis and male sterility (Wu and Means, 

2000; Wu et al., 2000).

The structure of nucleoprotamine, predominant in the 

mature sperm nucleus, is significantly different from that of 

nucleosomes. Essentially, complete neutralization of DNA 

negative charge by basic amino acids, present in fish as well 

as mammalian protamines, results in a very tight packaging 

of the DNA (Balhorn, 1982; Risley, 1990; Raukas and 

Mikelsaar 1999).

Although the global transitions in nuclear proteins mentioned 

above have been know for some time, the molecular basis of 

the driving elements controlling them is only starting to be 

deciphered.

Before global histone removal, two specific kinds of 

events affecting the nucleosome have been described: the 

incorporation of histone variants (Trostle-Weige, 1984; 

Meistrich et al., 1985; Grimes, 1986; Nickel et al., 1987; De 

Lucia et al., 1994; Churikov et al., 2004) and an increased 

global acetylation of the core histone tails (Grimes et al., 

1975; Christensen and Dixon, 1982; Oliva and Mezquita, 

1982; Christensen et al., 1984; Grimes and Henderson, 1984; 

Meistrich et al., 1992; Hazzouri et al., 2000a; Sonnack et al., 

2002; Faure et al., 2003; ). It has been postulated that these 

modifications could result in a looser nucleosomal structure, 

and facilitate the recruitment of factors and complexes further 

involved in histone replacement. (For reviews, see Govin et 

al., 2004;Caron et al., 2005).

More recently, specific functions have been described for 

some histone variants and histone modifications, which are 

leading to a better understanding of epigenomic changes 

during male gametogenesis.

Role of histone variants in remodelling 

and compartmentalizing the meiotic 

and post-meiotic genome during male 

gametogenesis

Histone variants are non-allelic forms of the conventional 

histones (Malik and Henikoff, 2003). Several histone variants 

replace canonical histones during spermatogenesis, many of 

them are incorporated during meiosis, and the function of some 

of them is beginning to be understood (for reviews see Lewis et 

al., 2003a; Govin et al., 2004; Rousseaux et al., 2005). However, 

the functions of several testis-specific histone variants, such as 

TH2A, TH2B, TH3 (in rat) or H3t (in the human) have not been 

defined (Rao et al., 1983; Trostle-Weige et al., 1984; Meistrich 

et al., 1985; van Roijen et al., 1998).

Among the linker histone variants (Khochbin, 2001), the main 

known testis-specific variant is H1t, which is incorporated during 

meiosis, and is likely to act post-meiotically. Interestingly, 

H1t-/- mice are fertile (Drabent et al., 2000, 2003; Lin et al., 

2000). Another linker histone variant, HILS1 (H1-like protein 

in spermatids), was identified in mouse and human testis (Iguchi 

et al., 2003; Yan et al., 2003). Its expression profile suggests 

that it could replace H1t in elongating condensing spermatids 

and be involved in reorganizing chromatin in these cells. 

Another variant, H1t2, is expressed late during spermatogenesis 

(Martianov et al., 2005; Tanaka et al., 2005). Its polar nuclear 

localization in elongating and condensing spermatids, as well 

as the phenotype of the mutant mice in which this gene was 

inactivated, suggests a major role for this variant during post-

meiotic chromatin remodelling.

Several variants of the core histone H2A are involved in the 

formation of a separate chromatin domain called the sex body, 

which characterizes the mammalian male meiotic prophase 

(Handel, 2004). Within this specific DAPI 4,6-diamidino-2-

phenylindole-dense structure, the X and Y chromosomes are 

partially synapsed and transcriptionally silenced, a process 

termed meiotic sex-chromosome inactivation or MSCI (Turner, 

2007). The variants, which have been found associated with 

MSCI, include macroH2A.2 (Motzkus et al., 1999; HoyerFender 

et al., 2000; Turner et al., 2001), H2AX (Fernandez-Capetillo 

et al., 2003), H3.3 (van der Heijden et al., 2007), and H2AZ 

(Greaves et al., 2006). According to these studies, MSCI is 

initiated by the asynapsis of the non-homologous regions 

of the sex chromosomes, and triggered by phosphorylation 

of H2AX (Turner et al., 2004, 2005). There is now recent 

evidence that some degree of transcriptional repression of 

the sex chromosomes is retained in post-meiotic cells as a 

direct consequence of MSCI (Turner et al., 2006). In round 

spermatids, repressive chromatin marks, such as histone H3 

dimethylated on lysine 9 and heterochromatin protein Hp1beta/

CBX1, have been shown to co-localize, not only with the round 

chromocentre (corresponding to the pericentric heterochromatin 

region) but also with the nearby X or Y DAPI-dense domain 

(Turner et al., 2006). Moreover, the histone variant H2A.Z, 

which was shown to be enriched in the sex chromosome domain 

in post-meiotic cells, could also have a role in maintaining the 

sex chromosomes in a repressed state (Greaves et al., 2006). 

Recently, de Boer and collaborators have demonstrated that 

nucleosomes are massively replaced shortly after the induction 

of MSCI, resulting in the exclusive incorporation of the H3.3 494
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variant (van der Heijden et al., 2007), which, interestingly, was 

previously known as an ‘active’ chromatin mark. This process 

is accompanied by loss of all H3 modifications followed by 

reacquisition of a specific set of H3 modifications in the post-

meiotic sex chromosome domain. Together, these studies 

suggest that the sex chromosomes define a specific chromatin 

domain in the male meiotic and post-meiotic germinal cells, 

which is functionally differentiated by the recruitment of 

specific histone variants and modifications.

Recent work suggests that core histone variants could also be 

incorporated in specific genomic regions of late spermatids, 

despite the removal of most core histones from the rest of the 

genome. Indeed, three new core histone variants, homologous 

to H2A and H2B, have been identified recently and named 

H2AL1, H2AL2 and H2BL1, respectively (Govin et al., 2007). 

Interestingly, these new histone variants are incorporated very late 

during spermiogenesis, when most other histones are removed, 

and remain present in the mature spermatozoa. They are part 

of new chromatin structures, which associate with pericentric 

heterochromatin regions in late condensing spermatids, and 

could therefore be involved in specifically reprogramming these 

regions during male gametogenesis (see below).

Genome-wide histone acetylation and 

initiation of pericentric heterochromatin 

reprogramming

A massive increase in global histone acetylation, which mostly 

affects H4 and H2A, takes place in elongating spermatids in 

many species (Oliva and Mezquita, 1982; Meistrich et al., 

1992), including mice and humans (Hazzouri et al., 2000a; 

Faure et al., 2003).

In addition to this global increase in histone acetylation, 

phosphorylation of H4 serine 1 (S1), could also be an important 

event involved in genome post-meiotic reprogramming 

(Krishnamoorthy et al., 2006). Recently Kimmins and 

co-workers observed that histone H3 lysine 4 mono-, di- 

and trimethylation is finely regulated during mammalian 

spermatogenesis and suggested that this mark, which interacts 

with transcriptional regulatory complexes, could be involved 

in the epigenetic control of the specific transcriptional 

programme governing male germ cell differentiation 

(Godmann et al., 2007). The analysis of the other histone 

modifications did not highlight any other remarkable event (M 

Godmann, unpublished).

In addition, the authors and other researchers observed that the 

genome-wide histone H4 hyperacetylation, which occurs at the 

beginning of spermatid elongation, is followed by a dramatic 

reprogramming of the pericentric heterochromatin (van der 

Heijden et al., 2006; Govin et al., 2007).

In interphase somatic cells, pericentric heterochromatin from 

several chromosomes tend to cluster and form the so-called 

chromocentres, which are DAPI-dense regions, and are 

particularly visible in mouse cells (Haaf and Schmid, 1991; 

Guenatri et al., 2004). Investigations on the molecular nature 

of heterochromatin at chromocentres have shown that histone 

methyltransferases homologous to Su(var)3–9 specifically 

methylate lysine 9 of histone H3 at chromocentres (Peters et 

al., 2001) and that the heterochromatin proteins HP1 alpha 

and beta bind these modified histone tails (Muchardt et al., 

2002; Cheutin et al., 2003; Gilbert et al., 2003; Maison and 

Almouzni, 2004).

After the completion of meiosis, in early round spermatids, 

the pericentric heterochromatin regions become grouped and 

organized in a unique round chromocentre. Investigations show 

that, in these cells, the chromocentre exhibits all the expected 

characteristics of somatic-cell heterochromatin, including 

association with HP1 (heterochromatin protein 1) proteins 

and enrichment in H3 trimethylated in lysine 9 (H3K9me). 

Interestingly, in elongating spermatids, it has been shown 

that the occurrence of the global histone H4 hyperacetylation 

corresponds to a decompaction of this unique chromocentre, 

followed by a complete reprogramming of these pericentric 

regions. Initially devoid of acetylated histones, these regions gain 

histone H4 acetylation, and loose the associated HP1 proteins. 

However, despite the spreading of histone acetylation, H3K9me 

remains associated with these pericentric regions. A detailed 

analysis shows that, at this stage, pericentric heterochromatin 

is composed of a mixture of nucleosomes individually bearing, 

either the usual H3K9me mark or acetylated H4, but not both. 

Moreover, as the elongation/condensation of the spermatids 

proceeds, histone acetylation persists in the pericentric regions, 

while it disappears from the other regions, reflecting global 

histone removal in the latter (Govin et al., 2007).

These data suggest that histone acetylation is associated not 

only with global histone replacement by transition proteins (in 

most of the genome) but also with constitutive heterochromatin 

reprogramming.

Genome-wide compaction of acetylated 

chromatin by a testis-expressed double 

bromodomain-containing protein

In order to establish a molecular link between histone acetylation 

and their replacement, Pivot-Pajot et al. (2003) looked for factors 

potentially capable of reading and functionally interpreting 

these specific histone acetylation marks, i.e. factors bearing 

the acetyl–lysine binding module, the bromodomain. Testis-

specific bromodomain (BRDT) is a double bromodomain-

containing protein expressed in testis. It is present during the 

critical post-meiotic stages, and is a very interesting possible 

candidate factor.

These investigations showed that BRDT has the extraordinary 

capacity of compacting chromatin, in vivo and in vitro, in 

a strictly acetylation-dependent manner (Pivot-Pajot et al., 

2003). This function is highly dependent on the integrity of 

its bromodomains and their ability to bind acetylated histone 

H4. It was further shown that BRDT colocalized very precisely 

with acetylated genomic regions throughout spermiogenesis 

(Govin et al., 2006b). These results suggested that BRDT could 

indeed be involved in an early global compaction of acetylated 

chromatin occurring in condensing spermatids. Accordingly, 

recent observations showed that male mice bearing a 

homozygous deletion of the first bromodomain of BRDT are 

infertile, with signs of defective post-meiotic genome packaging 

(Shang, 2007; S Rousseaux, unpublished).
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Pericentric heterochromatin regions 

remain associated with specific 

nucleosomes and nucleosome-like 

structures in condensing spermatids

In condensing spermatids, the persistence of nucleosomes 

associated with constitutive heterochromatin, despite their 

replacement in all other regions, was observed (van der Heijden 

et al., 2006; Govin et al., 2007). This suggested that specific 

chromatin-associated structures and proteins could differentiate 

these regions from the rest of the genome. A digestion of 

condensing spermatid nuclei by micrococcal nuclease (MNase) 

confirmed this hypothesis, and identified two MNase-resistant 

structures in these cells. One was identical to the somatic 

nucleosome and one was of a smaller size and contained new 

testis-specific histone H2A and H2B variants that have been 

named H2AL1, H2AL2, and H2BL1 (Govin et al., 2007). 

More detailed investigations showed that TH2B, a previously 

identified testis-specific H2B variant of unknown function 

(Rao et al., 1983; Meistrich et al., 1985; van Roijen et al., 

1998), could provide a platform for the structural transitions 

accompanying the incorporation of these new histone variants 

(Govin et al., 2007). Both structures, as well as the new 

histone variants, were specifically associated with pericentric 

heterochromatin in late condensing spermatids as well as in 

mature spermatozoa. The new nucleosome-like structures that 

were associated with pericentric heterochromatin could convey 

information important for embryo development.

Working model for post-meiotic chromatin 

remodelling

After the completion of meiosis, the induction of a massive 

and genome-wide histone hyperacetylation triggers the 

reprogramming process. This is associated with histone 

replacement in most of the genome and a specific reprogramming 

of pericentric heterochromatin (Figure 1).

In elongating spermatids, histone acetylation would signal their 

removal and degradation. BRDT would link histone acetylation 

to: (i) a first step of genome compaction and massive histone 

removal in most of the genome; and (ii) to nucleosome survival 

and histone exchange, with incorporation of new histone 

variants, in pericentric regions.

The assembly of these structures allows regional differentiation 

of the male genome to be established in mature spermatozoa, 

mediating the transmission of yet unknown male-specific 

epigenetic information to the embryo. All these events should 

somehow be linked together. Future efforts should focus on 

establishing these links.

The sperm epigenome

In an effort to understand the global composition of the sperm 

nucleus, the basic unit of the nucleoprotamine structure was 

elucidated (Brewer et al., 1999, 2002; Balhorn, 1982, 1989; 

Fita et al., 1983), and it has been proposed that it is organized 

into loop domains attached at their bases to a nuclear matrix 

(Ward and Coffey, 1990, 1991; Ward, 1994; Ward and 

Zalensky, 1996; Yabuta et al., 2006).

The relationship between function and nuclear organization 

has been well established in somatic cells (Cremer and 

Cremer, 2001; Fraser and Bickmore, 2007; Misteli, 2007). 

Several studies, describing the position of chromosomes and 

subchromosomal regions within the sperm nucleus (Zalensky 

and Zalenskaya, 2007), have established that, in the sperm 

cell, individual chromosomes define distinct territories 

(Haaf and Ward, 1995; Zalensky et al., 1995), which are 

not randomly positioned relative to one another (Luetjens et 

al., 1999; Hazzouri et al., 2000b), and that centromeres are 

grouped well inside the nuclear volume whereas telomeres 

are localized at the nuclear periphery, where they interact in 

dimers and tetramers (Meyer-Ficca et al., 1998; Hazzouri et 

al., 2000b; Zalenskaya and Zalensky, 2002). A refined model 

for the organization of the nucleoprotamine fibre within the 

chromosome and subchromosomal domains has now been 

proposed (Mudrak et al., 2005). The functional significance 

of this specific sperm nuclear architecture remains to be 

clearly defined.

Although the main component of sperm chromatin is the 

nucleoprotamine unit, the work described above, as well 

as other studies, suggest that the sperm nucleus structure 

is actually more heterogeneous and complex than initially 

thought. One hypothesis is that different chromatin structures 

could be associated with specific regions of the genome, 

defining a specific epigenetic code, which could be transmitted 

to the embryo, and be important for its development.

Several mammalian species retain a dual nucleohistone/

nucleoprotamine organization within their sperm chromatin, 

including humans (Gatewood et al., 1987) and mice (Pittoggi 

et al., 1999). The human sperm nucleus retains about 15% 

of the usual haploid histone complement and also contains 

a heterogeneous mixture of protamines (Balhorn et al., 

1987) and other basic proteins (Tanphaichitr et al., 1978; 

Ammer et al., 1986; Gusse et al., 1986). Gatewood and 

collaborators have demonstrated that the nucleohistone 

and nucleoprotamine portions of human sperm chromatin 

form discrete structures, which are, at least partly, sequence 

specific (Gatewood et al., 1987). They have also purified 

the four core histones from mature human sperm chromatin 

including H2A (and its variants H2A.X and H2A.Z), H4 (in 

its unacetylated and acetylated forms), H3.1 and H3.3, and 

H2B (Gatewood et al., 1990). Whether the nucleohistone/

nucleoprotamine dual structure corresponds to a specific 

differential arrangement of chromatin regions according 

to potential functions remains to be investigated. A few 

studies argue in favour of this hypothesis, which suggests 

that regions of the genome that conrtain genes that are either 

differentially expressed during spermatogenesis, such as the 

cluster PRM1-PRM2-TNP2 (Kramer et al., 2000; Martins 

and Krawetz, 2007), or that are expressed very early during 

embryogenesis are histone-enriched (Gardiner-Garden et al., 

1998; Wykes and Krawetz, 2003). Imprinted genes and some 

repetitive DNA regions could also be differentially marked 

(Wykes and Krawetz, 2003).

In addition, a human testis/sperm specific histone H2B, 

hTSH2B, was identified (Zalensky et al., 2002), which was 

found located at the basal nuclear area of a subpopulation 

(20%) of mature sperm. Interestingly this histone variant 

associates with a telomere-binding activity, suggesting 496
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Figure 1. Working model for post-meiotic chromatin remodelling. (A) Round spermatid nucleus with a somatic-like nucleosomal 

structure: DNA (black line) is wrapped around octamers of core histones (ovals) and internucleosomal DNA is associated with 

linker histones. Pericentric heterochromatin form a round chromocentre and is enriched in lysine 9 trimethylated histone 3 

(me3K9H3; parallelic shapes). (B) Early elongating spermatids: histones become globally hyperacetylated (round light circle), 

bromodomain, testis-specific (BRDT) associates with acetylated (Ac) histones (H) and compacts the genome, while most histones 

are removed. In pericentric heterochromatin histones remain and nucleosomes with acetylated histones co-exist with nucleosomes 

bearing me3K9H3. (C) In condensing spermatids, most histones have been removed and replaced by transition proteins (TP). 

Heterochromatin remains enriched with acetylated histones and bound BRDT. (D) In late-condensing spermatids and sperm cells, 

most of the genome is associated with protamines (Prm), but pericentric heterochromatin remains associated with testis-specific 

histones (H2A-like), forming a small nucleosome-like structure.



Symposium - Epigenetic reprogramming of the male genome - S Rousseaux et al.

a possible role during post-fertilization sperm nucleus 

decondensation (Zalenskaya and Zalensky, 2002).

Moreover, the recently identified mouse testis-specific H2A 

variants, H2A-L1 and H2A-L2, appear in late condensing 

spermatids, where they specifically mark pericentric 

heterochromatin regions, and remain in mature epididymal 

sperm (Govin et al., 2007). These variants could also 

be involved in directing the fate of these regions after 

fertilization. Hence, the presence of genomic islands that 

maintain a somatic-like chromatin structure despite the 

global transition into the nucleoprotamine structure during 

spermiogenesis could correspond to an essential mark for 

the establishment of adequate epigenetic information in 

the offspring. A detailed study of the chromatin features 

associated with specific genomic regions in the sperm 

nucleus will help to define these epigenetic marks. Finally, 

in addition to chromosomal architecture and histone variants 

and modifications, other factors could also be involved in 

the epigenetic information conveyed by the sperm nucleus, 

including non-coding RNAs.

The lack of detectable transcriptional activity during late 

post-meiotic stages, and the small cytoplasmic volume, 

supported the idea that DNA and chromatin were the only 

basis for the transmission of information by the male gamete 

to the embryo. Recent discoveries strongly suggest that this 

was a false idea. Indeed Krawetz and Miller have shown 

that spermatozoa from fertile men contain more than 3000 

different mRNA species (Ostermeier et al., 2002, 2004). 

Some of these RNAs encode proteins that are necessary for 

early embryo development, but the function of most of them 

is unknown. It has been shown that, in addition to mRNAs, 

the sperm cell contains small RNAs involved in regulating 

the expression of some genes (Ainsworth, 2005). Moreover, 

Rassoulzadegan and collaborators have recently demonstrated 

that the transfer of RNA molecules in fertilized eggs could 

induce a stable and transmissible phenotype (Rassoulzadegan 

et al., 2007). These data show that RNA molecules could be 

directly involved in the epigenetic information transmitted 

to the zygote. However, the molecular basis of this process 

remains to be explored.

Moreover, a recent set of data suggest that non-coding 

RNAs and their associated proteins, including piRNAs 

associated with the Argonaute family members PIWI/PAZ 

proteins, are involved in the silencing of transposon activity 

and maintaining genomic integrity in the male germ cells 

(O’Donnell and Boeke, 2007; Wu and Chu, 2008).

Chromatin remodelling and nuclear 

protein exchanges in the zygote

After fertilization, several major global changes in nuclear and 

chromatin composition occur in the early developing embryo, 

which are associated with the establishment of specific and 

regulated nuclear functions. Immediately after sperm entry, 

the volume of the paternal chromatin dramatically increases, 

protamines are removed and new histones are quickly 

incorporated from the oocyte cytoplasm (McLay and Clarke, 

2003). Despite the rapid acquisition of histones in the male 

pronucleus, the paternal and maternal genomes remain separated 

and undergo differential modifications of their chromatin and 

epigenetic marks during the first cell cycle.

Global chromatin structure and 

organization is different between paternal 

and maternal genomes in the 1-cell 

embryo

The DNA of the paternal genome is globally, actively and 

rapidly demethylated within the first 6 h after gamete fusion 

(Reik et al., 2001; Reik and Walter, 2001; Santos et al., 2002; 

Beaujean et al., 2004; Santos and Dean, 2004), whereas the 

maternal genome remains methylated. However, some specific 

regions of the paternal genome, including the paternally 

methylated imprinting control regions, are spared from this 

global demethylation. Recently, PGC7/Stella, a maternal 

factor essential for early development, was identified as the 

factor protecting the maternal genome as well as the paternal 

imprinting control regions (ICR) from this initial wave of DNA 

demethylation (Nakamura et al., 2006).

The histone composition of the paternal genome also drastically 

differs from that of the maternal genome owing to the predominant 

incorporation of the H3 variant H3.3 by the assembly factor 

Hira (van der Heijden et al., 2005). The variant H3.3 could be 

a key factor in maintaining the differentiation of the early male 

genome from the female, after histone incorporation. In the 1-

cell zygote, the respective histone modifications differ between 

the maternal and the paternal genomes (Morgan et al., 2005; 

Santos et al., 2005; van der Heijden et al., 2005, 2006).

A decade ago, it was observed that following fertilization, 

hyperacetylated H4 was associated with paternal but not with 

maternal chromatin (Adenot et al., 1997). Interestingly, histone 

H4 acetylated at K8 or K12 was recently observed even prior to 

full decondensation of the sperm nucleus, and it was suggested 

that these histones could have been inherited from the sperm 

cells, where they had remained specifically associated with 

pericentric heterochromatin (van der Heijden et al., 2006). 

Other marks, including H4 K5 and K16 acetylation, H3 K9, 

K14 and K18 acetylation, H3 S10 phosphorylation were shown 

to be absent from the epididymal sperm and present on the 

maternal histones incorporated during sperm decondensation 

(van der Heijden et al., 2006).

The only histone methylation marks observed in the early male 

pronucleus are monomethylation of H3K4 and H4K20, which 

are rapidly acquired in the decondensing male pronucleus (van 

der Heijden et al., 2005). The paternal genome also shows 

increasing monomethylation on lysine 9 and 27 of H3. Trimethyl 

H3-K27 is not observed in the male until the completion of 

DNA replication (Santos et al., 2005). Heterochromatin protein 

1 beta is abundant in the male pronucleus in association with 

monomethyl H3-K9, and it was suggested that its presence 

could help prevent further methylation of H3-K9 by histone 

methyl transferases (Santos et al., 2005).

The histones associated with the maternal genome show not 

only mono- but also di- and trimethylation of H3 on lysine 4, 9 

and 27, as well as trimethylation of H4 lysine 20.
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The role and meaning of this differential marking of the male 

and female genomes in the 1-cell embryo is not clear yet. 

However, the inefficiency of cloning technologies using somatic 

cell nuclear transfer suggests that it is essential for a successful 

embryonic development (Loi et al., 2008).

Pericentric chromatin is differentially 

marked in the male and female pronuclei

Interestingly, in the female pronucleus, trimethylation of H3K9 

and H4K20 are marks specifically localized in the pericentric 

heterochromatin, at the periphery of nucleolar precursor bodies 

(NPB, which form round-shaped structures devoid of nucleic 

acids within the nucleus) in the maternal pronucleus (Morgan 

et al., 2005). In contrast, in the male pronucleus, trimethylated 

H3K9 and trimethylated H4K20 are absent and HP1 beta and 

monomethylated H4K20 are homogeneously distributed (van 

der Heijden et al., 2005). This was recently confirmed by the 

work of Probst et al. (2007). Debey and collaborators, who 

focused on the reorganization of centric and pericentric regions 

during early mouse development, observed that, although the 

centromeres were predominantly present in the periphery of 

NPB, in both male and female pronuclei, these regions were 

enriched in late replicating DNA only in the female nucleus 

(Martin et al., 2006).

Altogether, these data suggest that the division between 

euchromatin and heterochromatin in the paternal chromatin 

is either non-existent or requires specific marks, which are 

different to those of the maternal or somatic chromatin. They 

also provide a molecular basis for understanding how the 

sex-specific marks of the paternal and maternal genomes are 

maintained during early development.

Several data also suggest that specific genomic regions, which 

are differentially marked during gametogenesis, are crucial 

for early genome reprogramming. For instance, it has been 

shown that the pericentric regions described above undergo 

progressive spatial and temporal reorganization in the early 

dividing embryo, until the blastocyst stage, when chromocentres 

acquire their somatic characteristics, which are important for 

the regulation of differential gene expression patterns (Martin 

et al., 2006). Other important sex-specific marks are those 

differentiating the male from the female X chromosome in 

XX embryos, enabling the process of imprinted X inactivation 

(Heard et al., 1997; Heard, 2004; Heard and Disteche, 2006; 

Wagschal and Feil, 2006).

Consequences of the male genome 

post-meiotic reprogramming on early 

development

The lower success rate for offspring production following 

round spermatid injection (ROSI) (Ogura and Yanagimachi, 

1995) compared with ICSI suggests that immature post-meiotic 

cells, although haploid, are not as efficient in supporting 

embryo development as mature spermatozoa. A recent study 

has identified epigenetic abnormalities specifically associated 

with embryos obtained from ROSI. Indeed, unlike the normal 

paternal genome, the paternal genome derived from a round 

spermatid, after being globally demethylated, is highly 

remethylated before first mitosis. Genomes from elongated 

spermatids exhibit an intermediate level of DNA remethylation, 

suggesting that the male germ cell acquires the ability to remain 

undermethylated in the 1-cell zygote during its post-meiotic 

maturation (Kishigami et al., 2006). The molecular basis of this 

property of the male genome remains to be elucidated.

Conclusion

Fundamental work has shown that a unique set of specific 

epigenetic modifications mark the male haploid genome 

during its post-meiotic differentiation, and that the pericentric 

heterochromatin and sex chromosome regions are differentially 

affected. Although the functional meaning of these modifications 

has yet to be unravelled, there is strong evidence that it 

affects male genome reprogramming during early embryonic 

development.

More effort is needed to understand the molecular basis of the 

epigenetic message, which is conveyed by the spermatozoan 

to the embryo, and how this message could be altered in 

patients suffering from infertility. This understanding will 

not only provide more insight into potential causes of male 

infertility, but will also help to evaluate the chances of assisted 

reproductive technologies being successful and resulting in 

the birth of healthy children. Moreover, some recent studies 

have highlighted adverse effects of environmental polluting 

components, including endocrine disruptors, on male germ 

cell epigenome reprogramming, leading to transgenerational 

transmission of adult-onset diseases such as spermatogenic 

defects and cancer (Anway and Skinner, 2007).
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Introduction

One of the last completely unknown biological pro-

cesses is the molecular basis of postmeiotic haploid

genome reprogramming. Our lack of knowledge of this

phenomenon includes sporulation in lower eukaryotes

and pollen formation in plants, as well as spermato-

genesis, all directing a large-scale genome compaction.

Simple and fundamental questions regarding the

molecular basis of genome compaction and reorganiza-

tion are completely unanswered. Additional questions

concern the assembly of new DNA-packaging proteins,

including specific histone variants and nonhistone

small basic proteins such as transition proteins (TPs)

and protamines (Prms) [1–4].

For about 30 years, these questions have inspired

various types of investigation, without providing any

insights into the molecular mechanisms involved.

These studies have, however, suggested that an essen-

tial element in histone replacement could be the very

nature of the testis-specific genome-packaging proteins

themselves. Indeed, in various species, histones are

replaced by small basic structural DNA-packaging

proteins [5]. In mammals, TPs are the first nonhistone

DNA-packaging proteins to appear in large amounts

and replace histones, which are in turn replaced by

Prms [1,6]. This is, however, not a general rule,

because, in some species of fish, birds and inverte-

brates, histones may be replaced directly by Prms and

Prm-like proteins [7,8]. Another important aspect of

the genome organization that occurs during male

germ cell differentiation is the replacement of canoni-

cal histones by a variety of histone variants, which

takes place extensively in meiotic and postmeiotic

cells before the replacement of almost all of the

histones.
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One of the most obscure phenomena in modern biology is the near

genome-wide displacement of histones that occurs during the postmeiotic

phases of spermatogenesis in many species. Here we review the literature to

show that, during spermatogenic differentiation, three major molecular

mechanisms come together to ‘prepare’ the nucleosomes for facilitated

disassembly and histone removal.
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Although no clear mechanisms have been proposed

for histone replacement, analysis of the literature

suggests that three general mechanisms act in combina-

tion to destabilize the nucleosomes and replace the

histones. These are: (a) large-scale incorporation of

histone variants, creating less stable nucleosomes; (b)

genome-wide histone hyperacetylation; and (c) compe-

tition for DNA binding with very basic DNA-interact-

ing nonhistone proteins such as TPs and Prms (Fig. 1).

Here, we review the literature on these three aspects,

to highlight our lack of knowledge about the mecha-

nisms controlling the shift from a nucleosome-based

genome organization to a genome packed via nucleo-

protamines.

Destabilization of the nucleosomes by
histone variants

In different species, many of the core or linker histone

variant genes are exclusively expressed in male germ

cells. In mice and humans, almost all of the H2A,

H2B, H3 and H1 variants are expressed in testis.

Among them, some are highly and ⁄or exclusively

expressed in spermatogenic cells, and, interestingly, the

only known H2B variants are testis-specific (Table 1).

Some of these H2A and H2B variants have been sub-

jected to structural and functional analyses, and all of

these studies point to the nucleosomes containing these

variants as being significantly less stable than those

composed of canonical histones.

The only testis-specific H2B variants, hTSH2B ⁄

TH2B and H2BFWT, that have been studied in a nucle-

osome showed a marked ability to induce nucleosome

instability when associated with somatic-type histones

[9,10]. Moreover, recently, five new testis-specific H2A

and H2B variants have been identified in the mouse,

and named H2AL1, H2AL2, H2AL3, H2BL1, and

H2BL2 [11]. Here again, investigation of nucleosomes

composed of some of these variants showed that

H2AL2 ⁄TH2B-containing nucleosomes are less stable

than those containing H2A ⁄H2B. These particular

studies also supported the idea that TH2B-containing

nucleosomes could be preferential sites for H2AL1-L2

8 16 Steps

Histones

Hyperacetylation

12

Transition proteins

Transitional states NucleoprotaminesNucleosomes

Protamines

Round spermatid Spermatozoon

Open chromatin 

& 

unstable nucleosomes

Hyperacetylation

Histone

replacement

by basic proteins 

Histone variants
TPs -   Prms

Histone proteolysis

Fig. 1. The secrets of histone disappearance in elongating spermatids. (A) Extensive incorporation of histone variants and global histone

hyperacetylation prior to their replacement create open chromatin domains containing unstable nucleosomes. The presence of highly basic

small DNA-packaging proteins such as TPs could facilitate histone eviction and a shift from a nucleosomal-based genome organization to

nonhistone protein-based DNA packaging.

Table 1. The list of testis-specific histone variants in the mouse

and human. Homologous proteins in the mouse and human

[1,11,15] are indicated by an asterisk. +, H2ABbd is an ortholog of

mouse H2AL1 ⁄ L2 [12] and, accordingly, is almost exclusively

expressed in testis (our unpublished data).

Histone variants Mouse Human

H2A H2Al 1* H2A.Bbd*+

H2Al 2*

H2Al 3

H2B H2Bl 1 hTSH2B*

H2Bl 2 H2BFWT

TH2B*

H3 H3t H3T

H1 H1t H1T

H1t2 H1T2

Hils1 HILS1
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incorporation, as H2AL1 and H2AL2 dimerize better

with TH2B than with H2B [11].

The incorporation of the human homolog of

H2AL2 [12], H2A.Bbd, has also been shown to signifi-

cantly affect nucleosome stability [13].

It is also of note that, even in the case of somatic-

type histone variants expressed in spermatogenic cells,

there is a high probability of them combining to create

peculiar nucleosomes bearing various combinations of

histones, such as H3.3 and H2A.Z, that induce nucleo-

some instability [3,14].

Furthermore, the testis-specific linker histone, H1t,

has also been shown to be less efficient in compacting

chromatin than other H1 subtypes, and has less affin-

ity not only for nucleosomal DNA but also for free

DNA [15].

It is therefore very tempting to hypothesize that

waves of histone variants with the capacity to open

chromatin and to form unstable nucleosomes are

synthesized and incorporated to create chromatin

domains, which then constitute preferential targets for

nucleosome disassembly and histone displacement.

Facilitated histone displacement by
massive chromatin acetylation

Histone hyperacetylation has long been observed in

elongating spermatids in many species [1]. In the

mouse, histone hyperacetylation starts while a general

transcriptional shutdown is observed [16]. Therefore,

elongating spermatids heavily acetylate their histones in

the total absence of DNA replication and transcription.

TP1 and TP2 are detected first, and the acetylation sig-

nal gradually disappears during the course of histone

replacement [17]. This chromatin acetylation therefore

seems to be tightly linked to histone replacement.

Additional arguments in favor of acetylation-dependent

histone displacement come from studies showing that

histones remain underacetylated in species where they

remain present all through spermiogenesis such as

winter flounder and carp [18,19]. Furthermore, the

anterocaudal disappearance of the acetylation signal

correlates very well with an anterior-to-posterior

direction of genome compaction [17].

Additionally, several in vitro and biochemical studies

support the idea that nucleosomes containing hyper-

acetylated histones are more prone to displacement by

highly basic proteins such as Prms [20–22]. These

results fit well with later investigations showing that

general and site-specific histone acetylation can affect

the higher-order structure of chromatin and nucleo-

some properties [23–26] and facilitate the exchange of

histones [27].

Although these acetylation-dependent changes in

chromatin properties convincingly point to histone

hyperacetylation as a critical element in histone

removal, they do not indicate how this removal of acety-

lated histones is performed. Consideration of the

‘histone code’ and of the corresponding ‘reading factors’

has opened new ways to tackle the in vivo mechanistic

issue. Indeed, because of the recognition of acetylated

histones by bromodomains, which are structural mod-

ules of 110 amino acids capable of interacting with acet-

ylated lysines [28], factors containing these domains

appear to be the first-choice candidates for interaction

with acetylated histones in elongating spermatids and

mediatation of their removal. This reasoning led us to

investigate the function of a testis-specific double-brom-

odomain factor, Brdt, which has the ability to interact

with acetylated chromatin and induce its global reorga-

nization [29]. These investigations support a critical role

for Brdt in mediating chromatin acetylation-dependent

events during spermiogenesis. This hypothesis has

received additional support from the demonstration of

its indispensable action in elongating ⁄ condensing sper-

matids [30]. The molecular characterization of this par-

ticular factor, as well as of other bromodomain-

containing proteins expressed in elongating spermatids,

should shed light on the nature of the underlying mecha-

nisms [31].

Direct histone displacement by
nonhistone DNA-packaging basic
proteins

The chromatin opening and enhanced histone

exchange induced by global histone hyperacetylation,

as well as the nucleosome instability resulting from the

incorporation of histone variants, explain why in vitro

histone replacement by small testis-specific basic pro-

teins is facilitated [20–22]. These considerations point

to TPs in mammals as sufficient to displace the

histones. The generation of mice lacking either TP1 or

TP2 did not, however, bring an answer, because of

considerable functional redundancy between the two

proteins [32]. Analysis of mice lacking both TPs gave

surprising results. In these mice, histone displacement

was found to occur normally despite the total absence

of TPs. These results show that, as opposed to the

prediction, TPs do not play a role in the removal of

histones. A detailed analysis showed, however, that

when histone removal is complete, genome compaction

does not occur normally along the anterocaudal axis,

but that, instead, focal DNA condensations are

observed [16]. Interestingly, a focal chromatin conden-

sation has been observed in several species where a

J. Gaucher et al. The secrets of histone disappearance
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direct histone-to-protamine replacement takes place

without any other intermediary states [8,33]. In sper-

matids lacking TPs, where focal condensation units

form upon histone removal and enlarge during later

stages, the situation is somehow similar to that

observed in these organisms [16]. It is therefore highly

probable that, in the absence of TPs, direct replace-

ment of histones by Prms could take place, because

the latter would be the winners of the competition for

DNA binding.

The generation of mice without TPs did not, there-

fore, allow conclusions to be drawn concerning the

role of small basic DNA-packaging proteins in histone

displacement. In order to test this hypothesis, mice

lacking both TPs and Prms would be required. Indeed,

to understand the basis of histone replacement, it

would be critical to know whether the competition for

DNA binding plays a direct role in histone displace-

ment. However, these mice would be difficult to

obtain, as Prm haploinsufficency results in male steril-

ity [34], and therefore Prm conditional mutants would

need to be generated, and then crossed with mice lack-

ing TPs. The role of Prms in histone removal could,

however, be investigated in Drosophila, where sper-

matogenesis is also associated with histone hyperacety-

lation and histone replacement by two Prm-like

proteins [35]. In this organism, the absence of both

Prm-encoding genes did not affect histone removal.

Here again, it was not possible to draw conclusions

about the role of small basic proteins in histone dis-

placement, as a TP-like protein was discovered that is

synthesized during histone removal, and the above-

mentioned work did not consider the impact of the

inactivation of the gene encoding this protein on

histone replacement [35].

Histone replacement through
proteolysis

The possibility also exists that histones are degraded in

place by some specific proteases before or during TP

assembly. Indeed, early studies suggested that sper-

matogenic cells could have specific histone proteases

that may account for the disappearance of histones in

spermatids.

Marushige et al. [20] were the first to propose that

histone hyperacetylation combined with the action of

chromosomally associated proteases could explain the

disappearance of hyperacetylated histones in spermat-

ids. Other reports followed, among which the most

interesting was that of Faulkner et al., [36] who found

that a chromatin-associated protease is present in

micrococcal nuclease-solubilized chromatin from

mouse seminiferous tubules. The protease was associ-

ated with dinucleosomes or oligonucleosomes, but not

with mononucleosomes, and its activity appeared in a

stage-specific manner, as it was not present in sper-

matogenic cells up to 3–4 weeks after birth [36], sug-

gesting that it affected late postmeiotic cells. Here also,

the authors proposed a role for this protease in histone

displacement. Although all of these findings need to be

taken with caution, mostly because of the presence of

many proteases associated with the acrosome [37], the

possibility of direct degradation of histones by a chro-

matin-bound protease should be seriously considered.

There are also some hints on the possibility of histone

degradation through the ubiquitin–proteasome system.

Indeed, an early report described the presence of mono-

ubiquitinated and polyubiquitinated H3, H3t and H2B

in elongating rat spermatids, where histones are

removed [38]. More interestingly, later on, the group of

Wing [39] identified a ubiquitin ligase, named E3Histone,

capable of ubiquitinating all histones in vitro. Although

the enzyme was found to be expressed in many tissues

besides testis, its preferred E2 is UBC4, which has a

testis-specific isoform, UBC4-testis, expressed mainly in

round and elongating spermatids [39]. However, a

detailed study of E3Histone expression did not show its

presence in spermatids, a result that invites caution con-

cerning its involvement in histone replacement [40].

Involvement of the ubiquitin–proteasome system in his-

tone removal received better support in Drosophila.

Indeed, the inactivation of a testis-specific proteasome

core particle subunit, Prosa6T, leads to spermiogenesis

defects affecting spermatids during the elongation

process. A detailed analysis of flies expressing a green

fluorescent protein-tagged His2AvD transgene showed

that, under these conditions, histone removal is delayed

but Prm incorporation and histone disappearance

finally take place [41]. This report provides the first seri-

ous indication of the role of histone degradation and,

more specifically, the involvement of the ubiquitin–

proteasome system in histone removal.

Concluding remarks

This minireview highlights the fact that, although the

question of the mechanisms controlling genome-wide

histone replacement has been raised many times by

many investigators, very few studies have specifically

aimed at the identification of the principal actors.

Analysis of the literature allows us to suggest a work-

ing model based on three distinct events that occur

long before histone replacement itself but prepare

chromatin for these dramatic transitions. It is of note

that the findings of many studies converge to show the
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occurrence of events known to destabilize chromatin

higher-order structures and the nucleosomes them-

selves during stages preceding the synthesis and incor-

poration of small basic DNA-packaging proteins.

However, almost nothing is known of the actual

molecular machinery involved in histone replacement.

To better tackle this issue, one has to know whether

histones are evicted through competition with TPs and

Prms, or degraded on chromatin prior to the assembly

of these proteins. There is also a strong possibility that

before or during their replacement, histones become

degraded by chromatin-bound proteases or the ubiqu-

itin–proteasome system. It is also important to deter-

mine whether histone proteolysis concerns nucleosomal

histones or histones released after nucleosome disas-

sembly. Further dedicated and specific research is

needed to unravel one of the important mysteries of

modern biology.
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Résumé/Abstract 

Au cours de ma thèse, nous avons pu démontrer que la protéine fusion BRD4-NUT est 

suffisante pour induire la tumorigenèse des cellules transloquées, par un mécanisme de 

séquestration de la protéine histone acétyltransférase (HAT) CBP/p300. En effet, NUT 

interagit avec CBP/p300 et suractive son activité d'acétylation, créant des foci hyperacétylés 

de chromatine qui bloquent notamment la réponse apoptotique p53-dépendante. Cette étude 

est un exemple précis de l'impact qu'une dérégulation épigénétique peut avoir sur 

l'homéostasie cellulaire et de son mécanisme d’induction de la tumorigenèse.  

La protéine NUT seule, quant à elle, est exprimée uniquement lors des stades tardifs 

de la spermatogenèse, où ses fonctions physiologiques restent encore à déterminer, mais elle 

est également exprimée de façon illégitime dans certaines lignées tumorales. NUT semble 

alors conférer un avantage prolifératif aux cellules, notamment pour la lignée U2OS.  

Ainsi, la protéine NUT, seule ou fusionnée avec BRD4, est un facteur 

Cancer/Testiculaire capable d’influer négativement sur l’homéostasie des cellules somatiques 

dans lesquelles ses fonctions, normalement restreintes à la spermiogenèse, participent à la 

tumorigenèse.  

 

 

 

During my PhD, we have shown that the fusion protein BRD4-NUT is sufficient to 

induce tumorigenesis in translocated cells, by sequestration of the histone acetyltransferase 

CBP/p300. Indeed, NUT interacts with CBP/p300 and stimulates its HAT activity, creating 

hyperacetylated chromatin foci. One consequence of these foci is the inhibition of the p53-

dependant aptotosis pathway. This study shows how an epigenetic deregulation can alter cell 

homeostasis and participates in tumorigenesis.  

The NUT protein, alone, is specifically expressed in late stages of spermatogenesis, 

where its functions remain un known, and is illegitimally expressed in cancer cell lines. NUT 

seems to confer a proliferative advantage to cells, notably for U2OS cells. 

Thus, the NUT protein, alone or fused to BRD4, is a Cancer/Testis factor capable of 

negatively influence on somatic cells homeostasis, where its functions, normally restricted to 

spermatogenesis, participates to tumorigenesis.  


