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Avant-propos 

Chez les eucaryotes, l’expression des gènes dépend en partie du degré de compaction de la 

chromatine. La structure chromatinienne est régulée par des marques dites épigénétiques, 

telles que les modifications post-traductionnelles des protéines structurelles de la chromatine, 

les histones. Ainsi, la méthylation de la lysine 9 de l’histone H3 (H3K9) sur le promoteur des 

gènes est essentiellement associée à la répression de la transcription. H3K9 est méthylée par 

différentes enzymes appelées lysine méthyltransférases (KMTs). L’objectif principal de mon 

projet de thèse a été de mieux comprendre le rôle de principales KMTs de H3K9, que sont 

G9a, GLP, Suv39h1 et SETDB1, dans la régulation de l’équilibre entre prolifération et 

différenciation terminale. Pour cela, j’ai utilisé le modèle de différenciation terminale de 

cellules du muscle squelettique. En effet, durant la différenciation terminale, les myoblastes 

arrêtent de proliférer et fusionnent entre eux pour former de longues cellules multinucléées 

que sont les myotubes. Ce processus implique, d’une part, l’expression des gènes de 

différenciation musculaire et, d’autre part, la répression irréversible des gènes associés à la 

prolifération cellulaire. 

L’introduction bibliographique de ce travail de thèse est séparée en trois chapitres. Le premier 

chapitre porte sur la chromatine et ses modifications post-traductionnelles. Le second 

s’attache à décrire les rôles de la méthylation de H3K9 et, en particulier, des quatre KMTs sur 

lesquelles j’ai travaillé durant ma thèse : G9a, GLP, SETDB1 et Suv39h1. Dans le troisième 

chapitre, je présente le modèle de la différenciation terminale du muscle squelettique. Dans la 

partie "Résultats", je décris deux des principales études que j’ai menées durant ma thèse. La 

première porte sur les rôles antagonistes de G9a et GLP. La seconde porte sur le rôle de 

SETDB1 durant la différenciation musculaire. Les résultats que j’ai obtenus sont discutés 

dans cette partie. Je conclus ce manuscrit en discutant mes résultats de manière plus générale 

et en proposant des perspectives à long terme. Enfin, une annexe présentera les autres articles 

de recherche auxquels j’ai participé pendant ma thèse. 
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Abstract 

In eukaryotes, gene expression partly relies on chromatin compaction degree. Chromatin 

status is controlled by epigenetic marks, such as histones (chromatin structural proteins) post-

translational modifications. As an example, histone H3 lysine 9 (H3K9) methylation on gene 

promoters is mainly associated with transcriptional repression. H3K9 is methylated by several 

enzymes called lysine methyltransferases (KMTs). The aim of my thesis project was to 

understand the role of the H3K9 KMTs, G9a, GLP, Suv39h1 and SETDB1 in regulating the 

balance between proliferation and terminal differentiation. For this purpose, I used skeletal 

muscle terminal differentiation as model. Upon muscle terminal differentiation, myoblasts 

exit, in an irreversible way, from the cell cycle and undergo differentiation where cells fusion 

and form myotubes. During this process, cell cycle genes are permanently silenced and 

muscle specific genes are activated. 

Thesis introduction is divided into three chapters. The first chapter focuses on chromatin and 

post-translational modifications. The second chapter describes H3K9 methylation 

characteristics and the role of the four KMTs that I studied during my thesis project: G9a, 

GLP, Suv39h1 and SETDB1. In the third chapter, the skeletal muscle terminal differentiation 

model is described in details. Results section reports my two major studies outcomes and their 

discussion. The first concerns the antagonistic roles of G9a and GLP regarding the muscle 

terminal differentiation and the second focuses on the role of SETDB1 during muscle 

differentiation. Finally, I conclude this manuscript by a plainer discussion followed by long-

term perspectives and an appendix presents other research articles, in which I collaborated 

during my PhD. 
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Liste des abréviations 

 
Acétyl-CoA : Acétyl-Co-enzyme A 

ARN pol II : ARN polymérase II 

ATP : Adénosine Triphosphate  

CENP-A : Centromere Protein-A 

DMAA : Diméthylarginine asymétrique 

DMAS : Diméthylarginine symétrique 

DNMT : ADN méthyltransférase 

ESC : Embryonic stem cell ou cellules souches embryonnaires 

ESET : ERG associated protein with SET domain 

E(Z) : Enhancer of Zeste 

FAD : Adénine Flavine dinucléotide  

H : Histidine 

HAT : Histone acétyltransférase 

HDAC : Histone désacétylase 

HMT : Histone méthyltransférase 

HP1 : Heterochromatin Protein 1 

H3K9 : Lysine 9 de l’histone H3 

H3K14 : Lysine 14 de l’histone H3 

H3S10P : Sérine 10 sur l’histone H3 phosphorylé 

H3S28P : Sérine 28 sur l’histone H3 phosphorylé 

ICF :Immunodéficience, instabilité Centromérique, anomalies Faciales 

INO80 : Inositol requiring 80 

ISWI : Imitation SWI 

JmjC : Jumonji domain-containing C  

JMJD6 : Jumonji domain-containing 6 

K : Lysine 

KDM : Lysine déméthylase 

KMT : Lysine méthyltransférase 
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LSD : Lysine (K)-specific déméthylase 

MADS : MCM1, Agamous, Deficiens, Serum response factor 

MCK : Muscle creatin kinase 

MHC : Myosin heavy chain 

MiARN : MicroARN  

MMA : Monomethylarginine 

MPC : Muscle Progenitor Cells 

MTh1 : Metallothionein h1 

m5C : 5 Méthyl-cytosine  

NAD+ : Nicotinamide adénine dinucléotide 

NuRD : Nucleosome Remodeling and Deacetylation 

Oct-4 : Octamer-binding transcription factor 4 

PAD14 : Peptidylarginine désaminase 4 humaine 

pRb : Protéine de susceptibilité au rétinoblastome 

PRC1 : Polycomb Repressive Complex 1 

PRC2 : Polycomb Repressive Complex 2 

PRMTs : Protein arginine methyltransférase 

R : Arginine 

S : Sérine 

SAM : S-Adénosyl méthionine 

SET : Su(var)3-9  Enhancer of zeste Trithorax 

SETDB1 : SET Domain Bifurcated 1 

SF/FGH : Scatter Factor/hepatocyte Growth Factor 

SIRT : Sirtuine 

SRF : Serum Response Factor 

SUMO : Small Ubiquitin-like MOdifier 

SWI/SNF : Switching defective/Sucrose Non Fermenting 

T : Thréonine 

TSS : Transcription Start Site 
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Partie 1 : Structure et dynamique de la chromatine 

I. Structure de la chromatine 

1. Les différents niveaux de compaction de la chromatine 

Chez les eucaryotes, le support de l’information génétique, c’est à dire l’ADN, est contenu 

dans le noyau dont la dimension micrométrique doit pourtant contenir une grande quantité 

d’ADN. Par exemple, chez l’homme, le noyau mesurant une dizaine de microns environ 

renferme près de 2 m d’ADN. De ce fait, les molécules d’ADN sont organisées au sein du 

noyau, sous forme d’une structure compacte appelée la chromatine. 

La chromatine constitue une structure dynamique pouvant être dans des états plus ou moins 

compacts (Figure 1). Ainsi, son niveau de condensation contrôle l’accessibilité de l’ADN aux 

machineries cellulaires, et constitue un facteur déterminant dans la régulation de l’information 

génétique. L’unité structurale de base de la chromatine est le nucléosome, constitué d’ADN 

enroulé autour de petites protéines basiques appelées histones. L’enchainement de 

nucléosomes forme une structure dite en « collier de perle » (Figure 1) de 11 nm de diamètre, 

constituant ainsi le premier niveau de compaction de la chromatine. Cette structure primaire 

se replie pour former une structure secondaire, la fibre de 30 nm de diamètre, qui peut subir 

davantage d’enroulements jusqu’au stade ultime de compaction correspondant au 

chromosome métaphasique. 

2. Le nucléosome 

L’unité fondamentale de la chromatine, c’est-à-dire le nucléosome, se compose d’environ 147 

pb d’ADN enroulées autour d’un octamère d’histones. Cet octamère, également appelé cœur 

du nucléosome, est formé d’un hétérotétramère d’histones H3-H4 et de deux hétérodimères 
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d’histones H2A-H2B (Figure 2). 

Les nucléosomes adjacents sont espacés par une séquence d’ADN appelée ADN de liaison ou 

« DNA linker » dont la longueur peut varier en fonction du type cellulaire ou de l’organisme. 

Au niveau de cette région se trouve l’histone de liaison internucléosomale H1 qui stabilise les 

nucléosomes et permet de réduire l’activité transcriptionnelle en organisant et en compactant 

la chromatine (Figure 2).  

Les histones constituants le nucléosome sont de petites protéines basiques très conservées au 

cours de l’évolution. Les extrémités N-terminales des histones ou « queues d’histones », 

d’une trentaine d’acides aminés, dépassent du cœur du nucléosome. Ces « queues » d’histones 

jouent un rôle fondamental dans la régulation de la structure chromatinienne et donc dans la 

régulation du niveau d’expression des gènes. En effet, les extrémités N-terminales des 

histones  peuvent être modifiées post-traductionnellement, et cela a une influence sur  le degré 

de compaction de la chromatine. 

 

 

 

 

            Figure 1 : Structure de la chromatine, de la double hélice au chromosome 
A) Représentation schématique des différents niveaux de compaction de la chromatine. B) Image de 
la structure dite “collier de perles ” obtenue par microscopie électronique à transmission. (Grigoryev 
et al, 2009).  

A 
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3. Organisation nucléaire de la chromatine 

Les techniques de microscopie ont permis de démontrer que les chromosomes s’organisent en 

territoires de manière non aléatoire au sein du noyau. En particulier, il est possible de 

distinguer dans le noyau interphasique deux principales conformations de la chromatine : 

l’euchromatine et l’hétérochromatine. L’euchromatine, enrichie en chromatine décondensée, 

héberge des gènes actifs, c’est à dire transcrits, ou plus précisément, activables. À l’inverse, 

l’hétérochromatine se compose de chromatine extrêmement condensée et est associée à la 

répression de l’expression des gènes. On distingue communément deux types 

d’hétérochromatine. L’hétérochromatine constitutive, pauvre en gènes, se composant 

principalement de séquences répétées. Elle est en particulier caractéristique des régions 

télomériques, centromériques et de l’ADN ribosomal. Le deuxième type d’hétérochromatine 

est l’hétérochromatine facultative, également fortement condensée, mais capable, dans des 

contextes particuliers, de se décondenser et de devenir transcriptionnellement active. Ces 

différents types de chromatine sont différemment organisés au niveau nucléaire. Ainsi, 

l’hétérochromatine se localise en périphérie du noyau ou autour du nucléole. L’euchromatine 

est, quant à elle, localisée majoritairement à l’intérieur du noyau. La réplication au cours de la 

phase S de ces deux types de chromatines est également différente. En effet, l’euchromatine 

est répliquée précocement comparée à l’hétérochromatine (Gilbert, 2002). De récentes études 

ont affiné la compréhension de cette organisation nucléaire, en démontrant l’existence d’une 

plus grande variété d’états chromatiniens. Chaque état étant défini par des combinaisons 

particulières de modifications d’histones et de facteurs liant la chromatine (Ernst et al, 2011; 

Filion et al, 2010; Kharchenko et al, 2011). Par exemple, chez la Drosophile, 5 types de 

chromatine ont été identifiés (Filion et al, 2010). Trois types d’hétérochromatine ont ainsi été 

définis : une hétérochromatine associée à la protéine de l’hétérochromatine HP1, une 

hétérochromatine associée au système de répression Polycomb et une dernière pour laquelle 
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aucune protéine spécifique n’a pu être associée mais qui est la forme la plus répressive et est 

la plus pauvre en gènes. Deux types d’euchromatine ont été identifiés : une euchromatine 

associée aux gènes codants les fonctions cellulaires universelles et une autre associée à des 

gènes plus spécialisés ou spécifiques de tissu. Chez l’Homme, 15 états chromatiniens ont été 

identifiés (Ernst et al, 2011). Cette étude, réalisée sur différentes lignées cellulaires, met en 

évidence, entre autre, un mécanisme déjà connu, demontrant que les gènes sont soumis à un 

état chromatinien spécifique du type cellulaire. En effet, au cours du processus de 

différenciation, la chromatine est extrêmement dynamique.  

 
A 

 

B  

 

 

Figure 2 : Structure du nucléosome. 
A) Les constituants du nucléosome. L’ADN s’enroule autour d’un octamère d’histones constitué 
d’un tétramère d’histones (H3-H4)2 et de 2 dimères d’histones H2A-H2B. 
B) Localisation de H1 à la périphérie du nucléosome, facilitant l’organisation des nucléosomes en 
une structure d’un niveau supérieur appelée la fibre de 30 nm (Lodish H, 2000). 
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II. Les modifications de la chromatine 

La chromatine est une structure dynamique dont le degré de compaction influence 

directement l’accessibilité de l’ADN aux facteurs de transcription, par conséquent, le niveau 

de transcription d’un gène. La chromatine peut subir différents types de modifications qui 

vont réguler son degré de compaction. Ce chapitre va traiter de cinq principales modifications 

de la chromatine, que sont : le remodelage de la chromatine par des complexes dépendants  de 

ATP, la méthylation de l’ADN, l’incorporation de variants d’histones et les modifications 

post-traductionnelles des histones. 

1. Les complexes de remodelage de la chromatine dépendants de l’ATP 

La chromatine peut être réorganisée par des complexes de remodelage dit dépendants de 

l’ATP (pour plus de facilité, je vais me permettre un anglissisme et les nommer « complexes 

ATP-dépendants »). Ce sont des complexes multiprotéiques qui utilisent l’énergie issue de 

l’hydrolyse de l’ATP pour interrompre localement l’interaction entre les histones et l’ADN. 

Une fois cette interaction interrompue, plusieurs possibilités s’offrent. Le nucléosome peut, 

par exemple, glisser sur l’ADN, et permettre, ou au contraire empêcher, l’accessibilité d’une 

séquence d’ADN particulière aux facteurs de transcription, activateurs ou des répresseurs 

donc. Il est également possible d’enlever l’octamère d’histones, ou encore, de remplacer 

certaines histones du cœur du nucléosome (dites aussi canoniques) par des variants d’histones 

((Dirscherl & Krebs, 2004; Morrison & Shen, 2009; Roberts & Orkin, 2004). Les complexes 

de remodelage ATP-dépendants sont classés en 4 familles se distinguant par la présence de 

différents domaines (Figure 3) : les complexes de la famille SWI/SNF (Switching 

defective/Sucrose Non Fermenting), ISWI (Imitation SWI), NuRD (Nucleosome Remodeling 

and Deacetylation) et INO80 (Inositol requiring 80) (pour revue (Morettini et al, 2008). 

L’intervention de ces complexes est essentielle pour la régulation transcriptionnelle, qu’elle 



 
18 

soit positive ou négative. De plus, ils sont impliqués dans l’assemblage chromatinien après la 

réplication, le maintien de l’organisation secondaire et tertiaire de la chromatine, ou encore la 

réparation de l’ADN (Osley et al, 2007). 

Figure 3: Représentation schématique des ATPases des quatre familles de complexes de 
remodelage de la chromatine. 
Les quatre familles de complexes de remodelage de la chromatine se distinguent les unes des autres 
par les domaines protéiques qu’elles possèdent : le bromodomaine est porté par les ATPases de la 
famille SWI/SNF, le domaine SANT est caractéristique des protéines ISWI, les ATPases de la 
famille CHD ont un chromodomaine et le domaine ATPase des INO80 contient une longue insertion 
correspondant à des domaines d’interactions protéiques (tiré de la revue : (Tsukiyama, 2002)). 

2. La méthylation de l’ADN 

Chez les eucaryotes, l’ADN peut être méthylé sur le carbone 5 de la cytosine (5 méthyl-

cytosine ou m5C), au niveau des di-nucléotides CpG. Cette modification est catalysée par les 

ADN méthyltransférases (DNMT). Trois DNMT ont été identifiées: DNMT1, DNMT3a et 

DNMT3b. DNMT3a et DNMT3b permettent la méthylation de novo (Okano et al, 1999), 

alors que DNMT1 est une méthyltransférase de maintenance, qui permet de recopier les 

patrons de méthylation de l’ADN parental au cours de la réplication (Pradhan et al, 1999). 

Entre 60 à 90 % des CpGs sont méthylés dans les cellules mammifères (Tucker, 2001), 

principalement au niveau des séquences d’ADN répétées. En revanche, il existe certaines 
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régions enrichies en CpG non méthylé que l’on appelle « îlots CpG ». Ces îlots sont retrouvés 

principalement au niveau des régions régulatrices de nombreux gènes (Bird et al, 1985), et 

certaines peuvent être méthylées au cours du développement, induisant une répression stable 

de l’expression des gènes. La méthylation de l’ADN est, en effet, associée à l’inhibition de 

l’expression des gènes. Cette inhibition peut être directe en empêchant la fixation des facteurs 

de transcription à l’ADN (Liu et al, 2008; Watt & Molloy, 1988). Elle peut également être 

indirecte via le recrutement de protéines qui possède un domaine Methyl-Binding Domain 

(MBD), permettant de reconnaître les CpG méthylés, et qui, à leur tour, vont recruter des 

protéines capables de remodeler la chromatine. Les MBD possèdent un domaine très conservé 

capable de reconnaître et de fixer le m5C (Nan et al, 1993). Les MBDs font partie de 

complexes protéiques contenant des répresseurs transcriptionnels qui induisent un état 

chromatinien répressif de la transcription. 

La méthylation de l’ADN est impliquée dans divers processus biologiques tels que  la 

régulation de la transcription, l’inhibition de la recombinaison dans les régions répétées (Chen 

et al, 1998), l’empreinte parentale, ou encore, l’inactivation du chromosome X (Reik & Dean, 

2001), pour revue (Goto & Monk, 1998). Des défauts de méthylation de l’ADN sont associés 

à diverses pathologies, telles que le cancer (Suva et al, 2013). 
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Variant d’histone Distribution génomique REFERENCES Famille Variant 

H3 

H3 { H3.1 
H3.2 

(réplication) 
Global (Tagami et al, 2004) 

H3.3 Gènes actifs, promoteurs, régions régulatrices. 
télomères, corps XY, centromères 

(pour revue (Szenker et al, 
2011)) 
 

H3.Y Euchromatine (Wiedemann et al, 2010) 

CenH3 
Centromères 
Régions ou les histones sont souvent 
renouvelés, gènes d’ARNt 

(pour revue(Nechemia-Arbely 
et al, 2012)) 
 

H4 H4 Global  

H2A 

H2A 
(réplication) Global (pour revue 

(Kamakaka & Biggins, 2005)) 

H2A.X Global.  
Réparation des cassures double brin 

(Kamakaka & Biggins, 2005) 
 
 

H2A.Z 
Promoteurs, région régulatrice et site 
d’initiation de la transcription des gènes actifs. 
Nucléole. Région subtélomerique Centromère 

macroH2A 
(mH2A) 

Chromosome X inactif, promoteurs des gènes 
soumis à l’empreinte, promoteurs de gènes du 
développement, télomères, centromères, 
nucléole, meiotic XY body  

H2A.B Euchromatine et hétérochromatine péricentrique  
(sperme) 

H2B 

H2B 
(réplication) Global  

H2B.1 Global (sperme) 
Télomères (cellules somatique) (Zalensky et al, 2002) 

H2B.W Télomères (sperme) 
Table 1 : les différents variants d’histones et leur localisation génomique. 
Concernant l’histone H1, 126 variants ont été identifiés chez diverses espèces. H1 lie l’extérieur du nucléosome 
et facilite la compaction de la chromatine (Figure 2). En se basant sur cette propriété, les différents variants ont 
été classés en fonction de leur capacité : forte, intermédiaire ou faible à condenser la chromatine. 

3. Les variants d’histones 

Chez les eucaryotes, à l’exception de l’histone H4, chaque histone dite canonique possède 

diverses isoformes codées par des gènes différents que l’on appelle variants d’histones 

(Franklin & Zweidler, 1977). Ces variants sont exprimés en très faible quantité dans la cellule 

et sont incorporés dans les nucléosomes au niveau de régions spécifiques du génome. De plus, 

les variants peuvent être incorporés dans la chromatine de façon indépendante de la 

réplication. Les variants sont caractérisés par des différences plus ou moins grandes dans leur 

séquence en acides aminés, pouvant influencer la structure et la stabilité du nucléosome. Mais 
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aussi, du fait de ces différences de séquence, les modifications post-traductionnelles des 

histones peuvent être modifiées. De cette manière, l’incorporation de variants d’histones 

participe à la régulation de la structure chromatinienne (Henikoff, 2008). Ceci a un impact 

direct sur la régulation de la transcription génique, sur les processus de réparation ou de 

réplication de l’ADN,  ou encore sur l’assemblage ou la ségrégation des chromosomes (pour 

revue (Arnaudo et al, 2011)). Les principaux variants d’histones et leur distribution sont 

répertoriés dans la Table 1. 

4. Les modifications post-traductionnelles des histones 

Les extrémités N-terminales, et dans une moindre mesure les extrémités C-terminales, que 

l’on nomme également queues d’histones, sont exposées à la surface du nucléosome et sont la 

cible d’une grande variété de modifications post-traductionnelles. Ces modifications agissent 

sur la structure et la stabilité de la chromatine. Elles permettent de moduler les contacts 

chromatiniens : soit en modifiant la nature biochimique des histones et ainsi influer 

directement sur les interactions ADN-histones, soit en recrutant des facteurs de remodelage de 

la chromatine. Les modifications post-traductionnelles des histones jouent un rôle 

fondamental dans la plupart des processus cellulaires qui requièrent un accès à l’ADN, tel que 

la transcription, la réplication ou encore la réparation de l’ADN.  

Les modifications post-traductionnelles sont catalysées par des enzymes spécifiques et 

touchent des résidus spécifiques sur chaque histone. Les acides aminés le plus souvent 

modifiés sont les Lysines (K), les Arginines (R), les Sérines (S) et les Thréonines (T). Je 

traiterai dans cette partie de différentes modifications, en particulier les plus étudiées : 

l’acétylation, la méthylation, la phosphorylation, l’ubiquitination et la sumoylation (figure 4). 

Cependant, d’autres modifications ont été décrites, telles que la déamination, l’isomérisation, 

l’ADP-ribosylation, la glycosylation, la biotinylation (Bannister & Kouzarides, 2011) ou 
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encore la propionylation et la butyrylation (Chen et al, 2007). A ce jour, 131 modifications 

différentes ont été décrites(Zentner & Henikoff, 2013). 

 

Figure 4 : Modifications post-traductionnelles des histones. 
Schéma représentant, sur la séquence humaine, les principales modifications post-traductionnelles étudiées : 
acétylation (triangles orange), méthylation (losanges vert), ubiquitination (hexagones violet) et la 
phosphorylation (ronds bleu) (Keppler & Archer, 2008). 

4.1. L’ acétylation 

L’acétylation des histones fut la première modification d’histone décrite (Phillips, 1963). La 

plupart des études révèlent une forte corrélation entre l’hyper-acétylation des histones et 

l’activation de la transcription (Allfrey & Mirsky, 1964). 

Les queues d’histones sont normalement chargées positivement. De ce fait, elles ont une plus 

grande affinité pour l’ADN chargé négativement. Dans ces conditions, la chromatine est 

compacte et empêche la liaison des facteurs de transcription à l’ADN. L’acétylation qui 

consiste en l’ajout d’un groupement acétyl au niveau des résidus lysines, neutralise cette 

charge positive. L’affinité des queues d’histone pour l’ADN étant ainsi diminuée, la 

chromatine se relâche et devient plus favorable à la transcription (Figure 5) (Kuo & Allis, 

1998). Par ailleurs, l’acétylation des lysines peut influencer le remodelage de la chromatine et 

la transcription par des mécanismes autres que la modification de charge. En effet, les lysines 
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acétylées sont reconnues par un module protéique spécifique : le bromodomaine. On retrouve 

ce domaine au niveau de divers facteurs impliqués dans la modification de la chromatine. Il 

est notamment retrouvé au sein des complexes de remodelage dépendants de l’ATP, comme le 

complexe SWI/SNF, ou encore à dans des enzymes catalysant l’acétylation comme les 

protéines des familles GNAT (GCN5-related N-acetylTransférase) et CBP/p300 (CREB 

binding protein /E1A-associated protein of 300 kDA)(de la Cruz et al, 2005). 

 
Figure 5 : Acétylation et désacétylation des lysines sur les extrémités N-terminales des histones. 
Les HATs catalysent le transfert d’un groupement acétyl depuis l’acétyl-CoA sur le groupement amine de la 
lysine. A l’inverse, les HDACs éliminent le groupement acétyl. En absence d’acétylation, l’ADN chargé 
négativement interagit avec les queues d’histones chargées positivement. Il en résulte une conformation de la 
chromatine peu favorable à la transcription. En revanche, l'acétylation neutralise la charge portée par la lysine. 
L’interaction entre l’ADN et la queue d’histone est diminuée et permet une configuration favorable à la 
transcription (adapté de (Workman & Kingston, 1998; Yang & Seto, 2007). 

Les enzymes responsables de l’acétylation sont les HATs (Histone Acétyl Transférases). Elles 

catalysent le transfert d’un groupement acétyl (provenant de l’acétyl Coenzyme A) au niveau 

du groupement amine des lysines. Les HATs sont classées en trois grandes familles : les 

GNATs, les MYST (MOZ Ybf2 Sas2 Tip60) et les p300/CBP (pour revue (Lee & Workman, 

2007)). Ces enzymes sont le plus souvent associées à de larges complexes multiprotéiques 

nécessaires pour exercer leur activité catalytique sur la chromatine. L’activité des HATs est 

réversible par l’action des HDACs (Histones Désacétylases) qui possèdent un domaine 
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catalytique capable de retirer le groupement acétyl ((Yang & Seto, 2008)). Les HDACs sont 

divisées chez les mammifères en 4 classes, selon leur similarité de séquence et de 

l’organisation des domaines qui les composent : la classe I (HDAC 1, 2, 3 et 8), la classe II 

(HDAC 4-7, 9 et 10) et la classe III (SIRT 1-7) qui nécessitent la présence d’un co-facteur 

NAD+ pour leur activité et la classe IV (HDAC11)) (pour revue (Icardi et al, 2012)). Les 

HATs et les HDACs n’ont pas comme seul substrat les histones et peuvent aussi modifier 

d’autres protéines. Par exemple, p53 ou encore MyoD peuvent être acétylées et désacétylées 

ce qui influence leurs activités et la régulation transcriptionnelle de leurs gènes cibles 

(Sakaguchi et al, 1998; Sartorelli et al, 1999) 

L’ acétylation est un cas particulier d’acylation dont un certain type de variété a récemment été 

décrite  tel que la crotonylation, la formylation, la succinylation, la malonylation, la 

propionylation et la butyrylation. Comme l’acétylation, ces modifications sont capables de 

neutraliser les charges positives des queues d’histones et donc de modifier les contacts ADN-

histones (Olsen, 2012; Tan et al, 2011). 

4.2. La phosphorylation  

La phosphorylation des protéines est la modification chimique par laquelle la majorité des 

signaux extracellulaires décrits sont transduits dans la cellule. Au niveau des histones, la 

phosphorylation est catalysée par des kinases au niveau des Sérines (S) et des Thréonines (T) 

et des Tyrosines (Y) par ajout d’un groupement phosphate. Cette modification est réversible 

grâce à l’action de phosphatases. L’ajout du groupement phosphate apportant des charges 

négatives, il suggère un rôle similaire à l’acétylation dans la modulation de la structure 

chromatinienne. En effet, l’ajout de charges négatives sur les histones va créer une répulsion 

de charges entre l’ADN et le nucléosome et par conséquent, rendre l’ADN plus accessible et 

donc plus permissif à la transcription. Cependant, ce rôle n’est pas clairement démontré. En 

outre, il semblerait que la phosphorylation des histones, régule la transcription de manière 
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dépendante du cycle cellulaire. Par exemple, les phosphorylations des sérines 10 et 28 de 

l’histone H3 (H3S10P, H3S28P) ont tout d’abord été impliquées dans la condensation et la 

ségrégation des chromosomes au cours de la mitose (pour revue (Hans & Dimitrov, 2001) ) 

(Prigent & Dimitrov, 2003). Cependant, en dehors de la mitose et selon le gène étudié, il a été 

montré que ces mêmes modifications sont impliquées dans l’activation de la transcription 

(Nowak & Corces, 2004). La phosphorylation peut également intervenir dans d’autres types 

de processus cellulaires. Par exemple, la phosphorylation est impliquée dans la réparation de 

l’ADN en permettant le recrutement de protéines de réponse aux dommages de l’ADN au 

niveau des cassures (Stucki et al, 2005). 

4.3. L’ubiquitination 

L’ubiquitination consiste en l’ajout d’un peptide ubiquitine au niveau des lysines d’histones. 

La réaction d’ubiquitination est catalysée par les enzymes de la famille E3 ubiquitine ligases 

et peut être inversée par les désubiquitinases. Pour les protéines non histone, la poly-

ubiquitination est en général utilisée comme signal d’adressage au protéasome. 

L’ubiquitination des histones n’a cependant pas été impliquée dans ce mécanisme de 

dégradation et son rôle exact reste encore à définir. Toutefois, en fonction du résidu concerné, 

H2AK119 ou H2BK120, on assiste respectivement à une répression ou à une activation de la 

transcription (pour revue (Zhang, 2003)). L’ubiquitination est, semble-t-il, également 

impliquée dans la réponse aux dommages à l’ADN (Bergink et al, 2006). 

4.4. La sumoylation 

La sumoylation consiste en l’addition de peptide SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) sur 

les lysines des histones. Les groupements SUMO sont structurellement proches de ceux de 

l’ubiquitine. Cette modification est exclusive et empêche l’établissement de toute autre 

modification ayant le même substrat comme, par exemple, l’acétylation ou l’ubiquitination. 
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Ainsi, la sumoylation aurait un effet inhibiteur sur la transcription, en empêchant 

l’établissement de marques activatrices comme l’acétylation(Nathan et al, 2006). 

4.5. La méthylation 

Contrairement à l’acétylation ou encore la phosphorylation, la méthylation n’induit pas de 

changement de charge. L’effet de la méthylation sur la dynamique nucléosomale n’est donc 

pas aussi direct que l’acétylation. Cette modification est aussi bien associée à l’activation qu’à 

la répression de la transcription via le recrutement d’autres facteurs de remodelage de la 

chromatine. Les histones peuvent être méthylées au niveau de leurs acides aminés basiques, 

en particulier sur les Arginines (R) et les Lysines (K). Les Histidines (H) peuvent également 

être méthylées, cependant cette méthylation est rare et largement non caractérisée.  

4.5.1 Méthylation des arginines 

Chez les mammifères, il existe de très nombreuses protéines méthylées au niveau de leurs 

résidus arginine. Sur les histones, ces résidus peuvent être mono-méthylés (MMA) ou di-

méthylés (DMA), de façon symétrique (DMAS) ou asymétrique (DMAA) (Figure 6). Ces 

modifications sont catalysées par un groupe d’enzymes spécifiques : les PRMTs (protéine 

arginine méthyltransférases). Les PRMTs sont classées en deux types selon qu’elles soient 

capables de générer une di-méthylation symétrique ou asymétrique, les types I et II, 

respectivement. Ces 2 types sont par ailleurs capables tous les deux de générer la mono-

méthylation (Figure 6). 



 
27 

 
 
Figure 6 : Méthylation des arginines par les PRMTs. 
Les groupements méthylés sont transférés de la S-adénosyl-l-méthionine (AdoMet / SAM) à l’arginine pour 
donner une arginine méthylée et S-adénosyl-l-homocystéines (AdoHcy). Les PRMTs de types I et II peuvent 
générer la mono-méthylation. La di-méthylation symétrique est catalysée par les PRMTs de type I, la di-
méthylation asymétrique par les PRMTs de type II (Zhang & Reinberg, 2001). 

Parmi les différentes PRMTs : PRMT1, CARM1 (également nommé PRMT4), PRMT5, 

PRMT6 et PRMT7 peuvent méthyler les histones (Figure 7). Ces modifications sont aussi 

bien associées à l’activation qu’à la répression transcriptionnelle. En effet, les effets sur la 

transcription peuvent dépendre du résidu concerné mais également de son type de 

méthylation. Par exemple, il a été montré que la di-méthylation symétrique de H4R3 est 

associée à l’inactivation de la transcription, tandis que sa di-méthylation asymétrique a un 

effet positif sur la transcription en favorisant l’acétylation de l’histone H3 (Li et al, 2010). 

D’autres études ont montré que la di-méthylation symétrique de H3R8 et H2AR2 est enrichie 

au niveau des promoteurs des gènes réprimés (Pal et al, 2004; Wang et al, 2008b). La di-

méthylation symétrique de H3R2 est impliquée dans l’inactivation transcriptionnelle en 

empêchant la méthylation de H3K4 qui est associée à l’activation de la transcription par le 

complexe MLL1 (Hyllus et al, 2007; Kirmizis et al, 2009)  (Figure 7). 

 

!
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Figure 7 : Types et site de méthylation des arginines sur les queues d’histones. 
Sites de méthylation connus sur les résidus arginine des histones H3, H4 et H2A. Les enzymes qui établissent 
ces modifications sont indiquées selon qu’elles soient associées à l’activation transcriptionnelle, en vert, ou à 
l’inhibition transcriptionnelle, en rouge. Le type de di-méthylation, asymétrique ou symétrique, qu’elles 
induisent est également indiqué (adapté ou d’après la revue : (Issa & Just, 2011)). 
 

La méthylation des arginines est un mécanisme réversible. En effet, les arginines méthylées 

peuvent être converties en citruline. Cette réaction est catalysée par la peptidyl arginine 

deiminase PADI4 (Cuthbert et al, 2004; Wang et al, 2004) et ne peut agir que sur une arginine 

mono-méthylée. Il a cependant été montré que H3R2me et H4R3me peuvent être déméthylées 

par une enzyme de la classe des lysine déméthylases : la protéine JMJD6 (jumonji domain-

containing protein 6) (Chang et al, 2007). 

4.5.2 Méthylation des lysines 
 
Les histones peuvent être modifiées par méthylation au niveau de leur résidu lysine. Cette 

réaction est catalysée par un groupe d’enzymes spécifiques que sont le KMTs (lysine 

méthyltransférase) et consiste en l’ajout d’un, deux ou trois groupements méthyl (me1, me2 

ou me3) apportés par le donneur de méthyl SAM (S-Adénosyl methionine) (Figure 8).  
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Figure 8 : Méthylation des lysines. 
Méthylation d’une lysine (lys) par une KMT ou HMT (histone méthyltransférase). Les groupements méthyl sont 
transférés des S-adénosyl-l-méthionines (AdoMet/ SAM ) à la lysine pour donner une lysine mono-méthylée, di-
méthylée ou encore tri-méthylée (Zhang & Reinberg, 2001). 

 

4.5.2.1 Rôle fonctionnel de la méthylation des lysines sur les histones 

Contrairement à l’acétylation, la méthylation des lysines d’histones ne provoque par de 

changements de charges permettant d’influencer directement la structure chromatinienne. Le 

mécanisme d’action de la méthylation est donc différent et permettrait de créer des sites 

spécifiques de reconnaissance et de fixation pour certaines protéines régulatrices. Il existe, en 

effet, des protéines possédant des domaines capables de reconnaître les lysines méthylées. 

Cela inclut, par exemple, les protéines ayant un chromodomaine, qui permet de fixer 

spécifiquement les lysines méthylées ou encore les protéines à domaine TUDOR (qui 

reconnaît les arginines et les lysines méthylées et régule également les interactions protéine-

protéine), MBT (Malignant Brain Tumor), PHD (plant homeodomain), WD40 etc... Parmi ces 

protéines, on trouve, entre autres, des enzymes de modification des histones telles que des 

KMT (Suv39h1/2, PRC1/2), des HAT (Gcn5, NuA4, SAGA), des complexes de remodelage 

de la chromatine (le complexe NURF, CHD1), des facteurs de transcription (TFIID) ou  

encore des protéines servant de « plateforme » pour recruter d’autres protéines régulatrices. 

Par ailleurs, ces protéines sont, pour la majorité, sélectives du type de résidu lysine méthylé, 

dont je vais présenter quelques exemples. 

La méthylation des résidus lysine est principalement étudiée au niveau de la queue N-

terminale de l’histone de l’histone H3 sur ses résidus 4, 9, 27 et 36, sur la lysine 20 de 
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l’histone H4, mais également dans la partie globulaire de l’histone H3 sur les résidus 64 et 79 

(Singh et al, 2010). D’autres résidus lysine peuvent être méthylés sur les histones H3 et H4 

par exemple H3K14, H3K18 ou encore H4K5, H4K16, H4K59 et H4K77, cependant, les 

enzymes et les fonctions associées sont encore très peu caractérisées. De même, les histones 

H1, H2A, H2B peuvent être méthylés sur différents résidus (Tan et al, 2011). 

La méthylation des histones est impliquée dans divers processus tels que la réplication, la 

réparation et la transcription de l’ADN. En ce qui concerne la transcription, on associe 

généralement les méthylations de H3K9, H3K27, H3K64, H4K20 et H1K26 à l’inhibition de 

la transcription, tandis que les méthylations de H3K4, H3K36 et H3K79 sont plutôt associées 

au régions transcriptionnellement actives. Cependant, ces effets dépendent du niveau de 

méthylation de la lysine (mono, di ou tri-méthylation), de la localisation de la lysine sur le 

gène (enhancer, région transcrite) et peuvent parfois être dépendants du cycle 

cellulaire (Figure 9).  

Par exemple, dans le cas de H4K20, chaque niveau de méthylation est impliqué dans un 

processus biologique différent. En phase M, H4K20me1 est augmenté et joue un rôle dans la 

progression du cycle cellulaire et la condensation des chromosomes ((Yang & Mizzen, 2009). 

En dehors de la phase M, H4K20me1 semble être associé à l’activation de la transcription 

(Vakoc et al, 2006). Une autre étude a par ailleurs montré que H4K20me1, au niveau des 

origines de réplication, était essentiel à l’assemblage du complexe de pré-initiation de la 

réplication (Tardat et al, 2010). De plus, H4K20me2 est impliquée dans la réparation de 

l’ADN et H3K20me3 est enrichie dans l’hétérochromatine et participe à la maintenance de 

l’hétérochromatine ainsi qu’à la stabilité des télomères (Wang & Jia, 2009). 
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Figure 9 : répartition des marques sur les différentes régions d’un gène. 
Répartition des différentes marques sur les différentes régions de gènes actifs (a) et inactifs (b). Les gènes actifs 
se caractérisent par la présence de marques actives, à la fois autour et en aval du TSS (Transcription Sart Site). 
Les gènes inactifs portent des marques répressives et n'ont généralement pas de marques actives en aval du TSS, 
bien qu’ils peuvent en avoir autour du TSS (Wang et al, 2009). 

Dans le cas de H3K4, on trouve un fort enrichissement de H3K4me3 au niveau des sites 

d’initiation de la transcription (TSS) des gènes actifs (Vakoc et al, 2006). De plus, il a été 

montré chez la levure, que l’enzyme SET1, responsable de H3K4me3, s’associe à l’ARN 

polymérase II (ARN pol II) (Ng et al, 2003). La présence le long des gènes de H3K4me3 

contribue à l’initiation de la transcription et est corrélée au recrutement de l’ARN pol II 

(Okitsu et al, 2010). De même, il a été montré que la di et tri-méthylation de H3K4 

permettaient le recrutement du complexe de remodelage de la chromatine ISWI et ainsi, 
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participaient à la correcte distribution de l’ARN pol II sur les régions transcrites des gènes 

(Pekowska et al, 2010; Santos-Rosa et al, 2003). Ou encore, la protéine CHD1 faisant partie 

du complexe HAT SAGA, est capable, à travers un de ses chromodomaines, d’interagir 

directement avec H3K4me2/3 et permettre ainsi le recrutement d’une HAT au niveau de 

promoteurs de gènes transcrits (Timmers & Tora, 2005). 

La méthylation de H3K36 est associée à l’activation de la transcription, notamment 

H3K36me3 qui est enrichie aux extrémités 3’ des gènes transcrits (Bannister & Kouzarides, 

2004). Cependant, au niveau des régions transcrites, la méthylation de H3K36 empêche au 

contraire l’initiation de la transcription inappropriée dans les séquences intragéniques (Lee & 

Shilatifard, 2007).  

Le rôle dans la transcription de la méthylation de H3K79 est encore controversé. En effet, 

chez la Drosophile et la souris la méthylation de H3K79 agirait comme une marque 

activatrice (pour revue (Martin & Zhang, 2005)), alors que chez l’Homme H3K79me1 est 

enrichie sur les gènes actifs tandis que H3K79me3 est présente sur les gènes 

transcriptionnellements inactifs (Barski et al, 2007). 

H3K27me2/3 est associé à la répression transcriptionnelle, en particulier, à l’inactivation du 

chromosome X (Plath et al, 2003) et joue un rôle important dans la répression des gènes 

spécifiques du développement, comme les gènes homéotiques HOX (Cao et al, 2008). Le 

complexe PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2) permet la tri-méthylation de H3K27 qui 

est alors reconnue par une protéine à chromodomaine appartenant au complexe PRC1 

(Polycomb Repressive Complex 1). Le complexe PRC1 induit la répression des gènes 

notamment en inhibant le complexe PIC (RNA polymerase II Preinitiation Complex) 

(Lehmann et al, 2012).  

La di et tri-méthylation de H3K9 au niveau des promoteurs des gènes est caractéristique des 

gènes réprimés. H3K9me3 est, elle, fortement enrichie au niveau de l’hétérochromatine 
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constitutive. En effet, H3K9me3 fournit un site de liaison pour le chromodomaine de la 

protéine de l’hétérochromatine HP1 (Heterochromatin Protein 1), induisant une 

hétérochomatinisation et une répression transcriptionnelle (Hiragami & Festenstein, 2005). 

Dans l’euchromatine, H3K9me2/3 au niveau des promoteurs des gènes est impliquée dans la 

répression transcriptionnelle et ce processus est medié par des co-répresseurs, tels que pRb 

(rétinoblastome protéine) ou encore KAP1 (KRAB-associated protein-1) (Nielsen et al, 2001). 

Par ailleurs, H3K9me2 est principalement associée à des sites répliqués durant le milieu de la 

phase S tandis que les sites H3K9me3 sont répliqués en fin de phase S. Toutefois, la 

méthylation de H3K9 n’est pas toujours associée à une répression de la transcription. En effet, 

les régions transcrites de certains gènes semblent enrichies en H3K9 méthylé (Vakoc et al, 

2005). La méthylation de H3K9 est également impliquée dans l’inactivation du chromosome 

X  (Heard et al, 2001), et dans l’épissage alternatif (Ameyar-Zazoua et al, 2012; Sims et al, 

2007). 

4.5.2.2 Les lysines méthyltransférases 

Les enzymes qui catalysent la réaction de méthylation des lysines d’histone sont les lysines 

méthyltransférases (KMT). A l’exception de DOT1L qui méthyle H3K79, toutes les KMTs 

contiennent un domaine conservé au cours de l’évolution d’environ 130 acides aminés : le 

domaine SET (Dillon et al, 2005). Ce domaine est responsable de l’activité catalytique des 

KMTs et tire son nom de 3 enzymes initialement identifiées chez la Drosophile, à savoir le 

suppresseur de variégation Su(var)3-9 , Enhancer-of-Zeste et Trithorax. Depuis, on dénombre 

environ une cinquantaine de protéines à domaine SET chez l’Homme. Ces KMTs ont été 

subdivisées en différentes sous-familles en fonction des autres domaines qui les composent, 

telles que SUV3-9, SET1, SET2, E(Z), SMYD and SUV4-20. Quelques membres orphelins 

ont également été identifiés : SET7/9 et SET8/PRSET7 qui possèdent un domaine PR ayant 

une forte similarité de séquence avec le domaine SET (Dillon et al, 2005) (figure 10). 
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Figure 10 : Les différentes familles d’histone méthyltransférases.  
Représentation schématique des familles d’histone méthyltransférases contenant un domaine SET ou un 
domaine PR-SET (adapté de la revue : (Volkel & Angrand, 2007)).  

La famille SET1 

La famille SET1 est composée des protéines MLL, MLL2, MLL3, MLL4, SET1 et SET1L. 

Cette famille se caractérise par la présence à l’extrémité C terminale d’un domaine SET suivi 

d’un domaine dit Post-SET, essentiel à leur activité enzymatique. Ces protéines, dont 

certaines interagissent avec l’ARN poll II, méthylent spécifiquement H3K4, et de ce fait sont 

associées à l’activation transcriptionnelle (pour revue (Volkel & Angrand, 2007)). 

La famille SET2 

La famille SET2 comprend trois protéines de la sous famille NSD : NSD1, NSD2 et NSD3, 

ainsi que trois autres protéines : ASH1L, SETD2/HYPB et SET2L. Toutes les protéines de 

cette famille possèdent un domaine SET encadré par une région à motif post-SET et une 
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région à motif AWS. SETD2 méthyle spécifiquement H3K36, mais de manière générale 

l’activité méthyltransférase de cette famille ne se réduit pas à ce seul résidu. NSD1 est 

notamment capable de méthyler aussi bien H3K36 que H4K20 (pour revue (Volkel & 

Angrand, 2007)). 

La famille Suv3-9 

La famille Suv3-9 comprend 7 protéines : Suv39h1, Suv39h2, G9a/EHMT2, GLP/EHMT1, 

SETDB1/ESET, SETDB2 et SETMAR. Elles possèdent toutes un domaine SET encadré par 

un domaine pre-SET et un domaine post-SET. Ces deux domaines additionnels sont essentiels 

à l’activité catalytique du domaine SET de cette famille (Rea et al, 2000). Les KMTs de cette 

famille, à l’exception de SETMAR qui méthyle H3K4 et H3K36, méthylent spécifiquement 

H3K9. Les KMTs spécifiques de H3K9 et leurs rôles dans la physiologie cellulaire seront 

approfondis dans la seconde partie de l’introduction de cette thèse. 

La famille EZH 

Cette famille se compose de deux homologues de Enhancer of Zeste (E(Z)) : EZH1 et EZH2. 

Ces protéines font partie du complexe Polycomb Répresseur 2 (PRC2) qui méthyle H3K27 

(Czermin et al, 2002; Muller et al, 2002). Cette famille se caractérise par la présence en amont 

du domaine SET d’une région composée d’une quinzaine de cystéines qui pourraient avoir un 

rôle similaire au domaine post-Set en terme d’activité enzymatique (pour revue (Volkel & 

Angrand, 2007)). 

La famille SMYD 

Cette famille comprend cinq membres, les protéines SMYD 1-5 dont la particularité est de 

posséder un motif en doigt de zinc qui permet de lier l’ADN (Spadaccini et al, 2006). Ces 

protéines sont capable d’agir sur la transcription selon deux mécanismes différents : en 

modifiant la chromatine via la méthylation des histones ou en recrutant au niveau de l’ADN 

des co-facteurs via leur domaine de liaison MYND. Par exemple, SMYD3 peut méthyler 
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H3K4 mais aussi se fixer sur l’ADN via son motif MYND et recruter l’ARN polymérase II 

(Hamamoto et al, 2004).  

Autres KMTs possédant un SET domaine 

Comme autre protéine orpheline à domaine SET on retrouve SET7/9 et MLL5 qui méthylent 

H3K4. On trouve également certaines protéines ne possédant pas d’autre domaine particulier 

à l’exception du domaine SET. Ceci est le cas de la protéine SET8/PR-SET7 qui mono-

méthyle H4K20, des deux protéines Suv4-20h1 et Suv4-20h2 qui sont spécifiques de la di et 

tri-méthylation de H4K20 et des protéines non encore caractérisées LJ10707 et FLJ21148 

(pour revue (Upadhyay & Cheng, 2011)).  

La famille PRDM 

La famille PRDM est une vaste famille de protéines homologues qui possède un domaine PR-

SET dont la fonction est similaire au domaine SET. Le pourcentage d’identité entre les 

domaines SET et PR-SET est de seulement 30%. Cependant, leur structure tridimensionnelle 

est très proche. L’activité catalytique des protéines de cette famille est controversée. Pour le 

moment, seules deux protéines ont été identifiées comme ayant une activité 

méthyltransférase : PRDM2/RIZ1 qui méthyle spécifiquement H3K9 et Meisetz qui méthyle 

H3K4. Par ailleurs, d’autres membres de la famille PRDM tels que PRDM1/BLIMP1 et 

PRDM6/PRISM interagissent spécifiquement avec la KMT G9a (Davis et al, 2006; Gyory et 

al, 2004). 

4.5.2.3 La déméthylation des lysines 

La méthylation des lysines a longtemps été considérée comme une modification irréversible. 

La récente découverte d’enzymes capables de déméthyler les lysines, les lysines déméthylases 

(KDM), a remis en question cette idée. La première lysine à avoir été identifiée est la KDM 

LSD1 (Lysine Specific Demethylase 1). Plus tard, de nombreuses autres KDMs ont été 

identifiées. Les KDMs sont classées en deux grandes familles en fonction du mécanisme de 
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déméthylation utilisé. 

La première famille est constituée de deux membres : LSD1 et LSD2. Ces deux enzymes font 

partie du sous groupe KDM1. Ce sont des flavines monoamines oxydases qui dépendent du 

co-facteur Adénine Flavine Dinucléotide (FAD) pour catalyser la réaction de déméthylation 

au niveau des lysines mono et diméthylées. Ces KDMs ne peuvent cependant pas déméthyler 

une lysine trimethylée. LSD1 est aussi bien impliquée dans l’activation que dans la répression 

transcriptionnelle. En effet, LDS1, en complexe avec CoREST (Corépresseur pour RE1-

Silencing Transcription factor), inhibe la transcription de gène cible via la déméthylation de 

H3K4me1/2. A l’inverse, l’interaction de LSD1 avec le récepteur aux androgènes agit comme 

coactivateur de la transcription via la déméthylation de H3K9me1/2 (pour revue Hou et Yu, 

2010). LSD2 déméthyle H3K4me1/2 et a été impliquée dans l'élongation de la transcription  

(Fang et al, 2010). 

 

La deuxième famille de KDM correspond aux déméthylases à domaine Jumonji C (JmjC) 

(pour revue (Shi & Tsukada, 2013). Contrairement aux LSDs qui n’ôtent que les formes 

mono et di-méthylées, les enzymes du groupe JmjC sont capables d’agir sur les trois niveaux 

de méthylation. Les JmjC ont été classées en sous familles selon les domaines additionnels 

qu’elles contiennent : KDM2-8.   

 

La sous famille KDM2 comprend deux protéines: KDM2A et KDM2B qui sont spécifiques 

de H3K36me1/2, bien qu’une activité H3K4me2 déméthylase ait été décrite pour KDM2B 

(Frescas et al 2007). 

 

La sous famille KDM3 contient trois membres: KDM3A et KDM3B qui sont impliqués dans 

l’activation transcriptionnelle et ont pour substrat H3K9me1/2. Il n’a pas encore été identifié 
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d’activité déméthylase pour le troisième membre JHDM2 (pour revue Verrier et al 2011 ; 

Zhang et al 2011 ; Kim et al 2012). 

 

La sous famille KDM4 comprend quatre membres: KDM4A-D capable de déméthyler 

H3K9me2/3 et H3K36me2/3. Cette famille d’enzyme a surtout été impliquée dans la réponse 

aux hormones, en agissant comme cofacteur pour les récepteurs aux oestrogènes et aux 

androgènes (pour revue Verrier et al 2011 ;  Zhang et al 2011). 

 

La sous famille des KDM5 regroupe quatre membres: KDM5A-D qui sont spécifiques de 

H3K4me2/3. Ces protéines ont la particularité de posséder un domaine ARID qui leur permet 

de lier l’ADN de façon séquences spécifique, ainsi que différents domaines PHD. Par ailleurs, 

KDM5A participe à la répression des gènes cibles de E2F dans les cellules différenciées (Van 

Oevelen et al 2008). 

 

La sous famille KDM6 compte trois membres : KDM6A-C. KDM6A et KDM6B sont 

spécifiques de H3K27me2/3 (Lan et al 2007). Aucune activité n’a été décrite pour KDM6C. 

Par ailleurs, KDM6A a été impliquée dans l’activation des gènes cibles de MyoD durant la 

différenciation musculaire (Seenundun et al 2010). 

 

La sous famille KDM7 comprend 3 membres: KDM7A-C spécifique de H3K9me1/2. 

KDM7A peut également déméthyler H3K27me1/2 et KDM7B peut déméthyler H4K20me1 

(pour revue Verrier et al ;  Zhang et al 2011). 

 

La dernière sous famille se compose de KDM8 qui favorise la transcription de la cycline A1 

en empêchant le recrutement d’HDAC via la déméthylation de H3K36me2 au niveau de la 
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région codante de la cycline A1  (Hsia 2010). 

4.5.2.4 Le code des histones 

Nous venons de voir que les histones peuvent subir de nombreuses modifications. Il apparaît 

que ces modifications peuvent avoir une influence les unes sur les autres. Par exemple, il a été 

montré que la phosphorylation de la sérine 10 de H3 entraine une acétylation plus importante 

de H3K14 (Lo et al, 2000). La double modification est interprétée comme reflétant 

l’activation transcriptionnelle, contrairement à la méthylation de H3K9 qui est réprimée par 

ces deux modifications (Rea et al, 2000). Par ailleurs, les différentes modifications des lysines 

sont mutuellement exclusives. Une lysine ne peut pas être méthylée ou ubiquitinylée 

lorsqu’elle est déjà acétylée. Ainsi, les acétylations des lysines 9 ou 27 de l’histone H3 

s’opposent à leur méthylation et donc à la répression transcriptionnelle. L’influence d’une 

modification sur une autre peut également avoir lieu entre deux histones différentes. Par 

exemple, l’ubiquitination de la lysine 120 de l’histone H2B est essentielle à la méthylation 

des lysines 4 et 79 de l’histone H3 (Zhu et al, 2005); ou encore l’ubiquitination de H2AK119 

dépend de la méthylation de H3K27 (figure 11). 
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Figure 11 : Exemples d’inter-relations entre différentes modifications d’histones. 
Les flèches vertes indiquent les influences positives possibles entre certaines modifications post-traductionnelles 
d’histones. Les flèches rouges indiquent les influences négatives (adapté de la revue : (Santos-Rosa & Caldas, 
2005)).  

Il a été suggéré que l'ensemble des modifications post-traductionnelles des histones constituait 

un code : le code des histones, dénommé ainsi par analogie au code génétique (pour revue 

(Jenuwein & Allis, 2001; Strahl & Allis, 2000)). Le code des histones propose l’hypothèse 

suivante : les différentes combinaisons de modifications forment un code qui peut être 

reconnu par des protéines régulatrices capables, par la suite, de traduire ce code en un état 

chromatinien spécifique : actif, permissif, restrictif ou inactif. Cette hypothèse est soutenue 

par l’existence de protéines dotées de domaines spécifiques capables d’interagir avec les 

modifications d’histones, permettant ainsi de traduire le message porté par les histones. 

Comme, par exemple, les protéines à bromodomaine qui reconnaissent les histones acétylées, 

ou encore les protéines à chromodomaine qui reconnaissent les histones méthylées (pour 

revue, (Taverna et al, 2007)). 
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Partie 2 : Rôle de la méthylation de H3K9 dans la 

physiologie cellulaire 

Dans la première partie de la thèse, j’ai décrit différentes modifications de la chromatine, dont 

les modifications post-traductionnelles des histones. En effet, durant ma thèse je me suis 

intéressée à une de ces modifications : la méthylation de H3K9 et en particulier aux enzymes 

qui établissent cette marque. Dans cette partie, je décrirai les différentes caractéristiques des 

KMTs de H3K9. Et, afin de mettre en évidence leur impact sur la physiologie cellulaire, je 

décrirai leurs implications dans certaines pathologies, en particulier dans le cancer. En effet, 

mon sujet de thèse porte sur l’étude des quatres principales KMTs de H3K9 dans la régulation 

de l’équilibre prolifération différenciation, or cet équilibre se trouve souvent dérégulé dans les 

cancers.  

I. Les méthyltransférases spécifiques de H3K9 

De manière générale, la méthylation de H3K9 est associée à la répression de l’expression des 

gènes. Cependant, certaines études ont montré que cette marque peut dans certains cas être 

associée aux gènes actifs. Par exemple, il a été montré que la méthylation de H3K9 dans les 

régions transcrites de gènes actifs peut être associée à l’élongation de la transcription (Vakoc 

et al, 2005). Chez différentes espèces, telles que les mammifères, la Drosophile ou encore 

Arabidopsis, il est possible de séparer partiellement, dans les différents compartiments 

chromatiniens, la localisation de H3K9me en fonction de son niveau de méthylation. En effet, 

H3K9 peut être mono-, di-, ou tri-méthylé et à ces différents niveaux de méthylation sont 

associés différentes réponses biologiques (Martin & Zhang, 2005). Par exemple, la tri-

méthylation de H3K9 est associée à l’hétérochomatinisation via notamment le recrutement de 

la protéine HP1 et donc, à l’inhibition de l’expression des gènes tandis que la mono- et di-
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méthylation de H3K9 sont enrichies dans les régions d’euchromatine. Différentes enzymes 

catalysent ces différents niveaux de méthylation. Ce sont principalement des enzymes de la 

famille SUV39 : Suv39h1, Suv39h2, G9a, GLP SETDB1 et SETDB2, mais aussi d’autres 

KMTs n’appartenant pas à cette famille, comme PRDM2/RIZ1 et ASH1L dont l’activité 

méthyltransférase sur H3K9 a été démontrée in vitro (Kim et al, 2003). Dans ce chapitre, je 

décrirai les principales caractéristiques des enzymes de la famille Suv39.  

1. Suv39h1 et Suv39h2 

Suv39h1 et son isoforme Suv39h2 sont les homologues humains de la protéine Su(var)3-9 de 

la Drosophile. Suv39h1 est la première à avoir été décrite chez l’Humain pour son activité 

méthyltransférase sur H3K9 (Rea et al, 2000). Bien que durant l’embryogenèse les deux 

isoformes présentent un profil d’expression similaire, chez l’adulte Suv39h1 s’exprime de 

manière ubiquitaire tandis que Suv39h2 est spécifiquement exprimé dans les 

testicules(O'Carroll et al, 2000). Chez la souris, les simples inactivations géniques ou knock-

out (KO) de Suv39h1 ou Suv39h2 ne présentent pas de phénotype particulier, sauf pour 

quelques cas particuliers. En effet, bien que les souris mutantes nulles pour Suv39h1 soit 

parfaitement viables, elles présentent une prédisposition aux lymphomes (Reimann et al, 

2010). Ou encore, chez le poisson zèbre, où le KO de Suv39h1 induit des défauts de 

différenciation terminale spécifiques d’organe (Rai et al, 2006). Le double KO Suv39h1 et 

suv39h2 chez la souris entraîne une réduction de la viabilité durant le développement 

embryonnaire ainsi qu’un retard de croissance. Les doubles KO présentent aussi une 

instabilité génomique caractérisée notamment par un nombre anormal de chromosomes. Cette 

instabilité serait notamment due à une ségrégation anormale des chromosomes qui, durant la 

spermatogénèse, serait également la cause de la stérilité chez les mâles (Peters et al, 2003; 

Peters et al, 2001). Des expériences faites sur des cellules humaines doubles mutantes pour 
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Suv39h1 et Suv39h2 montrent une perte de la tri-méthylation de H3K9 (Peters et al, 

2003).Ces observations coïncident avec la distribution hétérochromatique de ces deux 

enzymes (Aagaard et al, 1999; Schotta et al, 2002) et démontrent qu’elles sont responsables 

de la tri-méthylation de H3K9 qui est une marque caractéristique de l’hétérochromatine chez 

les mammifères. De plus, la surexpression de l’homologue su(var)3-9 chez la Drosophile, 

génère la formation ectopique d’hétérochromatine (Ebert et al, 2004). Ce processus 

d’héterochomatinisation fait, entre autre, intervenir la protéine de l’hétérochromatine HP1. En 

effet, chez la souris, HP1 est délocalisée in vivo des domaines péricentriques en absence de 

Suv39h1/h2 (Peters et al, 2001; Schotta et al, 2002) et sa localisation peut être restaurée si la 

protéine active Suv39h1 est exprimée de nouveau (Lachner et al, 2001). Les deux protéines 

suv39h sont capables de tri-méthyler spécifiquement H3K9, mais utilisent comme substrat 

une forme déjà mono- ou di-méthylée de H3K9 (Peters et al, 2003; Rea et al, 2000). H3K9 

doit donc être préalablement méthylée par une autre enzyme. On peut par ailleurs noter 

qu’outre les domaines SET, post-Set et pre-SET, ces deux protéines possèdent un 

chromodomaine (Figure 10) capable de reconnaître et de fixer H3K9me2/3 méthylée. Notre 

laboratoire a proposé une possible coopération avec d’autres mono et/ou di-

méthyltransférases de H3K9 en démontrant l’existence de mégacomplexes contenant entre 

autres les 4 KMT spécifiques de H3K9 : G9a, GLP, SETDB1 et Suv39h1 (Fritsch et al, 2010). 

Le laboratoire à également montré que Suv39h1 est impliqué dans la répression de novo de 

gènes et dans la formation d’hétérochromatine facultative, notamment lors du déclenchement 

d’un programme de différenciation (Ait-Si-Ali et al, 2004; Guasconi et al, 2010). D’autre 

part, et en accord avec leur rôle dans l’inhibition des gènes, il a été montré que Suv39h1 

interagit avec l’ADN méthyltransférase DNMT3B (Lehnertz et al, 2003; Snowden et al, 

2002). Enfin, il a été montré que la surexpression de Suv39h1 chez la souris entraine de 

sévères défauts de la ségrégation des chromosomes, la différenciation érythroïde et la 
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prolifération cellulaire (Czvitkovich et al, 2001). 

2. SETDB1/ESET 

La protéine humaine SETDB1 (pour SET Domain Bifurcated 1) (ESET chez la souris) a été 

décrite pour la première fois en 2002. Il a alors été montré que dans les cellules HeLa, 

SETDB1 est principalement localisée dans l’euchromatine où elle participerait à l’inhibition 

des gènes. Cette inhibition se fait entre autre via l’interaction de SETDB1 avec KAP1. KAP1 

est un co-répresseur de la famille des Trim et interactant des protéines de la superfamille 

KRAB à doigts de zinc qui permet son recrutement de façon spécifique au niveau des 

promoteurs des gènes (Schultz et al, 2002). Chez la Drosophile, SETDB1, aussi appelé Egg 

ou dmSETDB1, est principalement localisée au niveau du chromosome 4, mais aussi au 

niveau de l’euchromatine et du chromocentre des chromosomes géants polythène. Les 

mutants hypomorphes ou nuls de SETDB1 chez la Drosophile montrent une perte 

significative des trois niveaux de méthylation de H3K9 (Seum et al, 2007). SETDB1 semble 

avoir des activités enzymatiques différentes en fonction du complexe dans lequel elle se 

retrouve; en effet, SETDB1 est capable d’interagir avec une grande variété de protéines, 

notamment des facteurs de transcription (ERG), des HDAC (HDAC1/2), des ADN 

méthyltransférases (DNMT3A/B) et des co-répresseurs transcriptionnels, tels que mSin3A/B, 

MBD1, KAP1, mAM. Ainsi, SETDB1 est capable de mono- et de di-méthyler H3K9, mais 

également de tri-méthyler H3K9 en présence de son co-facteur mAM (murin ATFa-associated 

factor) chez la souris et hAM chez l’Homme (Wang et al, 2003).  

SETDB1 intervient surtout au niveau de l’euchromatine où elle jouerait un rôle central dans la 

répression des gènes. SETDB1 serait également impliquée dans la formation et le maintien de 

l’hétérochromatine péricentrique. En effet, au cours de la réplication, SETDB1 peut s’associer  

avec HP1 et la protéine CAF1 (chromatin assembly factor 1). Ce complexe ainsi formé 
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méthyle H3K9me1 libre (non nucléosomale) permettant ensuite la tri-méthylation par 

Suv39h1/2 au niveau des régions d’hétérochromatine péricentrique (Loyola et al, 2009). Chez 

la souris, l’expression de ESET commence au stade blastocyte et devient ubiquitaire durant le 

développement peri-implantatoire. ESET est essentielle au développement embryonnaire ainsi 

qu’à la survie des cellules ES. En effet, le mutant nul homozygote de ESET entraîne une 

létalité embryonnaire entre E3,5 et E5,5 et la remise en culture des cellules de la masse 

interne de blastocystes ESET-/- est impossible (Dodge et al, 2004). ESET intervient dans le 

maintien de la pluripotence. En effet dans les cellules ES, il a été montré que l’expression de 

SETDB1 diminue avec la différenciation induite par l’acide rétinoïque, et en absence de ce 

dernier, les cellules ES se différencient en cellules du trophoblaste (à l’origine des annexes 

embryonnaires). En collaboration avec le facteur de pluripotence Oct4 avec lequel elle 

interagit, ESET serait impliquée dans la répression des gènes spécifique du trophoblaste 

(Bilodeau et al, 2009; Cho et al, 2012; Yeap et al, 2009). Enfin, SETDB1 possède des 

domaines capables de reconnaître et de fixer des groupements méthyl (figure 10) : le domaine 

MBD (pour Méthyl Binding Domain) permet sa fixation au niveau de l’ADN méthylé, et le 

domaine TUDOR qui reconnaît les arginines et les lysines méthylées et régule également les 

interactions protéine-protéine. La présence de ces deux domaines permettrait, entre autre, de 

coordonner la méthylation des histones et de l’ADN. 

3. G9a/EuHMT2 et GLP/EuHMT1 

Les premières analyses fonctionnelles des protéines G9a et GLP (G9a-like protein) ont été 

réalisées respectivement par (Ogawa et al, 2002; Tachibana et al, 2001). Ces deux protéines se 

caractérisent par une forte homologie de séquence. Comme toute les protéines de la famille 

Suv39, elles possèdent un domaine SET encadré par un domaine  pre- et post-SET. De plus, 

elles possèdent un domaine ankyrine répété qui intervient dans les interactions protéines-
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protéines et par lequel elles peuvent fixer H3K9me1/2 (figure 10 et 13). 

L’étude du mutant nul a permis de démontrer que G9a et GLP sont les principales mono- et 

di-méthyltransférases de H3K9 dans les régions d’euchromatine, et sont impliquées via ce 

mécanisme dans l’inhibition de l’expression des gènes de cette région(Stabell et al, 2006; 

Tachibana et al, 2001; Tachibana et al, 2002; Tachibana et al, 2005). En effet, il a été montré 

que les simple KO de G9a ou GLP dans les cellules ES de souris, entraînent une létalité 

embryonnaire précoce due à de sévères défauts de croissance et une perte globale de 

H3K9me1/2 au niveau de l'euchromatine. Cela entraine notamment une levée de répression 

des gènes de la famille Mage (Melanoma-associated-antigen), associée à une perte de 

H3K9me1/2 sur les promoteurs de ces gènes. Les simple KO provoquent également une re-

localisation des protéines HP1 de l'euchromatine vers l'hétérochromatine (Tachibana et al, 

2002; Tachibana et al, 2005). Toujours dans les cellules ES, G9a est impliquée dans la 

répression irréversible du gène codant pour le marqueur de pluripotence Oct3/4 dont 

l'expression est rapidement réprimée de façon stable dès les premières étapes de 

différenciation (Epsztejn-Litman et al, 2008; Feldman et al, 2006). En outre, la méthylation de 

H3K9 établie par G9a a été impliquée dans l'inhibition de gènes régulés durant le 

développement, via l'interaction de G9a avec des facteurs de transcription spécifiques, tels 

que le facteur de transcription des cellules du plasma Blimp-1 (Gyory et al, 2004), le facteur 

myogénique MyoD (Ling et al, 2012a), le facteur de restriction neuronal NRSF/REST 

(Roopra et al, 2004) ou encore CDP/cut (Nishio & Walsh, 2004) et E2F6 qui sont également 

liés par GLP. Des études ont également impliqué G9a dans la régulation des gènes soumis à 

empreinte (Nagano et al, 2008; Wagschal et al, 2008). D'une façon générale, l'étude chez la 

souris tend à montrer le rôle indispensable de G9a et GLP dans la survie et la différenciation 

cellulaires.  
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In vitro, G9a et GLP exercent indépendamment une activité KMT au niveau des mêmes 

substrats et, comme nous venons de le voir, le niveau de H3K9me1 et H3K9me2 est 

sévèrement réduit aussi bien par le KO de G9a que de GLP. Par aillieur le double KO 

G9a/GLP ne réduit pas plus le niveau de H3K9me1 et de H3K9me2 (Tachibana et al, 2005). 

De plus, l’expression de G9a ne peut pas compenser la perte de GLP et vice versa. G9a et 

GLP fonctionnent donc de manière coopérative pour méthyler H3K9. La caractérisation 

biochimique de ces deux protéines a permis de montrer qu’elles sont capables de s’homo- ou 

hétéro-dimériser via leur domaine SET. De plus, il a été montré dans différents types 

cellulaires humains et murins que ces deux protéines sont majoritairement présentes sous la 

forme d’un complexe hétéromérique fonctionnel G9a-GLP (Tachibana et al, 2008; Tachibana 

et al, 2005). D’autre part, les homo- et hétérodimères de G9a et GLP interagissent également 

via le domaine SET avec la protéine Wiz qui contient de multiples motifs en doigt de zinc  

permettant de lier l'ADN (Figure 13). Enfin,  il a été montré que les KO et/ou la régulation 

négative de GLP et Wiz, diminuent fortement le niveau protéique de G9a (Tachibana et al, 

2005; Ueda et al, 2006). Une étude sur le rôle exact de chacune de ces protéines au sein de 

l’hétéro-complexe a permis de mieux caractériser leur rôle dans la répression des gènes de 

novo. Ainsi, au sein de l’hétérodimère G9a/GLP, l’activité de GLP n’est nécessaire ni à la 

méthylation de H3K9 ni à la répression génique : seule l’activité de G9a semble nécessaire. 

Néanmoins, en absence de GLP, G9a seul n’a pas d’activité car la formation de 

l’hétérodimère semble indispensable. D'autre part, il a été montré que la présence de 

l'hétérodimère est associée à l'inhibition de la transcription via la méthylation de l'ADN et 

cela indépendamment de l'activité de G9a ou GLP (Tachibana et al, 2008). G9a est en effet 

capable via le domaine ankyrine d'interagir avec les ADN méthyltransférases DNMT3a/b 

(Epsztejn-Litman et al, 2008; Tachibana et al, 2008). De plus, G9a est également définie 

comme une KMT de maintenance. En effet, lors de la réplication, G9a interagit avec DNMT1 
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et PCNA et serait capable de méthyler les nucléosomes nouvellement incorporés (Esteve et al, 

2006; Tachibana et al, 2007; Tachibana et al, 2005). 

Ainsi, les protéines G9a et GLP sont considérées comme des KMTs de l’euchromatine, d’où 

leur première appellation de EuHMTase. Néanmoins, un rôle de G9a dans l’établissement de 

la méthylation de H3K9 au niveau de l’hétérochromatine constitutive n’est pas à exclure. En 

effet, la diminution de l’expression de G9a induit une perturbation de la taille des télomères 

(Kondo et al, 2008), la surexpression de G9a dans des cellules de mammifères entraîne une 

légère localisation de cette dernière au niveau de l’hétérochromatine (Esteve et al, 2005). Et 

l’expression chez la Drosophile d’un mutant de G9a induit une légère suppression de la 

variégation par effet de position (Mis et al, 2006). De plus, il a été montré que l'activité de  

G9a et GLP ne se réduit pas à la mono- et di-méthylation de H3K9. Ces deux protéines sont 

capable de tri-méthyler (mais faiblement) H3K9, et également de méthyler H3K27 et l'histone 

H1 (Ogawa et al, 2002; Tachibana et al, 2005; Trojer et al, 2009; Weiss et al, 2010; Wu et al, 

2011; Yokochi et al, 2009). Par ailleurs, G9a a également été montrée comme ayant un rôle de 

co-activateur transcriptionnel des gènes cibles des récepteurs nucléaires ou du récepteur aux 

hormones thyroïdiennes, en permettant notamment le recrutement d’autres co-activateurs 

comme CARM1, SWI/SNF ou p300 (Choi et al, 2007; Lee et al, 2006).  

Enfin, G9a et GLP sont capable de méthyler des substrats non histones, notamment p53, Wiz, 

CDYL1, ACINUS, Reptine, MyoD et de s’auto-méthyler (Huang et al, 2010; Lee et al, 2010; 

Ling et al, 2012a; Rathert et al, 2008; Sampath et al, 2007). De plus, l’auto-méthylation de 

G9a permet de réguler son interaction avec d’autres protéines comme HP1α ou HP1γ. 
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Figure 13 : Organisation des domaines composant le complexe G9a/GLP/Wiz. 
Schéma représentant les séquences en acides aminés des protéines murines G9a, GLP et Wiz. Sont représentés 
les sites potentiels de méthylation de G9a et GLP (K), les régions riches en Glutamate (E), les régions riches en 
glutamate et acide aspartique (E/D), les régions riches en cystéine (Cys), les domaine pre-SET (Pre) et post-SET 
(Post), le domaine catalytique  SET (SET), les motif en doigt de zinc (Z)et le domaine de répétitions ankyrine 
qui sert de module d’interaction avec d'autres protéines et H3K9m1/2 (tiré de : (Shinkai & Tachibana, 2011)). 
 

II. Conséquences de la perturbation des fonctions des KMTs de 

H3K9 

Les KMTs de H3K9 sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires. Elles sont par 

exemple impliquées dans la stabilité génomique et la survie cellulaire. Ainsi, une perturbation 

de la fonction de ces KMTs et notamment de la méthylation de H3K9, a été associée à de 

nombreuses pathologies. Je décrirai dans cette partie certaines pathologies associées à une 

dérégulation de G9a, GLP, Suv39h1 ou SETDB1. Comme nous allons le voir, les pathologies 

concernées par une dérégulation des KMTs sont très variées : telles que des maladies du 

développement, neurologiques ou encore métaboliques et aussi différents types de cancers. 

Cette grande diversité de maladies montre l’importance physiologique des KMTs de H3K9, et 

donc le grand intérêt que nous avons de comprendre et d’élucider leurs mécanismes d’action 

afin de mieux les cibler en thérapie. 
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1. Pathologies impliquant les KMTs G9a GLP SETDB1 et Suv39h1. 

Les 4 KMTs de H3K9, G9a GLP, SETDB1 et Suv39h1 ont été impliquées dans différents 

types de pathologies. Chez l’homme, le syndrome associé à la délétion sub-télomérique du 

chromosome 9q34, également appelé syndrome de Kleefstra qui provoque un retard mental et 

d’autres défauts développementaux, est causé par une mutation ou haplo-insuffisance de GLP 

(Kleefstra et al, 2006; Kleefstra et al, 2005). Chez la souris il a été montré que le complexe 

G9a/GLP est important pour l’inhibition des gènes non-neuronaux ou gène neuronaux 

précoces, dans les neurones matures. Une perte de ce complexe provoque de sévères défauts 

comportementaux et cognitifs (Balemans et al, 2010). Un rôle similaire est observé chez la 

Drosophile où les mutants déficients pour dG9a ont des problèmes d’apprentissage et de 

mémoire (Kramer et al, 2011). D’autre part, G9a via H3K9me2 a été impliquée dans la 

dépendance à la cocaïne (Maze et al, 2010). Ainsi, G9a et GLP ont un rôle important dans le 

cerveau, tant au niveau du développement que son organisation et fonctionnement à l’âge 

adulte. SETDB1 est aussi impliquée dans certaines fonctions neuronales. Par exemple, la 

surexpression de SETDB1 chez la souris à un effet antidépresseur  et accentue le phénotype 

neurologique des souris modèles du syndrome de Rett, qui est une maladie neurologique 

provoquée par une mutation du gène codant pour MECP2 (methyl-CpG-binding protein 2) 

(Jiang et al, 2010; Jiang et al, 2011). D’autre part, il a été montré une surexpression de 

SETDB1 et de H3K9me3 chez les patients atteints de la maladie de Huntington, ainsi que 

chez les souris R6/2HD qui miment cette maladie (Ryu et al, 2006). Un traitement permettant 

de diminuer l’expression de SETDB1 permet une amélioration du comportement 

pathologique des souris R6/2HD, ainsi qu’un allongement de leur temps de survie de 40%. 

Les KMTs de H3K9 sont aussi impliquées dans des maladies autres que neurologiques. Par 

exemple, G9a via la méthylation de H3K9, est impliquée dans l’inhibition de gènes soumis à 
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l’empreinte parentale (Wagschal et al, 2008). G9a est notamment impliquée dans le syndrome 

de Prader-Willi qui se caractérise par une hypotonie à la naissance ainsi qu’une hyperphagie 

aboutissant à une obésité morbide (Xin et al, 2003). La protéine Suv39h1 a été décrite comme 

ayant un rôle dans la FSHD (FacioScapuloHuméral Dystrophy). Cette pathologie est 

génétiquement corrélée, dans un grand nombre de cas, à une diminution du nombre de 

répétions d’un certain type de séquence répétée appelés D4Z4, et cela au niveau du 

chromosome 4q. sans qu’un lien avec le phénotype pathologique n’ait pu être mis en 

évidence. Ainsi, il semblerait que la tri-méthylation de H3K9 par Suv39h1 sur ces séquences 

répétées dans des cellules normales serait perdue dans les cellules des patients FSHD (Zeng et 

al, 2009). D’autre part, il a été montré que la déplétion de Suv39h1 améliore la réparation de 

l’ADN et augmente la durée de vie de souris modèle pour la Progeria, qui est une maladie 

génétique donnant l’impression d’un vieillissement accéléré (Liu et al, 2013). 

Enfin, il à été montré que dans les cellules ES de souris, G9a et GLP contrôlent la signature 

H3K9me2 et la méthylation de l'ADN de rétrovirus endogènes (ERV), de même que SETDB1 

via H3K9me3 est impliqué dans l’extinction des ERV (Leung et al, 2011; Matsui et al, 2010). 

Une caractérisation plus poussée indique que les provirus actifs nouvellement intégrés ne sont 

pas inhibés efficacement dans les cellules ES KO pour G9a. Ceci suggère que G9a est 

indispensable pour l'entretien, mais est également essentielle pour la mise en place de 

l'inactivation provirale dans les cellules ES (Leung et al, 2011). G9a est aussi impliquée dans 

le maintien de la latence du VIH (Imai et al, 2010). Les KMTs sont également impliquées, 

comme nous allons le voir, dans divers cancers. 

2. Implication des KMTs de H3K9 dans la tumorigenèse  

Dans différentes formes de cancer, une altération du profil de méthylation de H3K9 est 

associée à une inhibition aberrante de certains gènes, comme les gènes suppresseurs de 
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tumeurs (Sharma et al, 2010). Une dérégulation des KMTs responsable de cette marque peut 

être la cause de cette distribution aberrante de H3K9me. Par exemple SETDB1 via son 

interaction avec DNMT3a, a été impliquée dans la régulation du gène RASSF1A, un gène 

fréquemment éteint dans les cancers humains (Li et al, 2006). Dans un modèle de poisson 

zèbre, il a été montré que SETDB1 agit comme oncogène en accélérant la formation de 

mélanomes (Ceol et al, 2011). Récemment, il a été montré que SETDB1 est amplifié dans les 

cellules cancéreuses du poumon et qu’une diminution de son expression réduit la croissance 

des cellules cancéreuses chez la souris (Rodriguez-Paredes et al, 2013).  

Le rôle de Suv39h1 dans la tumorigenèse n’est pas clairement défini. Dans certains cas, 

Suv39h1 inhibe la tumorigenèse : par exemple il a été montré que Suv39h1 régule 

positivement la sénescence dans les lymphomes induits par Ras et inhibe la formation de 

rhabdomyosarcomes embryonnaires chez le poisson zèbre (Albacker et al, 2013; Braig et al, 

2005; Reimann et al, 2010). D’autres études démontrent, au contraire, un rôle oncogénique de 

Suv39h1. Par exemple, Suv39h1 promeut la tumorigenèse dans le cancer du sein et la 

leucémie en favorisant la prolifération cellulaire, l’instabilité chromosomique et l’invasion 

tumorale (Dong et al, 2013; Khanal et al, 2013; Vajen et al, 2013). Ainsi,  l’inhibition de 

Suv39h1 par un inhibiteur chimique spécifique, la chaetocine, induit l’apoptose dans les 

leucémies (Chaib et al, 2012). Une autre étude à montré que l’inhibition par siRNA de 

Suv39h1 et G9a induit l’apoptose dans les cellules humaines cancéreuses de l’épithélium 

bronchique (Watanabe et al, 2008). 

G9a est surexprimée dans différents cancers. Il a d’ailleurs été démontré que l’inhibition de 

G9a inhibe la croissance tumorale et l’invasion des cellules cancéreuses dans las souris nude 

et provoque la mort cellulaire dans les cellules cancéreuses du pancréas (Kondo et al, 2008; 

Yuan et al, 2013). G9a est  surexprimée dans des carcinomes hépatiques (Kondo et al, 2007), 
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et est également impliquée dans la répression des gènes suppresseurs de tumeurs comme la 

desmocolline 3, décrite comme ayant une activité anti-métastatique dans les cancers du sein 

(Wozniak et al, 2007), ou encore favorise la métastase dans le cancer du poumon (Chen et al, 

2010). De manière générale, G9a semble favoriser la tumorigenèse et l’invasion cellulaire. 

Cependant, une étude a montré que G9a peut aussi agir comme suppresseur de tumeur. En 

effet, G9a en interaction avec le facteur YY1, réprime la protéine JAK2 dérégulée dans 

certaines leucémies (Son et al, 2012). 

Contrairement à G9a, GLP a très peu été impliquée dans le cancer. Néanmoins, une étude a 

montré une diminution de son expression dans les méduloblastomes (Northcott et al, 2009). 

Une autre étude montre qu‘à l’inverse, GLP en interaction avec la protéine MTh1 

(Metallothionein h1), a un effet suppresseur de tumeur dans le cancer de la prostate (Han et al, 

2013) 
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Partie 3 : Régulation de la différenciation musculaire 

squelettique et rôle des KMTs de H3K9 dans cette 

régulation. 

 
Comme nous venons de le voir, les KMTs de H3K9 (sauf peut être GLP) sont largement 

impliquées dans le(s) cancer(s). Or, une dé-régulation de l’équilibre entre la prolifération et la 

différenciation cellulaire peut souvent être la cause de cancers. Les recherches que j’ai 

menées durant ma thèse s’intéressent à cet équilibre et en particulier aux rôles des KMTs dans 

cet équilibre. Pour cela, le laboratoire dispose comme modèle d’étude le muscle strié, où la 

différenciation terminale est bien caractérisée in vitro. Dans le muscle strié, la prolifération et 

la différenciation sont mutuellement exclusives : l’arrêt de la prolifération est requis pour 

permettre aux cellules de s’engager dans le processus de différenciation terminale. Ainsi, les 

régulateurs positifs de la différenciation terminale sont généralement des répresseurs de la 

prolifération. 

I. Présentation du modèle d’étude : le muscle squelettique. 

 
Le muscle squelettique fait partie des muscles à contraction volontaire qui, contrairement aux 

muscles lisse et cardiaque, ne se contracte en conditions physiologiques qu’en présence de 

stimulations nerveuses. Les myofibres, qui constituent les cellules musculaires fonctionnelles, 

dérivent des cellules progénitrices du muscle, également appelées MPCs (Muscle Progenitor 

Cells) (Figure 14). Pour donner naissance aux myotubes, ces MPCs subissent d’abord une 

étape de détermination qui les convertit en myoblastes. Contrairement aux myotubes, les 

myoblastes ont encore la possibilité de se diviser, en revanche, ils ne sont plus multipotents, 

c’est-à-dire qu’ils sont déterminés à se différencier en muscle. Sous l’influence de signaux 
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extérieurs, les myoblastes se différencient, c’est-à-dire qu’ils sortent du cycle prolifératif, 

expriment des protéines spécifiques du muscle comme la créatine kinase musculaire (MCK) 

ou la chaîne lourde de la myosine (MHC), et fusionnent entre eux, donnant ainsi naissance 

aux myotubes (Figure 14). Les myotubes subissent finalement une étape de maturation pour 

donner les fibres musculaires striées. 

Au niveau moléculaire, la différenciation terminale des myoblastes nécessite l’intervention des 

facteurs de transcription de la famille MRF (Myogenic Regulatory Factors) (Buckingham, 2001; 

Perry & Rudnick, 2000). Ce sont les protéines MyoD, Myf5, myogénine et MRF4 qui sont les 

« master » régulateurs du programme de différenciation musculaire terminale.  

Afin d’étudier les mécanismes impliqués dans la différenciation musculaire terminale, la 

lignée de myoblastes murins C2C12 a été isolée et caractérisée (Blau et al, 1985; Yaffe & 

Saxel, 1977). Les C2C12 sont des myoblastes qui ont été isolés de cellules satellites de souris, 

puis mis en culture et immortalisés par passages successifs. Les cellules satellites sont une 

population de cellules mononuclées indifférenciées et quiescentes, situées sous la lame basale 

des fibres musculaires. Lors d’une lésion, les cellules satellites sont activées et retrouvent leur 

capacité à proliférer, pour pouvoir ensuite se différencier en myotubes et ainsi former de 

nouvelles fibres musculaire (Le Grand & Rudnicki, 2007). Les C2C12  sont devenus un outil 

de prédilection pour l’étude de la différenciation musculaire ex vivo et ont permis de mieux 

caractériser la différenciation musculaire et d’étudier notamment l’équilibre prolifération-

différenciation du muscle squelettique. Cette lignée a la capacité de se différencier rapidement 

et de produire des myotubes contractiles exprimant des protéines caractéristiques du muscle. 
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Figure 14. Mise en place du muscle strié. 
Pendant le développement, les cellules souches mésodermiques s’engagent dans un des multiples lignages 
cellulaires possibles, notamment dans le lignage musculaire. L’expression de Pax3 dans les cellules progénitrices 
contribue à l’expansion myogénique. Après l’induction de MyoD et/ou Myf5, les cellules progénitrices 
mésodermiques sont engagées dans le lignage musculaire (myoblastes). Plus tard, l'activation des MRFs 
secondaires (myogénine et MRF4) induit la différenciation musculaire terminale des myoblastes en myocytes. 
Finalement, la fusion des myocytes donne naissance aux myotubes multinucléés qui subiront une dernière étape 
de maturation avec notamment leur innervation par les motoneurones, pour donner les myofibres striées (adaptée 
de : (Charge & Rudnicki, 2004)) 

1. Origine embryonnaire du muscle squelettique 

Chez les vertébrés, les muscles squelettiques sont issus du mésoderme paraxial, qui se 

segmente en somites, sphères épithéliales qui s’alignent de part et d’autre du tube neural. Les 

somites donneront naissance aux muscles des membres et du tronc (Buckingham et al, 2003). 

Dans sa partie ventrale, le somite va donner naissance au sclérotome qui est à l’origine des 

côtes et des vertèbres. La partie dorsale du somite constituera le dermomyotome à l’origine du 

derme et donnera deux populations de cellules myogéniques. L’une de ces populations, issue 

de la partie dorso-médiane (épaxiale) du dermomyotome, donnera naissance aux muscles du 

dos ; l’autre, issue de sa partie ventro-latérale (hypaxiale), sera à l’origine des muscles des 

membres et des muscles de la paroi abdominale suivant la position du somite le long de l’axe 

rostro-caudal (antéro-postérieur). 
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2. Myogenic Regulatory Factors ou “MRFs” 

2.1. Mise en évidence des MRFs  

Les MRFs ont été mis en évidence pour la première fois par des expériences de traitement de 

fibroblastes par un agent déméthylant de l’ADN, la 5-azacytidine (5-aza). En effet, le 

traitement à la 5-aza de fibroblastes induisait spontanément leur conversion en myoblastes, 

qui pouvaient alors entrer en pseudo-différenciation musculaire terminale en absence de 

signaux mitogènes. Un criblage différentiel entre les fibroblastes traités ou non-traités à la 5-

aza a permis d’isoler le gène MyoD lequel, exprimé de manière ectopique dans des cellules 

non musculaires (neurones, adipocytes, mélanocytes, chondrocytes), est capable de les 

convertir en myotubes (Choi et al, 1990; Davis et al, 1987; Weintraub et al, 1989). Sur la base 

de ces résultats, le gène MyoD a été proposé comme un des acteurs principaux du 

développement musculaire. Trois autres gènes ont été ainsi identifiés : myogénine 

(Edmondson & Olson, 1989; Wright et al, 1989), Myf5 (Braun et al, 1989) et MRF4 (Rhodes 

& Konieczny, 1989). Comme MyoD, les protéines codées par ces gènes sont capables 

d’induire la conversion myogénique de cellules non musculaires, démontrant leur rôle dans la 

détermination et différenciation myogéniques. 

2.2. Structure des MRFs 

 
Les quatre protéines MyoD, Myf5, myogénine et MRF4 appartiennent à la famille des 

facteurs de transcription de type bHLH (basic helix loop helix). Les MRFs présentent une 

homologie de séquence de 80% sur un fragment de 70 acides aminés qui regroupe une région 

basique (b) et un domaine hydrophobe hélice-boucle-hélice (HLH). Le motif bHLH définit 

une superfamille de protéines, dont font partie les bHLH myogéniques. La région basique des 

bHLH myogéniques joue un double rôle dans le contrôle de la transcription des gènes 

spécifiques du muscle, en permettant la liaison des MRFs à l’ADN et en conférant une 
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spécificité de transcription. Les bHLH myogéniques diffèrent des autres bHLH du fait qu’ils 

contiennent un motif de reconnaissance conservé au sein du domaine basique. D’autre part, le 

domaine HLH sert d’interface à la dimérisation. Le motif bHLH est également trouvé dans 

une classe de protéines ubiquitaires connues sous le nom de protéines E, qui inclut 

HEB/HTF4, E2-2/ITF-2 et l’épissage alternatif du produit du gène E2A : E12/E47. Ainsi, les 

bHLH myogéniques peuvent s’homodimériser ou s’hétérodimériser avec les facteurs de 

transcription bHLH de classe I, que sont les protéines E. Les dimères formés par les protéines 

bHLH diffèrent par leur affinité pour l’ADN. Par exemple, le dimère MyoD-E47 se forme 

efficacement et se fixe fortement sur l’ADN, alors que l’homodimère MyoD se fixe à l’ADN 

plus faiblement (Murre et al, 1989). Les hétérodimères MRF-protéines E se fixent sur la 

séquence consensus “CANNTG”, appelée boîte E, présente notamment dans les régions 

régulatrices des gènes spécifiques du muscle comme par exemple MCK. 

2.3. Détermination et différenciation des cellules musculaires au cours de la myogenèse 

embryonnaire 

 
Pendant le développement embryonnaire, l’expression des MRFs est hautement régulée. 

Myf5 est induite dans les somites dorsaux-médians. Elle est suivie par l’expression de MyoD 

dans les somites dorso-latéraux. Les voies Wnt, Sonic hedgehog (Shh) et d’autres voies de 

signalisation contribuent à la détermination du muscle, en induisant l’expression de Myf5 et 

MyoD  (Figure 14) dont le signal est antagonisé par BMP4 (pour revue (Buckingham, 2001)). 

En effet, BMP4 est un inhibiteur puissant de MyoD et Myf5 (Pourquie et al, 1996). Ainsi, les 

voies de signalisation Wnt, Shh et BMP4 se combinent pour initier et restreindre la 

myogenèse dans les bonnes régions du dermomyotome (Cossu & Borello, 1999). 

L’expression de MyoD et Myf5 est une étape clé qui marque l’engagement des cellules 

somitiques multipotentes dans le lignage myogénique. L’activation de MyoD est retardée dans 
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les embryons où le gène Myf5 est inactivé, montrant que l’expression de MyoD est 

initialement sous le contrôle de Myf5 (Tajbakhsh et al, 1997). Par la suite, MyoD est activé 

indépendamment et la myogenèse se déroule normalement avec une localisation correcte des 

cellules (Kassar-Duchossoy et al, 2004). De même, chez la souris, en absence de MyoD, la 

myogenèse se déroule apparemment normalement, suggérant une redondance fonctionnelle 

avec d’autres MRFs (Rudnicki et al, 1992). Dans ces souris, le niveau de Myf5 est augmenté, 

ce qui suggère, d’une part, que Myf5 pourrait être le facteur palliant l’absence de MyoD, et, 

d’autre part, que MyoD régule négativement Myf5. D’ailleurs, dans les doubles mutants 

Myf5:MyoD, la myogenèse n’a pas lieu (Braun & Arnold, 1996; Rudnicki et al, 1993). 

Le rôle joué par MRF4 pendant la myogenèse est plus complexe. En effet, MRF4 est exprimé 

de manière transitoire dans le myotome de souris au jour E9, en suivant de près l’expression 

de Myf5. Son expression disparaît à E11,5 et est ré-initiée à E16 dans les fibres musculaires 

en différenciation. MRF4 a un rôle à la fois dans la spécification des somites en progéniteurs 

myogéniques, mais également au cours de la différenciation terminale. Enfin, la myogénine 

joue un rôle critique au cours de la différenciation terminale. En effet, chez les souris dont le 

gène myogénine a été inactivé, la deuxième phase d’expression de MRF4 et la formation des 

fibres secondaires sont sévèrement compromise (Ontell & Kozeka, 1984). Chez ces souris, les 

myoblastes sont présents, montrant que la myogénine n’est pas requise pour l’acquisition de 

l’identité des myoblastes, cependant, la différenciation terminale est fortement compromise 

(Venuti et al, 1995). 

Pour résumer, les études d’inactivation géniques chez la souris montrent que Myf5 et MyoD 

sont requis pour l’engagement dans le lignage myogénique, la myogénine joue un rôle 

critique dans l’expression du phénotype musculaire final et MRF4 participe à ces deux 

fonctions. Ainsi, MyoD, Myf5, et dans une certaine mesure MRF4, sont considérés comme 
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des facteurs d’engagement ou de « détermination», alors que la myogénine est perçue comme 

un facteur de « différenciation » uniquement (Figure 14). 

3. Les protéines MEF2, co-facteurs des MRFs 

Parallèlement aux MRFs, une autre famille de facteurs de transcription joue un rôle clé dans 

la différenciation musculaire : les protéines de la famille des Myocyte Enhancer Factor 2 

(MEF2). Les protéines MEF2 appartiennent à la famille de facteurs de transcription à 

domaine MADS (MCM1, Agamous, Deficiens, Serum response factor) et sont induites quand 

les myoblastes entrent dans le programme de différenciation terminale (Gossett et al, 1989; 

Yu et al, 1992). L’inactivation de l’unique gène Mef2 chez la Drosophile entraîne une létalité 

embryonnaire, ainsi qu’une perte complète de différenciation musculaire dans les trois 

lignages musculaires (squelettique, lisse et cardiaque). Cependant, dans ce cas, les myoblastes 

sont présents et correctement localisés, ce qui indique que c’est le processus de différenciation 

terminale et non de détermination qui est affecté (Bour et al, 1995). Chez les mammifères, les 

protéines de la famille MEF2 sont codées par 4 gènes différents, Mef2 A à D. Les transcrits de 

ces gènes sont exprimés dans une grande variété de tissus et de lignées cellulaires et sous la 

forme de nombreux transcrits. Cependant, les protéines elles-mêmes et leur activité de liaison 

à l’ADN semblent limitées aux cellules musculaires différenciées et aux neurones. Les 

protéines MEF2 se fixent ainsi sur un site riche en A/T retrouvé dans les promoteurs et les 

enhancers de nombreux gènes spécifiques du muscle : CTA(A/T)4TAG (Gossett et al, 1989). 

Cependant, MEF2 ne peut pas activer seule les gènes du muscle, mais augmente de manière 

coopérative leur transcription induite par les MRFs. Plusieurs travaux ont identifié MEF2C 

comme le facteur MEF2 crucial impliqué dans le développement du muscle squelettique 

(Bour et al, 1995). Le gène Mef2C est le premier membre des MEF2 exprimé au début de la 

différenciation musculaire cardiaque et squelettique in vivo (Edmondson et al, 1994), et son 
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expression est maintenue tout au long du développement du muscle squelettique. D’une 

manière intéressante, Il a été montré que MEF2C est une cible transcriptionelle directe des 

MRFs lors de la différenciation du muscle squelettique (Wang et al, 2001). Ce qui suggère 

une inter-relation plus complexe avec les MRFs. 

Myf5 et la myogénine sont exprimés avant MEF2C, et sont initiateurs de la transcription de  

Mef2C, tandis que MRF4 maintient l’expression de MEF2C dans le muscle post-natal. En 

outre, il a été montré que MEF2C agit sur son propre promoteur afin d'amplifier et de 

maintenir son expression dans les myoblastes en différenciation et dans les muscles 

différenciés. Enfin, MFE2 active ses gènes cibles non seulement en se liant à ses propres sites 

de liaison de l'ADN, mais aussi par interactions protéine-protéine avec les hétérodimères 

bHLH myogéniques/protéines E liés eux mêmes à la séquence consensus E-box. Dans ce 

complexe, MEF2 agit comme un co-facteur essentiel à l'activation de gènes spécifiques du 

muscle (Molkentin et al, 1995). 

II. L’équilibre prolifération différenciation dans le système 

musculaire 

L’équilibre entre prolifération et différenciation implique la mise en place d’un programme 

génétique spécifique à l’un ou l’autre de ces deux états physiologiques : la prolifération 

implique l’activation de gènes associés à la prolifération et l’inhibition de ceux associés à la 

différenciation ; à l’inverse, la différenciation implique l’activation des gènes associés à la 

différenciation et l’extinction de ceux qui sont associés à la prolifération. Ainsi, les deux 

étapes de la différenciation terminale sont : la sortie irréversible du cycle prolifératif  et 

l’expression des gènes spécifiques de la différenciation musculaire. 
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1. Régulation négative des gènes de la différenciation dans les myoblastes 

proliférants. 

Comme nous l’avons vu, MyoD joue un rôle clé dans l’induction de la myogenèse. 

L’expression ectopique du facteur de transcription MyoD dans des fibroblastes, comme dans 

de nombreuses autres lignées cellulaires telles que les cellules nerveuses, adipeuses, 

pigmentaires ou hépatiques, suffit pour convertir ces cellules non musculaires en cellules 

myogéniques (Lassar et al, 1986; Tapscott et al, 1990; Tapscott et al, 1988; Weintraub et al, 

1989). Cependant, MyoD est exprimé dans les myoblastes en prolifération, alors que ses 

principaux gènes cibles n’y sont pas activés. Cela implique donc une inhibition active de son 

activité. Par exemple, MyoD comporte plusieurs sites de modifications post-traductionnelles 

capables de réguler son activité et/ou de provoquer sa dégradation par le protéasome 

(Breitschopf et al, 1998; Floyd et al, 2001). Ainsi, MyoD est phosphorylé dans les myoblastes 

en prolifération et cette phosphorylation diminue lorsque les myoblastes se différencient en 

myotubes (Kitzmann et al, 1999). La phosphorylation de MyoD par le complexe cycline 

E/cdk2 est impliquée dans sa dégradation dépendante de l’ubiquitine pendant la phase G1-S 

(Tintignac et al, 2000). Parce que la cycline D1 est essentielle pour l’induction de la cycline E 

(Nurse, 1994; Sherr, 1994), le rôle du complexe cyc E/cdk2 dans la phosphorylation de 

MyoD, et sa dégradation consécutive, fournit une explication supplémentaire pour le rôle 

inhibiteur de la myogenèse par la cycline D1. En particulier, la surexpression de la cycline D1 

induit l’accumulation de CDK4 dans le noyau, qui se lie alors à l’extrémité N-terminale de 

MyoD empêchant ainsi sa liaison à l’ADN (Zhang et al, 1999). D’autre part, l’activité de 

MyoD et des autres MRFs peut être modulée en régulant leur fixation à l’ADN. Notamment, 

l’activité de MyoD et celles de ses co-facteurs : les protéines E et les facteurs MEF2, sont 

hautement régulées par des interactions protéine-protéine. Toutes les protéines à domaine 

HLH ne possèdent pas de propriétés activatrices, au contraire, la plupart fonctionnent comme 
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des régulateurs négatifs de la transcription. Un cas bien illustré est celui des protéines Id, qui 

possèdent un motif HLH mais pas de domaine basique. Id est donc capable de former des 

hétérodimères avec les protéines bHLH et empêche leur liaison à l’ADN (Benezra et al, 

1990). Un autre exemple sont les protéines MyoR et Mist1, qui forment des hétérodimères 

inactifs avec les MRFs, capables de se fixer sur les boîtes E, mais sans activer la transcription 

(Lemercier et al, 1998; Lu et al, 1999). Enfin, comme nous allons le voir dans le chapitre 

suivant, l’activité des MRFs peut être négativement régulée par association avec des facteurs 

de remodelage ou de modification de la chromatine. 

2. La sortie irréversible du cycle cellulaire 

L’arrêt du cycle prolifératif est un pré-requis pour que la différenciation musculaire terminale 

puisse avoir lieu. Cette étape clé de la différenciation musculaire squelettique implique la 

diminution des activateurs du cycle cellulaire, tels que les cyclines et les kinases dépendantes 

des cyclines (CDKs), et l’augmentation des inhibiteurs du cycle cellulaire, tels que p21, p27 

et p57 ou la déphosphorylation de Rb. En particulier, Rb et p21 jouent un rôle très important 

dans l’arrêt de la croissance des myoblastes. Leur niveau d’expression et leur activité est 

régulé négativement par les facteurs de croissance, et positivement par MyoD, qui joue un 

rôle coopératif dans l’induction de l’arrêt du cycle cellulaire. Notamment, l’arrêt irréversible 

du cycle cellulaire corrèle avec l’induction irréversible de p21, accélérant ainsi la 

différenciation myogénique 

La sortie du cycle cellulaire a lieu à la transition G1/S, moment où la cellule va choisir de 

progresser vers un nouveau cycle de division cellulaire ou d’en sortir. Au niveau moléculaire, 

plusieurs régulateurs positifs et négatifs du cycle cellulaire ont été identifiés. Parmi les 

régulateurs positifs du cycle se trouvent les complexes cycline/CDKs (pour revue (Nurse, 

1994). Les régulateurs négatifs du cycle, qui sont aussi des co-activateurs de la différenciation 
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musculaire, comprennent entre autres les inhibiteurs de CDKs (CKIs) (pour revue(Sherr & 

Roberts, 1995; Sherr & Roberts, 1999)) et la famille des protéines à poche : la protéine Rb, le 

produit du gène de susceptibilité au rétinoblastome, et deux protéines apparentées à Rb : p107 

et p130 (Mulligan & Jacks, 1998). 

Le passage de la phase G1 vers la phase S est contrôlé par les cyclines D (associées aux 

CDK4 et CDK6), la cycline E et la cycline A (associées à Cdk2). Une des principales cibles 

de phosphorylation des complexes cycline A ou E/CDK2 à la transition G1/S est la protéine 

Rb. Dans sa forme hypophosphorylée, c’est à dire active, Rb régule négativement la 

progression du cycle cellulaire de la phase G1 vers la phase S. Rb hypophosphorylée agit au 

niveau transcriptionnel, en interagissant et en modulant l’activité de nombreux facteurs de 

transcription comme E2F, réprimant ainsi l’expression des gènes requis pour l’entrée en phase 

S (pour revue (Kouzarides, 1995; Taya, 1997)) (Figure 15). Trois facteurs de transcription de 

la famille E2F (E2F1, E2F2 et E2F3) régulent notamment les gènes associés à la prolifération 

(Chellappan et al, 1991; Helin, 1998). Au cours de la phase G1, la phosphorylation de Rb par 

les complexes cyc/Cdk, induit sa dissociation de E2F ce qui permet l’entrée des cellules en 

phase S (pour revue (Mittnacht, 1998)). La protéine Rb reste alors hyperphosphorylée jusqu’à 

l’entrée en mitose, ce qui conduit à sa dégradation.  

Au cours de la différenciation, l’inhibition de l’activité des CDK par, entre autre la 

surexpression de p21, empêche la phosphorylation de Rb. Ainsi activée, Rb interagit avec 

E2F, réprime son activité et provoque l’arrêt du cycle cellulaire. La progression du cycle 

cellulaire est largement sous le contrôle de la régulation génique dépendante de Rb/E2F 

(Figure 15). 
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Figure 15. Régulation de l’activité de Rb au cours du cycle cellulaire. 
Durant le début de la phase G1, la transcription des gènes de la phase S dépendante de E2F, est réprimée par la 
fixation de Rb à E2F. Au point de restriction R, des complexes cyclines/CDKs phosphorylent Rb, qui se 
décroche alors de E2F, permettant à celui-ci d’activer la transcription de ses gènes cibles et le passage en S. La 
sortie du cycle précédant la différenciation cellulaire se fait au cours de la phase G1 lorsque l’inhibition de E2F 
par Rb est reste active (adapté de la revue(Giacinti & Giordano, 2006)). 

La cycline D1 est un élément primordial dans la coordination entre la prolifération cellulaire 

et la différenciation musculaire terminale (Latella et al, 2001; Skapek et al, 1995). Son 

expression est induite par les facteurs de croissance tels que le FGF (fibroblast growth factor) 

et le TGF-β (Tumor Growth Factor-beta), et son niveau d’expression est maximal pendant la 

phase G1 (Sherr, 1994). La surexpression de la cycline D1 accélère la progression G1/S 

(Quelle et al, 1993) et inhibe la transactivation des gènes spécifiques du muscle en partie par 

la voie Rb/E2F (Guo & Walsh, 1997; Skapek et al, 1996). Des expériences de trans-

différenciation musculaire de fibroblastes en culture montrent que les cyclines A et E bloquent 

la différenciation. La présence d’une protéine Rb mutante non-phosphorylable abolit l’effet 

négatif des cyclines A et E sur la différenciation musculaire (Skapek et al, 1996). En 

revanche, l’expression de la cycline D1 réussit quand même à inhiber la différenciation 

musculaire, même en présence de ce mutant Rb. Ceci indique que l’activité des cyclines/CDK 

bloque la différenciation musculaire à la fois par un mécanisme dépendant de la 

phosphorylation de Rb et par un second mécanisme indépendant de la phosphorylation de Rb 
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(Skapek et al, 1996). 

3. L’activation des gènes spécifiques du muscle 

Pour induire la différenciation terminale ex vivo, les signaux mitogènes sont diminués 

artificiellement en cultivant les myoblastes dans un milieu à faible teneur en sérum et en 

laissant les cellules à confluence. Ce n’est qu’après l’arrêt permanent de la prolifération que 

les myoblastes vont exprimer les protéines spécifiques du muscle et fusionner entre eux pour 

former des cellules multi-nucléées appelées myotubes. Simultanément, à l’arrêt du cycle, 

MyoD active l’expression d’autres acteurs importants de la différenciation comme la 

myogénine et MEF2 (Black & Olson, 1998; Edmondson et al, 1992). La myogénine, qui 

intervient donc en aval de MyoD dans le processus de différenciation, peut aussi activer les 

gènes de la famille MEF2 (Cserjesi & Olson, 1991) et permettrait de prendre le relais de 

MyoD et/ou de contribuer à la reprogrammation transcriptionelle des noyaux des myoblastes 

en cours de différenciation. Plus tard au cours de la différenciation, MyoD participe à 

l’activation de gènes codant des protéines fonctionnelles du muscle, comme la créatine kinase 

musculaire (MCK), la Troponine I et la chaîne lourde de la myosine (MHC), qui sont 

indispensables à la fois à la structure et au fonctionnement des myotubes (Bergstrom et al, 

2002; Lassar et al, 1989). 

III. Facteurs épigénétiques impliqués dans la régulation de la 

myogenèse. 

Le remodelage de la chromatine et divers facteurs épigénétiques ont été impliqués dans la 

régulation des gènes durant la myogenèse. 
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1. Facteurs épigénétiques impliqués dans le maintien des cellules en 

prolifération. 

Comme nous venons de le voir, la régulation de la différenciation musculaire passe par la 

régulation de la prolifération cellulaire, et le maintien de cet état implique une régulation des 

gènes au niveau épigénétique. Par exemple, la méthylation de l'ADN a été montrée comme 

l’un des principaux systèmes répressifs agissant sur les gènes musculaires. Des expériences 

pionnières ont montré que la 5-azacytidine (un inhibiteur de la méthylation de l’ADN) était 

capable d'induire la trans-différenciation des fibroblastes en myoblastes (Taylor & Jones, 

1979). Ainsi, la déméthylation de MyoD et de la myogénine au niveau de leur promoteur 

conduit à leur de-répression fournissant une explication du phénotype observé avec les 

fibroblastes traités à la 5-aza (pour revue(Palacios & Puri, 2006)). La modification des 

histones est également impliquée dans cette régulation. Il a ainsi été observé dans les cellules 

en prolifération, que certains gènes spécifiques de la différenciation musculaire sont 

hypoacetylés et portent les marques H3K9me2 et H3K27me3 au niveau de leurs promoteurs. 

Cet environnement répressif est instauré par les HDACs et les KMTs spécifiques de H3K9 et 

du groupe Polycomb (Sartorelli & Caretti, 2005). De manière intéressante, il a été montré que 

les HDACs et les KMTs peuvent réguler négativement l’expression des gènes spécifiques du 

muscle via leur interaction avec les protéines MyoD et MEF2. En effet, dans les myoblastes 

en prolifération, MyoD et MEF2 sont associés à la répression de leurs propres gènes cibles. 

Pour cela, plusieurs membres de la classe I et II des HDAC (HDAC 1, 2 , 3, 4 et 5) et des 

Sirtuines (aussi appelées HDACs de classe III; Sir2 ), interagissent avec MyoD et MEF2 et 

régulent leur activité transcriptionelle. Cette régulation peut se faire à deux niveaux : d’une 

part en dé-acétylant MyoD et MEF2 eux-mêmes, ce qui inactive les deux facteurs, d’autre 

part en dé-acétylant les histones sur leurs promoteurs cibles (Di Padova et al, 2007; Dressel et 

al, 2001; Fulco et al, 2003; Lu et al, 2000; Mal, 2006; Perdiguero et al, 2009). 
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Par ailleurs, il a été montré que le recrutement de complexes HDACs, pour désacétyler les 

histones sur les promoteurs des gènes musculaires avant la différenciation, contribue à la 

méthylation de H3K9 par les KMTs sur ces mêmes promoteurs (Zhang et al, 2002). Mal et 

Harter montrent que dans les myoblastes en prolifération, MyoD est associé à HDAC1 sur le 

promoteur de la myogénine et que ce promoteur présente alors une désacétylation ainsi qu’une 

méthylation de H3K9 (Mal & Harter, 2003). Par ailleurs, les KMTs Suv39h1 et G9a, 

interagissent avec MyoD dans les cellules en prolifération et participent à la répression des 

gènes cibles de MyoD via la méthylation de H3K9. De plus, G9a méthyle MyoD et cette 

méthylation est nécessaire à la répression des gènes cibles de MyoD (Ling et al, 2012a; Mal, 

2006). Par ailleurs il a été montré que Suv39h1 et G9a étaient présentes sur le promoteur du 

gène p21 afin de réprimer son expression dans des cellules cyclantes (Cherrier et al, 2009). 

D’autres KMTs régulent négativement la différenciation musculaire. Notamment Ezh2, qui 

est recrutée sur les gènes musculaires dans les myoblastes en prolifération. Ezh2 est retrouvée 

dans un complexe protéique contenant HDAC1. Les promoteurs des gènes musculaires sont 

hyperméthylés sur H3K27 et donc réprimés. L’enclenchement de la différenciation est couplé 

à la disparition de ce complexe sur ces mêmes loci. H3K27 devient donc hypométhylé, 

permettant la transcription de leurs gènes cibles. La diminution de Ezh2 est corrélée avec une 

activation de l’expression des gènes du muscle et sa surexpression inhibe la différenciation 

musculaire (Caretti et al, 2004). 

2. Facteurs épigénétiques impliqués dans l’activation du programme de 

différenciation. 

 
De même que les HDACs, les HATs sont capables d’interagir avec MyoD et MEF2. Il est 

ainsi possible de faire basculer ces deux facteurs d’un état répresseur à un état activateur sur 



 
69 

certains loci. Ainsi, il à été montré que MyoD forme un complexe avec les HATs p300/CBP et 

PCAF (McKinsey et al, 2002; Puri et al, 1997a; Puri et al, 1997b; Sartorelli et al, 1999). A 

l’inverse des HDACs, les HATs favorisent l’activation transcriptionelle par MyoD via 

l’acétylation des histones mais également par acétylation de MyoD lui-même. L’acétylation 

de MyoD augmente notamment sa capacité de liaison à l’ADN ainsi que son activité 

transcriptionnelle (Polesskaya et al, 2000; Puri et al, 1997a). Par ailleurs, il a été montré que 

la protéine Rb peut déplacer HDAC1 de MyoD (Puri et al, 2001), laissant MyoD libre 

d’activer la transcription. D’ailleurs, la libération de MyoD de la contrainte HDAC1 est un 

préalable requis à l’association de MyoD avec la HAT PCAF (Mal et al, 2001). De même que 

MyoD, l’activité de MEF2 est régulée grâce à son interaction avec des HATs. En particulier, 

MEF2 interagit avec p300/CBP (Eckner et al, 1996; Sartorelli et al, 1997).  

La liaison de MyoD à certains promoteurs spécifiques est concomitante à l’acétylation des 

histones (Bergstrom et al, 2002). Cette acétylation favoriserait le recrutement du complexe de 

remodelage SWI/SNF sur ces gènes cibles (de la Serna et al, 2005). Des études ont montré 

que le complexe SWI/SNF est requis pour l’activation des gènes cibles de MyoD de même 

que MEF2 (de la Serna et al, 2001; Simone et al, 2004). Le complexe SWI/SNF faciliterait 

notamment la liaison et la formation du complexe ARN polymérase II (Pol II). Par ailleurs, 

les arginines méthyltransférases PRMT5 et CARM1/PRMT4 sont requises pour le 

recrutement du complexe SWI/SNF. Ces deux arginines méthyltransférases induisent la di-

méthylation de H3R8 et H3R17 sur les promoteurs des gènes musculaires, tel que la 

myogénine et MCK (Dacwag et al, 2009; Dacwag et al, 2007). Les miARN sont également 

impliqués dans l’activation du programme de différenciation. Par exemple, miR-181 cible 

Hox-A11, un répresseur de la différenciation terminale. Cela se traduit par l'induction de 

l'expression de MyoD (Naguibneva et al, 2006). Un autre régulateur positif de la myogenèse 

est miR-29 qui inhibe le facteur de transcription YY1 qui, associé avec Ezh2 agit comme 
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répresseur de l'expression des gènes spécifiques du muscle (Wang et al, 2008a).    

Outre l'activation des gènes musculaires, le programme de différenciation terminale nécessite 

l’arrêt irréversible du cycle cellulaire. La cinétique précise des événements moléculaires sous-

jacents reste encore floue. Il a cependant été montré que Suv39h1 et DNMT1 sont nécessaires 

à la sortie du cycle en permettant notamment la tri-méthylation de H3K9 au niveau des 

promoteurs des gènes cibles de E2F (Ait-Si-Ali et al, 2004; Campanero et al, 2000; Nielsen et 

al, 2001; Robertson et al, 2000; Vandel et al, 2001). 
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Contexte et présentation du projet de recherche 

 
Mon projet de thèse, débuté en 2009, avait pour but d’étudier le rôle des 4 KMTs spécifiques 

de la méthylation de H3K9 dans la régulation de l’équilibre entre la prolifération et la 

différenciation cellulaire. Pour étudier cet équilibre, mon équipe d’accueil dispose d’un 

modèle de différenciation terminale de cellules du muscle squelettique (C2C12). En effet, 

durant la différenciation terminale, les myoblastes arrêtent de proliférer et fusionnent entre 

eux pour former de longues cellules multinucléées que sont les myotubes. En particulier, ce 

processus implique, d’une part, l’expression des gènes musculaires et, d’autre part, la 

répression irréversible des gènes associés à la prolifération cellulaire. Ainsi, notre laboratoire 

a montré que durant la différenciation terminale, les gènes cibles de E2F (associés à la 

prolifération cellulaire) sont éteints par triméthylation de H3K9 par Suv39h1 (Ait-Si-Ali et al, 

2004; Guasconi et al, 2010). Or, la tri-méthyltransférase Suv39h1 utilise comme substrat 

H3K9 déjà mono- ou diméthylée (Rice et al, 2003), suggérant que Suv39h1 coopérerait avec 

des mono-/di-méthyltransférases de H3K9. De fait, notre laboratoire a montré que Suv39h1 

forme un mégacomplexe fonctionnel avec les mono- et di-méthyltransférases GLP, G9a et 

SETDB1 (Fritsch et al, 2010). 

D’après ces différentes observations, l’hypothèse suivante a été proposée : au cours de la 

différenciation musculaire terminale, les  KMTs  G9a, GLP, SETDB1 coopéreraient avec 

Suv39h1 dans l’arrêt irréversible du cycle cellulaire en inhibant par tri-méthylation de H3K9 

les gènes spécifiques de la prolifération. 

Ainsi, mon projet initial avait pour but d’étudier la possible interdépendance fonctionnelle 

entre ces 4 KMTs de H3K9 et leurs rôles dans la régulation de l’équilibre entre prolifération et 

différenciation cellulaires. 

J’ai pu montrer que les 4 KMTs interagissent entre elles dans notre modèle, aussi bien dans 
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les myoblastes en prolifération qu’en différenciation. J’ai ensuite cherché quels étaient les 

effets d’une modification de l’expression de chaque KMTs de H3K9 sur la différenciation 

musculaire terminale. Pour cela, j’ai réalisé des expériences de gain (lignées surexprimant 

stablement une des 4 KMTs) ou de perte de fonction (siARN). De cette manière, j’ai pu 

montrer que les 4 KMTs Suv39h1, G9a, GLP et SETDB1 sont toutes essentielles à la 

différenciation musculaire terminale. Une modification de leur expression (augmentation ou 

diminution) affecte le programme de différenciation. Cependant, les effets observés pour 

chacune des KMTs étaient différents. De manière tout à fait inattendue, j’ai pu observer que 

G9a et GLP, surtout connues pour agir en hétérodimère, avaient des rôles antagonistes dans 

les cellules en prolifération : G9a favorise la prolifération associée à une surexpression de la 

cycline D1 ainsi qu’à la répression des gènes de différenciation ; à l’inverse, GLP défavorise 

la prolifération et régule positivement la différenciation. Je développerai ce sujet dans la 

première partie de mes résultats.  

Dans une seconde partie, je décrirai les résultats que j’ai obtenus en étudiant le rôle de 

SETDB1 dans la différenciation musculaire terminale. Je développerai en particulier le rôle 

potentiellement activateur de SETDB1 sur la transcription des gènes spécifiques de la 

différenciation. Je présenterai aussi dans cette partie quelques résultats que j’ai obtenus en 

étudiant la localisation subcellulaire de SETDB1,  encore non étudiée.  
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Partie 1 : Les lysines méthyltransférases G9a et GLP 

agissent de manière antagoniste sur la régulation de la 

différenciation musculaire squelettique. 

I. Introduction 

Une partie de ma thèse a porté sur le rôle de ces deux protéines, G9a et GLP, dans la 

régulation de l’équilibre entre la prolifération et la différenciation cellulaire dans le modèle 

musculaire squelettique. 

De manière générale, la plupart des études associent à G9a et GLP des rôles fonctionnels 

similaires. En effet, il a été montré que G9a et GLP fonctionnent de manière coopérative pour 

mono- et di-méthyler H3K9 dans l’euchromatine dans les cellules ES (Tachibana et al, 2005). 

De plus, dans différents types cellulaires, humains et murins, ces deux protéines sont 

majoritairement présentes sous la forme d’un hétérodimère stable et fonctionnel G9a/GLP 

(Tachibana et al, 2008; Tachibana et al, 2005).  

En résumé, en accord avec l’idée que G9a et GLP forment un complexe stable dans la cellule, 

j’ai montré que les deux protéines interagissent entre elles, aussi bien dans les myoblastes en 

prolifération que dans les myotubes en différenciation. Cependant, en étudiant les effets d’une 

dérégulation de ces deux protéines sur mon modèle de différenciation musculaire, j’ai 

observé, de façon tout à fait inattendue, que G9a et GLP avaient des rôles antagonistes dans 

les cellules en prolifération : G9a favorise la prolifération associée à une surexpression de la 

cycline D1 ainsi qu’à la répression des gènes de différenciation ; à l’inverse, GLP défavorise 

la prolifération et régule positivement la différenciation.  
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II. Résultats 

1. G9a et GLP interagissent et présentent le même profil d’expression 

durant la différenciation musculaire terminale 

D’après les travaux de Tachibana et al., G9a et GLP sont majoritairement présentes dans la 

cellule sous forme d’un hétero-complexe fonctionnel. Cependant, la présence de ce complexe 

n’avait pas encore été validée dans le modèle de différenciation musculaire terminale. Afin de 

vérifier cela, j’ai co-immunoprécipité G9a et GLP dans les C2C12. Les résultats montrent que 

G9a et GLP interagissent dans les myoblastes en prolifération et en différenciation (Figure 

16). 

 
 

 
Figure 16 : Co-immunoprécipitation des KMTs de H3K9. 
Nous avons utilisé des anticorps dirigés contre chacune des 4 KMTs afin de les immunoprécipiter (IP) et vérifier 
leur interaction réciproque par western blot, dans des C2C12 en prolifération (à gauche) ou après 24h de 
différenciation (à droite).  
 
De plus, j’ai également testé si G9a et GLP étaient capable d’interagir avec SETDB1 et 

Suv39h1. En effet, notre laboratoire avait montré que les 4 KMTs de H3K9 sus- citées 

peuvent former un mégacomplexe dans les cellules MEFs, ES et HeLa (Fritsch et al, Mol Cell 

2010). Mes résultats montrent que les 4 KMTs interagissent entre elles au moins deux à deux, 

dans les C2C12 en prolifération (Figure 16). A l’exception de SETDB1 et GLP, les KMTs 
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interagissent également dans les C2C12 à 24h de différenciation (Figure 16). Sur la figure 16 

on peut également voir que les 4 KMTs interagissent dans les cellules en prolifération avec 

MyoD, le régulateur transcriptionnel majeur de la différenciation musculaire terminale.  

 

Figure 17 : Profils d’expression de G9a et GLP dans les C2C12. 
L’expression de G9a et GLP a été étudiée dans des myoblastes C2C12 en prolifération (0h) et à différents temps 
de différenciation (après privation en sérum). A) Niveau d’expression protéique des 4 KMTs étudiée par western 
blot. MCK (Muscle Creatine Kinase) sert de marqueur tardif de différenciation terminale et α-tubuline sert de 
contrôle de dépôt. B) Niveaux d’expression ARNm mesurés par qRT-PCR normalisés contre l’ARNm 
Cyclophyline A. 
 

La Figure 17 montre que le profil d’expression protéique de G9a et de GLP est similaire 

durant la différenciation musculaire terminale. Leur expression augmente aux étapes précoces 

de la différenciation (vers 24h de différenciation), avant de diminuer dans les stades tardifs. 

Le profil d’expression ARN de G9a et GLP ne traduit pas le profil d’expression protéique. En 

effet, le profil ARN de G9a ne bouge pas durant la différenciation. L’ARN de GLP ne 

diminue pas non plus durant la différenciation tardive. Par contre, on observe un pic 

d’expression ARN de GLP à 24h de différenciation qui corrèle avec le pic protéique observé. 

L’équipe de Y. Shinkai (Tachibana et al, 2008) a montré que la formation du complexe 

G9a/GLP stabilise leur niveau protéique. De même, l’inhibition de G9a ou de GLP diminuait 

le niveau protéique, et non ARNm, de l’autre (données non montrées pour les niveaux 

ARNm) (Figure 22). On peut alors supposer qu’à 24h, l’augmentation de l’ARN puis de la 

protéine GLP permettrait de stabiliser G9a sous forme de complexe. Mes résultats de co-

immunoprécipitation montrent d’ailleurs que G9a et GLP sont capables d’interagir dans ce 
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modèle de différenciation (Figure 16). Ainsi, ces premiers résultats suggèrent un rôle associé 

de ces deux protéines, notamment sous forme de complexe, durant la différenciation 

terminale. En particulier pendant les phases précoces de différenciation, comme le suggère le 

pic protéique observé à 24h de différenciation.  

2. La surexpression de G9a inhibe la différenciation musculaire terminale, à 

l’inverse de GLP. 

 
Il est possible de suivre la différenciation musculaire terminale in vitro grâce à des marqueurs 

de différenciation. En général, on utilise la myogénine comme marqueur précoce de 

différenciation et MCK comme marqueur tardif. Par exemple, dans les myoblastes murins 

C2C12 que j’utilise, il est possible de détecter l’expression de la protéine myogénine dès 24h 

de différenciation et de MCK vers 48h de différenciation. Il est également possible d’évaluer 

l’état de différenciation au niveau morphologique. En effet, dès 24h de différenciation, on 

peut voir que les myoblastes (contrôle) s’orientent les uns par rapport aux autres et se 

rapprochent pour commencer, vers 48h de différenciation, à fusionner. On peut ainsi 

distinguer la formation de myotubes, dont la grosseur va continuer à augmenter avec 

l’avancée en différenciation. Lorsque l’on surexprime G9a, on constate que la différenciation 

est inhibée. En effet, les cellules surexprimant G9a montrent, par rapport aux cellules 

contrôle, de petits et peu nombreux myotubes après 96h de différenciation (Figure 18). Cela 

corrèle avec le fait qu’il n’y a pas d’expression protéique de MCK même après 96h de 

différenciation dans les cellules surexprimant G9a. De même, il n’y a quasiment pas 

d’expression ARN de MCK ni de la myogénine. Il est à noter que ce sont des cellules 

polyclonales surexpimant G9a qui ont été utilisées dans les expériences montrées en Figure 

18. Il est ainsi possible que les quelques pseudo-myotubes de petit volume observés soient 
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issus de cellules surexprimant faiblement G9a. Afin de tester cette hypothèse, nous avons trié 

les myoblastes en fonction du  niveau d’expression de la protéine G9a. J’ai ainsi pu observer 

que l’effet inhibiteur sur la différenciation est positivement corrélé au niveau de surexpression 

de G9a (données non montrées).  

D’une manière totalement inattendue, et à l’inverse de G9a, la surexpression de GLP semble 

favoriser la différenciation de myoblastes même en conditions de prolifération. En effet, on 

peut voir dans les myoblastes en prolifération qui surexpriment GLP, que MCK est déjà 

exprimée aussi bien au niveau ARN que protéique (Figure 18).  
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Figure 18 : La différenciation musculaire terminale est affectée par un gain de fonction de G9a ou GLP. 
Des myoblastes murins C2C12 portant stablement soit un vecteur vide (contrôle) soit surexprimant G9a ou GLP 
ont été analysés en prolifération (0 h) et à différents temps de différenciation. 
A) Analyse par western blot d’extraits protéiques de ces myoblastes C2C12. MCK sert de marqueur tardif de 
différenciation terminale et α-tubuline sert de contrôle de dépôt. Pour chaque lignée C2C12, des images de 
microscopie (x10) des cellules à 96h de différenciation sont montrées en dessous. 
B) Niveaux d’expression ARNm de la myogénine (panneau de gauche) et MCK (panneau de droite) mesurés par 
RT-qPCR et normalisés contre l’ARNm Cyclophyline A, fait à partir des ARNs extraits des lignées C2C12 
surexprimant G9a ou GLP. 
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3. La perte de fonction de GLP  inhibe la différenciation musculaire tandis 

que celle de G9a la favorise. 

 
J’ai, par la suite, étudié l’effet d’une perte de fonction de GLP sur la différenciation 

musculaire terminale. Pour cela, j’ai utilisé différents siARN dirigés contre l’ARNm GLP. Les 

résultats obtenus sont présentés sur la Figure 19. On constate que l’expression de la protéine 

MCK est inhibée dans les C2C12 transfectées avec les siARN 1 et 2 contre GLP. Ceci n’est 

pas le cas avec le siARN 3. Les siARN 1 et 2 diminuent correctement le niveau de la protéine 

GLP dans les myoblastes en prolifération et en différenciation, tandis que le siARN 3 inhibe 

la protéine GLP seulement après 48h de différenciation. On peut supposer que l’inhibition de 

MCK nécessite une perte de fonction de GLP déjà en prolifération, avant l’entrée des 

myoblastes en différenciation terminale. Dans le panneau B, on peut voir que le niveau 

d’expression des ARNm de la myogénine et de MCK à 48h de différenciation est diminué à 

près de 50% avec le siARN 1. Ceci corrèle avec le fait que l’on n’observe quasiment pas de 

myotubes avec ces cellules après 96h de différenciation (Figure 19, panneau C). Afin de 

confirmer les résultats obtenus avec les siARN, j’ai également étudié les effets de la perte de 

fonction de GLP en utilisant des C2C12 stablement transfectées avec des shARN contre GLP 

(Figure 20). Par rapport aux cellules contrôles, on observe peu de myotubes après 72h de 

différenciation dans les C2C12 exprimant le shARN contre GLP (Figure 20). Ainsi, 

l’expérience avec le shARN confirme les résultats obtenus avec les siARN, à savoir que la 

perte de GLP inhibe la différenciation musculaire terminale.  
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Figure 19 : La différenciation musculaire terminale est affectée par une perte de fonction de GLP.  
Des myoblastes murins C2C12 transfectées avec un siARN contrôle ou avec des siARN ciblant GLP. A) Analyse 
par western blot d’extraits protéiques de cellules collectées à 48h post-transfection (prolifération) ou après 48h 
de différenciation. Trois séquences de siARN différentes notées 1, 2 et 3, ont été utilisées contre GLP. B) Niveau 
d’expression ARNm de la myogénine (panneau de gauche) et de MCK (panneau de droite) mesuré par RT-qPCR 
et normalisés contre l’ARNm Cyclophyline A, fait à partir des ARNs extrait des expériences réalisées avec le 
siARN noté 1 ciblant GLP. C) Des images de microscopie photonique (X10) correspondant à des C2C12 après 
96h de différenciation et transféctées avec un siARN contrôle ou avec le siARN 1 ciblant GLP. 
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Figure 20 : La perte de fonction de GLP inhibe la différenciation terminale tandis que la perte de G9a la 
favorise. 
Myoblastes murins C2C12 exprimant stablement un shARN contrôle ou un shARN ciblant GLP ou G9a.   
A) Analyse par western blot montrant l’expression de G9a et GLP dans des myoblastes en prolifération, 
exprimant le shARN contrôle ou ciblant G9a ou GLP. B) Immunofluorescence marquant la protéine MCK et les 
noyau au Dapi des C2C12 exprimant les différents shARN après 72h de différenciation.  
 
De la même manière, j’ai étudié l’effet d’une perte de fonction de G9a en utilisant un shARN 

(Figure 20). Les résultats montrent qu’à l’inverse de GLP, une perte de G9a favoriserait la 

différenciation. On observe, en effet, la formation de myotubes plus gros avec les C2C12 

exprimant le shARN contre G9a par rapport aux C2C12 contrôles. Ce phénotype concorde 

avec le phénotype inverse observé dans les C2C12 surexprimant G9a (Figure 20). Par ailleurs, 

ces résultats sont en accord avec les résultats publiés durant ma thèse (Ling et al, 2012a). 
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4. La surexpression de G9a favorise l’expression de la cycline D1 

La différenciation terminale du muscle squelettique implique l’expression des gènes 

spécifiques du muscle. Cependant, une autre étape est nécessaire au bon déroulement de la 

différenciation terminale : la sortie irréversible du cycle cellulaire, qui implique l’extinction 

des gènes associés à la prolifération cellulaire. Pour le moment, nous avons constaté qu’une 

dérégulation de l’expression de G9a ou GLP influence l’expression des gènes de la 

différenciation. Je me suis ensuite intéressée au rôle de G9a et de GLP dans la prolifération 

cellulaire et la sortie du cycle cellulaire. 

Pour cela, j’ai d’abord étudié l’effet de la surexpression de G9a et de GLP sur la prolifération 

des myoblastes (Figure 21). Ainsi, comme le montre la courbe de croissance, les myoblastes 

surexprimant G9a prolifèrent plus rapidement que les myoblastes contrôles (Figure 21C). 

Cette observation est en accord avec le niveau d’expression protéique de la cycline D1 

(impliquée dans la transition G1/S) qui est plus élevé dans les myoblastes surexprimant G9a 

comparées aux cellules contrôles (Figure 21A). Cependant, la surexpression de G9a ne 

modifie pas le niveau protéique de la cycline A2 (Figure 21A) ni de la cycline E1 (données 

non montrées). Cependant D’une manière intéressante, le niveau ARNm de la cycline D1 

dans les myoblastes en prolifération n’est pas significativement différent entre les cellules 

surexprimant G9a et le cellules contrôles (Figure 21B). Cela suggère que, tout du moins en 

prolifération, la surexpression de G9a augmente la quantité protéique de la cycline D1 et non 

sa transcription. Par ailleurs, j’ai pu montrer que cette stabilisation est spécifique de la cycline 

D1 nucléaire, compartiment subcellulaire où elle est active (données non montrées). En 

différenciation, par contre, la surexpression de G9a a un effet transcriptionnel positif la 

cycline D1. En effet, l’inhibition durant la différenciation de la transcription de la cycline D1 

semble retardée dans les myoblastes surexprimant G9a par rapport aux contrôles. On peut par 

aillieur remarquer sur la Figure 21 que l’expression ARN de la cycline D1 est plus rapidement 
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inhibée durant la différenciation dans les cellules surexprimant GLP comparées aux cellules 

contrôles.  

 
Figure 21 : La surexpression de G9a et GLP affecte l’expression des gènes associés à la prolifération 
cellulaire.  
Myoblastes murins C2C12 surexprimant G9a ou GLP analysés en prolifération (0h) et à différents temps de 
différenciation. A) Analyse par western blot montrant l’expression de la cycline D1 et de la cycline A2 durant la 
différenciation musculaire terminale dans les cellules surexprimant G9a ou GLP. B) Niveau d’expression ARNm 
de la cycline D1 mesuré par RT-qPCR et normalisés contre l’ARNm Cyclophyline A, fait à partir des ARNs 
extrait des sur-expression de G9a et GLP. C) Courbe de croissance sur 5 jours de myoblastes en prolifération, 
contrôle ou surexprimant G9a. 
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5. La perte d’expression de G9a et GLP a un effet antagoniste dans les 

myoblastes primaires en prolifération. 

Afin de confirmer les résultats obtenus dans les myoblastes C2C12, j’ai étudié l’effet de la 

perte de fonction de G9a et GLP dans des myoblastes primaires (induite par des siARN). Les 

cellules primaires étant très difficiles à transfecter, je n’ai pu obtenir de résultats concluants 

que dans les myoblastes en prolifération (Figure 22).  

 

Figure 22 : L’inhibition de G9a ou de GLP a un effet 
antagoniste dans les myoblastes primaires.  
Analyse par western blot faite à partir de myoblastes 
primaires de souris en prolifération transfectés avec des 
siARNs soit contrôle soit ciblant G9a ou GLP. La 
myogénine et la cycline D3 servent de marqueurs 
précoces de différenciation. 

 
Nous avions pu observer que dans les myoblastes de la lignée C2C12, l’inhibition de G9a 

favorisait la différenciation (Figures 18 et 20). Cet effet est encore plus fort dans les 

myoblastes primaires. En effet, on peut voir que les myoblastes primaires transfectés avec un 

siANR dirigé contre G9a expriment les marqueurs de différenciation que sont la myogénine et 

la cycline D3 même en prolifération. A l’inverse, l’expression de la cycline D1 est réduite 

avec le siARN G9a. De manière tout à fait antagoniste, l’inhibition de GLP favorise 

l’expression de la cycline D1. Par contre, et de même que dans les C2C12, je n’ai pas pu 

observer un effet sur l’expression d’autres cyclines. Par exemple, on ne voit pas de 
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modification d’expression de la cycline A (Figure 22).  

6. Etude du transcriptome global de myoblastes transfectés par des siARNs 

ciblant G9a ou GLP 

 
Figure 23: Transcriptome de myoblastes C2C12 en prolifération transfectés par des siARNs ciblant G9a 
ou GLP.  
A) Efficacité des siARNs : analyse par western blot de l’expression de G9a ou de GLP dans les myoblastes 
C2C12 transfectés avec les siARN indiqués, ayant servi pour l’étude transcriptomique. Le même siARN contre 
G9a et contre GLP a été utilisé dans ces trois expériences qui représentent trois réplicats biologiques. B) 
Diagramme de Venn représentant les gènes dérégulés (positivement ou négativement) dans le transcriptome. 
 
J’ai réalisé une étude du transcriptome global (par puces Affymetrix) de myoblastes C2C12 

en prolifération transfectés avec des siARN dirigés contre GLP ou G9a. Le but de cette 

approche était d’avoir une idée globale des gènes différenciellement régulés par G9a et GLP, 

afin de trouver des pistes permettant d’expliquer les effets antagonistes de G9a et GLP sur la 
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prolifération des myoblastes. Le diagramme de Venn (Figure 23) montre que de nombreux 

gènes ne sont pas régulés de la même façon par une inhibition de G9a ou de GLP. En effet, 

sur les 3211 gènes qui sont ressortis des analyses du transcriptome comme étant dérégulés par 

G9a et/ou GLP, seuls 804 sont communs aux conditions siARN G9a et GLP. A ces 804 gènes, 

il faut en enlever 15 qui sont régulés de manière totalement antagoniste par les siARN G9a ou 

GLP. Au total, on peut compter plus de 75% de gènes qui ne sont pas régulés de la même 

façon par G9a et GLP.  

 
 siARN G9a siARN GLP 

Gènes régulés négativement > Cycle cellulaire (1,79E-11) 
> Apoptose (7,98E-03)  

> Fibre musculaire,  
(4,60E-06)  
> Kinases dépendantes des cyclines  
(3,24E-03) 

Gènes régulés positivement > Régulation de l’activité des 
protéines ubiquitine ligase 
(2,74E-05) 
> Apoptose (1,61E-08) 
> régulation  positive de l’apoptose 
(5,37E-06) 
> Différenciation des cellules du 
muscle strié (7,98E-05) 

> Complexe du protéasome 
 (2,41E-19) 
> Protéolyse (1,73E-09) 
> Progression du cycle cellulaire 
(1,83E-05) 

 
Table 2 : Tableau non exhaustif représentant les différents processus biologiques mis en évidence par le 
transcriptome des C2C12 en prolifération transfectés par des siARN G9a ou GLP.  
Dans la deuxième colonne du tableau sont indiqués les processus déregulés par le siARN de G9a et dans la 
troisième les gènes déregulés par le siARN de GLP. La deuxième ligne correspond aux gènes dérégulés 
négativement et la troisième ligne aux gènes dérégulés positivement. La p-value pour chaque processus mis en 
évidence ici est indiquée entre parenthèses. 
 
 
En réalisant une analyse à l’aide de genomatix, des gènes régulés, d’un côté positivement et 

de l’autre négativement par les siARN de G9a et GLP, différentes voies biologiques ont été 

mises en évidence. La table 2 décrit quelques processus qui, après analyse, présentent la plus 

grande relevance biologique et la p-value la plus significative. 

Les résultats ainsi obtenus dans cette analyse semblent corréler avec les phénotypes observés 

précédemment. En effet, nos résultats précédents semblent montrer que G9a favorise la 

prolifération. Or, l’étude du transcriptome met en évidence une grande variété de gènes 

positivement régulés par G9a et qui sont impliqués dans la régulation du cycle cellulaire. A 

l’inverse, les gènes impliqués dans le cycle cellulaire sont plutôt négativement régulés par 
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GLP. On peut aussi constater que les gènes associés à la différenciation musculaire sont 

positivement régulés par GLP à l’inverse de G9a. D’une manière intéressante, G9a semble 

réguler les gènes associés à l’apoptose. Enfin, parmi les gènes régulés négativement par GLP, 

un processus biologique est particulièrement représenté : la voie de régulation par 

ubiquitination. En particulier, sont dérégulés positivement les gènes impliqués dans la 

régulation positive de l’activité des protéines ubiquitine ligase impliquées dans le cycle 

cellulaire. On retrouve aussi un grand nombre de gènes codants pour des sous-unités du 

protéasome. 

Afin de valider les résultats de notre analyse par microarray, j’ai réalisé des RT-qPCR sur des 

ARNs extraits de C2C12 en prolifération dont l’expression de GLP ou de G9a est diminuée 

par siARNs (Figure 24). On constate que de manière générale, les gènes régulés négativement 

pas les siARNs G9a et GLP dans les microarrays le sont aussi dans cette expérience de RT-

qPCR. Il est à noter que les variations sont faibles, mais cela est également le cas dans les 

résultats de microarrays. Cependant, les résultats des RT-qPCR ne sont pas toujours en accord 

avec les résultats du transcriptome dans le cas des gènes censés être régulés positivement dans 

l’étude transcriptomique. Par exemple, dans les microarrays, le gène sema6a est régulé 

positivement (+1,4) pas le siRNA G9a. Ceci est le contraire dans les RT-PCR. Cependant, 

j’aimerais faire remarquer que les cellules utilisées pour l’étude de transcriptome ont été 

tranfecfétées deux fois avec les siARN alors que celles utilisées pour les RT-QPCR ont été 

tranfectées une seule fois. De ce fait, l’expression de l’ARN de G9a est diminuée de 80%  

dans l’étude du transcriptome alors qu’elle n’est diminuée que de 40 à 50% pour les RT-

QPCR.  

Par ailleurs, la technique de RT-qPCR étant plus sensible que l’étude par microarray, elle 

permet de mettre en évidence une régulation antagoniste entre les siARN de G9a et GLP pour 

certains gènes. Par exemple, les gènes MyoD, bre et lifr apparaissent seulement dérégulés 
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dans les microarrays par le siARN G9a. Cependant avec les RT-qPCR, on constate que ces 

gènes sont également dérégulés par le siARN GLP. Ceci est également le cas pour tous les 

gènes dérégulés négativement par le siARN GLP, qui apparaîssent régulés positivement par le 

siARN G9a (Figure 24C). Enfin, j’ai également vérifié par RT-qPCR le niveau ARNm de 2 

gènes censés, d’après le transcriptome, être dérégulés de la même façon par le siARN de G9a 

et de GLP. Dans ce cas, la RT-qPCR confirme le résultat de l’étude par microarray (Figure 

24E). 
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Figure 24: Analyse par RT-qPCR des gènes dérégulés dans le transcriptome par les siARN G9a ou GLP.  
Niveaux d’expression ARNm mesurés par RT-qPCR et normalisés contre l’ARNm Cyclophyline A, faits à partir 
des ARNs extraits de C2C12 en prolifération transféctés avec des siARNs dirigés contre G9a et GLP. Chaque 
barre présentée dans cette figure correspond à la moyenne de  deux expériences indépendantes. Par rapport au 
résultat du transcriptome, sont présentés les gènes dérégulés par le siARN de G9a négativement en A) 
positivement en B) et C) par le siARN de GLP positivement en D) . en E) sont représentés les gènes 
communément dérégulés par les siARN de G9a et GLP.  
 

J’ai ensuite voulu étudier si les effets des siARN de G9a et GLP sur la transcription des gènes 

pouvaient être directes. En effet, G9a et GLP ont, avant tout, été identifiées comme les mono-



 
91 

et di-méthyltransférases de H3K9. Pour cela, j’ai testé, par la technique 

d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), si les protéines G9a et GLP étaient recrutées 

au niveau des promoteurs des gènes régulés dont l’expression a augmenté dans notre étude 

par microarrays (Figures 25 et 26). Sur la figure 25, on peut voir que les gènes issus de 

l’étude du transcriptome et régulés positivement pas le siARN de G9a sont fixés au niveau de 

leur promoteur par la protéine G9a. Cependant, on constate que ces gènes sont également 

fixés par la protéine GLP. Ceci est aussi le cas pour les gènes régulés positivement par le 

siARN GLP (Figure 26). Ainsi, que le gène soit régulé positivement par le siARN de G9a et 

pas GLP ou, à l’inverse, par le siARN de GLP et pas G9a, on retrouve quand même G9a et 

GLP ensemble sur son promoteur. Bien qu’elles puissent avoir des effets différents sur la 

régulation des gènes, les protéines G9A et GLP semblent bien être présente ensemble sous la 

forme d’un hétéro-complexe  

L’analyse du transcriptome a mis en évidence une dérégulation de nombreux gènes impliqués 

dans le cycle cellulaire, de même que dans la physiologie et/la différenciation musculaires. La 

voie d’ubiquitination et du protéasome également est fortement ressortie des analyses pour le 

siARN de GLP. Pour les expériences de ChIP que j’ai faites, j’ai donc choisi de m’intéresser 

aux gènes impliqués dans ces différents processus. Les résultats montrent que G9a, aussi bien 

que GLP, sont retrouvées au niveau des promoteurs de gènes impliqués dans la régulation du 

cycle cellulaire. Par exemple, G9a et GLP fixent les gènes ngf, E2F1, mdm2 ou encore mcts 

(Figure 26A). Les deux protéines fixent aussi les promoteurs de gènes impliqués positivement 

dans la différenciation musculaire, tels que syne1, Hdac9, Errbb2, wnt10b et Dyrk, ou encore 

le gène pfkm qui est spécifique du muscle. A présent, je n’ai pas réussi à valider par RT-qPCR 

une régulation dépendante de GLP des gènes impliqués dans la voie du protéasome (Figure 

24D). Cependant, les résultats montrés sur la Figure 26B montrent que G9a et GLP sont 

toutes deux retrouvées au niveau des promoteurs de nombreux gènes codant pour des sous-
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unités 26S du protéasome. 

 
Figure 25: Recrutement des protéines G9a et GLP au niveau des promoteur des gènes identifiés comme 
étant dérégulés positivement par le siARN G9a dans l’étude du transcriptome. 
La fixation de G9a et GLP a été étudiée par ChIP dans des myoblastes C2C12 en prolifération. Les expériences 
de ChIP sont présentées en fonction du pourcentage d’input obtenu et ont été réalisées sur deux échantillons 
indépendants. 
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Figure 26 : Recrutement des protéines G9a et GLP au niveau des promoteur des gènes identifiés comme 
étant dérégulés positivement par le siARN de GLP dans l’étude du transcriptome. 
La fixation de G9a et GLP a été étudiée par CHIP dans des C2C12 en prolifération. Les expériences de CHIP 
sont présentées en fonction du pourcentage d’input obtenu et ont été réalisées sur deux échantillons indépendants 
et sur trois là où il y a des barres d’erreurs. A) Gènes impliqués dans la différenciation du muscle ou la 
prolifération cellulaire. B) Gènes codant pour des composants des sous-unités du protéasome ou impliqués dans 
la régulation de l’ubiquitine ligase. Le gène psma4 sert de contrôle négatif.  
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III. Conclusion et perspectives à court terme 

 
Les rôles fonctionnels de G9a et GLP sont, dans la plupart des publications, étroitement 

associés. En effet, ces deux protéines, de structure très semblable, sont connues pour former 

un hétérodimère stable qui serait la seule forme fonctionnelle de ces deux protéines 

(Tachibana et al, 2008; Tachibana et al, 2005). Mes résultats montrent que G9a et GLP 

interagissent ensemble aussi bien dans les myoblastes en prolifération que dans les 

myoblastes en différenciation et sont souvent présentes, toutes les deux, au niveau des 

promoteurs des gènes potentiellement cible de l’une ou l’autre. De plus, la modification de 

l’expression de l’une influence la stabilité protéique de l’autre. Ces résultats semblent montrer 

que, effectivement, G9a et GLP sont présentes dans la cellule sous forme d’un complexe, 

nécessaire notamment à leur stabilité. Cependant, même si mes résultats semblent confirmer 

l’existence du complexe, ils montrent également, et cela de manière totalement inattendue, 

que G9a et GLP auraient des rôles antagonistes dans les myoblastes en prolifération. Ainsi, 

mes résultats montrent que G9a favoriserait la prolifération cellulaire et inhiberait la 

différenciation. A l’inverse, GLP défavoriserait la prolifération et régulerait positivement la 

différenciation.  

1. G9a inhibe la différenciation musculaire squelettique terminale et 

favorise la prolifération 

 
Mes résultats montrent que G9a inhibe la différenciation musculaire terminale. La 

surexpression de G9a inhibe la différenciation tandis que l’inhibition par shARN ou siARN 

induit l’effet contraire. Ces résultats sont en accord avec des résultats publiés pendant ma 
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thèse par deux autres équipes (Ling et al, 2012a; Wang & Abate-Shen, 2012). Il a en effet été 

montré que, dans les cellules en prolifération, G9a interagit avec MyoD et régule 

négativement son activité transcriptionnelle en permettant la di-méthylation de H3K9 sur le 

promoteur des gènes cibles de MyoD (Ling et al, 2012a). Cette régulation négative passe 

notamment par la méthylation de MyoD lui-même par G9a sur la lysine K104 (Ling et al, 

2012a). La même équipe a aussi montré que cette régulation négative des gènes cibles de 

MyoD par G9a se fait en coopération avec la protéine Sharp-1 avec laquelle G9a interagit 

(Ling et al, 2012b). Sharp-1 est un facteur de transcription de type bHLH qui régule 

négativement MyoD en entrant en compétition avec les protéines E, notamment la protéine 

E47 et forme ainsi un hétérodimère inactif (Azmi et al, 2004). J’ai confirmé que G9a interagit 

avec MyoD dans les cellules en prolifération (Figure 16). Une autre étude, publiée la même 

année, a montré que G9a peut aussi inhiber la différenciation musculaire en régulant 

négativement directement la transcription du gène MyoD (Wang & Abate-Shen, 2012). Dans 

cette étude, il a été montré que G9a participe, en interaction avec Msx1, à la répression de la 

différenciation musculaire dans les cellules en prolifération. La protéine Msx1 est une 

homéoproteine qui peut lier l’ADN et réprimer l’expression des gènes, notamment en 

induisant une modification de la chromatine au niveau de ces gènes. Msx1 protéine n’est 

exprimée que dans les cellules qui n’ont pas encore commencé à se différencier. Une 

augmentation forcée de son expression inhibe la différenciation des myoblastes. Il a été 

montré que Msx1 réprime ses gènes cibles notamment via son interaction avec G9a qui 

diméthyle H3K9 sur ces gènes. En conclusion, l’ensemble de ces résultats montre que G9a 

régule négativement la différenciation musculaire en coopérant avec des facteurs de 

transcription, tels que MyoD et Msx1, qui permettent de cibler G9a sur les gènes spécifiques 

de la différenciation afin d’inhiber leur expression dans les myoblastes en prolifération via la 

diméthylation de H3K9. 
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Mes résultats apportent cependant une nouvelle explication au rôle répresseur de G9a sur la 

différenciation musculaire. En effet, comme je l’ai expliqué dans l’introduction de ce 

manuscrit de thèse, pour que la différenciation musculaire terminale se passe correctement il 

faut, d’une part, pouvoir exprimer les gènes spécifiques de la différenciation et, d’autre part, 

inhiber les gènes de la prolifération. Or, d’après mes résultats, G9a favorise la prolifération 

des myoblastes. En effet, les cellules surexprimant G9a ont une croissance accélérée qui 

pourrait être expliquée par l’augmentation de la cycline D1 dans ces cellules. A l'inverse, le 

siARN G9a diminue l’expression protéique de la cycline D1. De façon tout à fait surprenante, 

je n’ai observé de différence d’expression des autres cyclines que j’ai testées, telles que les 

cycline A2, B1 et E1 (données non montrées pour B1 et E1). Comment expliquer que les 

cellules surexprimant G9a puissent présenter une prolifération accrue sans une augmentation 

générale des cyclines régulant le cycle cellulaire? Ce phénomène a néanmoins déjà été 

observé notamment dans les myocytes cardiaques. En effet, une hyperprolifération des 

myocytes cardiaques dûe à une augmentation de l’expression de la Cycline D1 a été observée 

dans des embryons de souris mutés pour le gène jumonji (dont la protéine appartient à la 

famille des Jmj connue pour avoir une activité déméthylase de lysines), et cela sans ou avec 

une très faible variation de l’expression d’autres cyclines, telles les Cyclines E1 et D2 

(Toyoda et al, 2003). Par ailleurs, la surexpression de la Cycline D1 a été associée à un certain 

nombre de cancers, notamment le gliome, où il à été montré que la surexpression de la 

Cycline D1 est associée à l’expression de la protéine PCNA donc à la prolifération, tandis que 

l’expression des Cyclines D2 et D3 présente une faible corrélation avec l’expression de 

PCNA. Une possibilité pour expliquer cela serait que la surexpression d’une cycline peut 

compenser l’expression plus faible des autres (Zhang et al, 2005). En effet, par exemple la 

perte d’expression de la Cycline D1 peut être compensée par le gain d’expression de la 

Cycline E (Geng et al, 1999).  
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Par ailleurs, mes résultats montrent cependant que de la cycline D3 est sensible aux niveaux 

de G9a. Néanmoins, la cycline D3 présente la particularité d’être surexprimée durant la 

différenciation musculaire terminale. D’ailleurs, la surexpression de la cycline D3 dans les 

myoblastes en prolifération provoque une activation précoce du programme de différenciation 

terminale, notamment en augmentant l’expression des MRFs (Gurung & Parnaik, 2012). Ces 

données apportent un nouvel argument supportant le fait que G9a inhibe la différenciation en 

régulant négativement les gènes de différenciation. En effet, mes résultats montrent que dans 

les cellules en prolifération, la cycline D3 est surexprimée par le siARN de G9a. Donc, à part 

la cycline D3, seule la cycline D1 semble être influencée par une modification de l’expression 

de G9a. Or, il à été montré que la surexpression seule de la cycline D1, et non des d’autres 

cyclines telles que A2, B1, B2, C ou E, suffit à inhiber la différenciation terminale en inhibant 

notamment l’activation des gènes spécifiques du muscle (Rao et al, 1994). Ainsi, en régulant 

positivement la cycline D1, G9a favoriserait la prolifération cellulaire et inhiberait la 

différenciation musculaire terminale. Dans les myoblastes en prolifération, mes résultats 

montrent que G9a ne régule pas la transcription de la  cycline D1 (données non montrées pour 

le siARN G9a). G9a augmenterait donc le niveau protéique de la cycline D1. Une des 

premières hypothèses est que G9a stabiliserait directement la cycline D1 en formant un 

complexe avec cette dernière ou en la régulant par méthylation. Pour tester cette hypothèse, 

j’ai réalisé plusieurs expériences de co-immunoprécipitation. Cependant, je n’ai jamais pu 

mettre en évidence une quelconque interaction entre les deux protéines (données non 

montrées). Malgré cela, il serait intéressant de réaliser des tests de méthylation in vitro afin de 

vérifier si G9a peut, ou non, méthyler la cycline D1. Une autre façon de réguler la cycline D1 

serait de réguler sa dégradation par le protéasome. En effet, durant la phase S, la cycline D1 

se relocalise dans le cytoplasme où elle va pouvoir être dégradée par le protéasome. Or, 

d’après mes résultats, la surexpression de G9a stabilise la cycline D1 dans le noyau. G9a 
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pourrait donc être impliquée dans la stabilité de la cycline D1 en empêchant son transport vers 

le cytoplasme et/ou sa dégradation par le protéasome. Pour tester cette hypothèse, je compte 

tester prochainement si j’observe toujours une diminution de la cycline D1 avec le siARN 

G9a en présence de MG132, un inhibiteur du protéasome.  

L’analyse du transcriptome de myoblastes transfectés avec le siARN de G9a semble montrer 

que G9a régulerait négativement la voie d’ubiquitine ligase notamment impliquée dans la 

dégradation des protéines par le protéasome. Si l’on analyse en détail les gènes qui sont 

dérégulés par le siARN G9a, ont peut voir que le gène Dyrk1B est régulé positivement par le 

siRNA G9a. Une des voies impliquant la dégradation de la cycline D1 par le protéasome 

implique sa phosphorylation au niveau de la thréonine 286 (Diehl et al, 1997).  Or, il se trouve 

que la protéine Dyrk1B est capable de phosphoryler la cycline D1 sur cette thréonine. Ainsi, 

une diminution du niveau Dyrk1B par siARN provoque la surexpression protéique et non 

ARN de la cycline D1 (Zou et al, 2004). Ces données pourraient fournir une piste sur la 

régulation de la cyline D1 par G9a. J’ai pu montrer par ChIP que G9a fixe bien le promoteur 

de Dyrk1B, mais la RT-qPCR que j’ai réalisée ne met pas en évidence l’augmentation de son 

niveau ARN dans les cellules transfectées avec le siARN G9a. Cela est peut être dû, comme je 

l’ai expliqué dans la partie résultats, au fait que l’expression de l’ARN de G9a est diminuée 

plus fortement dans l’étude du transcriptome que dans les expériences de RT-qPCR. Je 

compte donc refaire cette expérience en utilisant les shRNA dont l’inhibition du niveau de 

G9a est aussi efficace que la double transfection avec les siARN. Enfin G9a pourrait 

également être impliqué dans la régulation positive de la cycline D1 en intervenant dans la 

régulation de sa traduction. Je discuterai de ce point dans la partie régulation de la cycline D1 

et cancer de la discussion.  

En conclusion, mes résultats, comme ceux déjà publiés pendant ma thèse par d’autres équipes, 

montrent que G9a régule négativement la différenciation musculaire terminale en inhibant, 
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entre autres, les gènes spécifiques de la différenciation terminale. Cependant, j’ai aussi pu 

montrer que G9a favorise la prolifération, notamment en stabilisant la protéine cycline D1. 

Cela pourrait fournir une nouvelle explication au rôle répresseur de G9a sur la différenciation 

terminale. Par ailleurs, j’aimerais tester l’hypothèse suivante : G9a stabilise-t-il la cycline D1 

en empêchant sa dégradation par le protéasome? Cela implique-t-il la régulation négative (par 

exemple via la diméthylation de H3K9) de Dyrk1B responsable de la phosphorylation de la 

cycline D1 sur la thréonine 286 qui permet sa poly-ubiquitinylation et sa dégradation par le 

protéasome? 

2. GLP défavorise la prolifération et favorise la différenciation musculaire 

terminale 

 
A l’inverse de G9a, mes résultats montrent que GLP régule positivement la différenciation 

dans les myoblastes en prolifération. En effet, on peut voir que MCK est déjà exprimée dans 

les myoblastes en prolifération surexprimant GLP. Le siARN GLP provoque l’effet inverse et 

inhibe la différenciation. Les marqueurs de différenciation, tels que MCK et la myogénine 

sont, en effet, inhibés transcriptionnellement par le siARN GLP. L’étude du transcriptome des 

myoblastes transfectés avec le siARN GLP a notamment révélé un certain nombre de gènes 

impliqués dans la physiologie et la différenciation musculaire. Par exemple, on retrouve 

MEF2a et MEF2c qui sont régulés négativement par le siARN GLP. La question est 

maintenant de comprendre par quel mécanisme GLP peut réguler positivement la 

différenciation musculaire. Deux principales pistes sont mises en évidence dans mon étude : 

la première impliquerait le rôle inhibiteur de GLP sur la prolifération, qui favoriserait ainsi 

l’entrée en différenciation. En effet, GLP régule négativement la cycline D1 et également, 

comme le montre l’étude du transcriptome, un certain nombre de gènes impliqués dans la 
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régulation positive du cycle cellulaire. La seconde piste est la voie ubiquitine-protéasome qui 

est fortement ressortie des analyses du transcriptome en absence de GLP et dont le rôle a été 

mis en évidence dans les maladies musculaires (Altun et al, 2010; Gazzerro et al, 2010; 

Winder et al, 2011). Je développerai plus en détail ce rôle du protéasome dans le muscle dans 

le chapitre « Discussion ».  

L’analyse de transcriptome semble montrer que GLP pourrait réguler négativement la voie 

d’ubiquitination et du protéasome. On observe notamment un très grand nombre de gènes 

codants des sous-unités du protéasome 26S dérégulés par le siARN GLP. GLP pourrait donc 

réguler directement, via la di-méthylation de H3K9, l’expression des gènes impliqués dans le 

protéasome. Mes analyses de ChIP montrent bien que GLP (et G9a) est présent au niveau des 

promoteurs d’un certain nombre de gènes codants pour les sous-unités du protéasome. Je 

voudrais maintenant, à l’aide du shRNA de GLP et de sa surexpression, vérifier par RT-qPCR 

que le niveau ARN de ces gènes est bien régulé par GLP. Afin de savoir si cette régulation se 

fait directement via la diméthylation de H3K9, je vais réaliser des expériences de ChIP anti-

H3K9me2 dans myoblastes transfectés avec les shRNA GLP ou, au contraire, surexprimant 

GLP.  

En conclusion, l’étude que j’ai menée sur le rôle de G9a et GLP durant la différenciation 

musculaire squelettique terminale a mis en évidence un rôle antagoniste de ces deux protéines 

sur la prolifération et la différenciation des myoblastes, qui pourrait passer par une régulation 

différente de l’activité du protéasome. 
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Partie 2 : Etude du rôle de SETDB1 dans la différenciation 

musculaire squelettique terminale. 

I. Introduction 

Durant ma thèse, je me suis également intéressée au rôle de la protéine SETDB1, une autre 

methyltransférase de H3K9, durant la différenciation musculaire squelettique. Avant mon 

arrivée, mon laboratoire avait pu observer que SETDB1, jusqu’alors connue pour son rôle et 

sa localisation dans le noyau, était également présente dans le cytoplasme. J’ai donc dans un 

premier temps vérifié cette observation dans mon modèle d’étude de différenciation 

musculaire mais également dans d’autres types cellulaires. Je me suis ensuite intéressée aux 

effets d’une dérégulation de SETDB1 sur la différenciation musculaire terminale. Les 

résultats obtenus semblent montrer que SETDB1 favorise la différenciation. De plus, et de 

manière extrêmement intéressante, SETDB1 pourrait avoir un rôle potentiellement activateur 

sur la transcription des gènes spécifiques de la différenciation.  

II. Résultats 

1. Profil d’expression de SETDB1 durant la différenciation musculaire 

terminale. 

 
Avant mon arrivée, le laboratoire avait généré des lignées stables de myoblastes C2C12 

surexprimant la protéine SETDB1. En faisant des expériences d’immunofluorescence sur ces 

cellules, le laboratoire a pu constater que SETDB1, dont on connaissait seulement la 

localisation nucléaire, était aussi localisée dans le cytoplasme. Cette observation a ensuite été 

faite dans des cellules HeLa. Afin de vérifier que le signal observé par immunofluorescence 
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était bien spécifique de SETDB1, j’ai vérifié si en changeant le niveau d’expression de la 

protéine, il était possible de changer également l’intensité de fluorescence observée pour 

SETDB1. Pour cela, j’ai utilisé, d’une part, la lignée qui surexprime SETDB1 et, d’autre part, 

des myoblastes transfectés avec un siARN ciblant SETDB1 (Figure 27A), où il est possible de 

constater que l’intensité de fluorescence obtenue avec l’anticorps anti-SETDB1 change avec 

le niveau d’expression de SETDB1 comme attendu. Le signal serait donc spécifique à la 

protéine SETDB1. Et comme nous pouvons le voir dans cette première figure, SETDB1 

présente, en effet, une localisation nucléaire et cytoplasmique dans les C2C12 en 

prolifération. J’ai vérifié si cette localisation cytoplasmique était maintenue ou non dans les 

myotubes. Sur la Figure 27 B-C on peut voir que SETDB1 est présente aussi bien dans le 

noyau des myoblastes que dans le cytoplasme. En effet, dans le cytoplasme SETDB1 est 

présente partout où il y a de la tubuline. J’ai également observé cette localisation nucléaire et 

cytoplasmique dans des cellules musculaires primaires. Cependant, dans les cellules 

musculaires primaires on constate que le signal pour SETDB1 est plus fort dans le noyau que 

dans le cytoplasme. En utilisant un autre protocole d’immunofluorescence qui permet 

d’amplifier beaucoup plus fortement le signal, on peut en effet constater que le profil de 

SETDB1 est différent entre les C2C12 et les myoblastes primaires (Figure28). Dans les 

myoblastes primaires, le signal pour SETDB1 est plus fort dans le noyau que dans le 

cytoplasme. Dans les myoblastes C2C12, qui sont plus gros et qui ont un cytoplasme plus 

conséquent, on observe que SETDB1 a surtout une localisation peri-nucléaire.  
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Figure 27 : Expression de SETDB1 observée par immunofluorescence dans les myoblastes et myotubes. 
A) Immunofluorescence révélant SETDB1 et les noyaux (DAPI) dans des myoblastes murins C2C12 soit 
contrôle, soit transfectés avec un siARN contrôle ou un siARN ciblant SETDB1, soit dans des C2C12 
surexprimant la protéine SETDB1. B) Immunofluorescence révélant SETDB1 dans des myoblastes C2C12 et 
des cellules satellites primaires en prolifération (myoblastes) ou après 96h de différenciation (myotubes). C) 
Immunofluorescence révélant SETDB1, la tubuline et les noyaux (DAPI) dans des myotubes issus de myoblastes 
C2C12 après 96h de différenciation. 
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Figure 28 : Expression de SETDB1 dans des myoblastes murins C2C12 versus des myoblastes murins 
primaires. 
Immunofluorescence révélant SETDB1 et les noyaux (DAPI) dans des myoblastes C2C12 et des myoblastes 
primaires en prolifération. 

 
 
J’ai ensuite étudié par western blot quel était le profil d’expression protéique de SETDB1 au 

cours de la différenciation. Tout comme G9a et GLP, SETDB1 présente un pic d’expression 

protéique au tout début de la différenciation (Figure 29). Chose très intéressante, on peut voir 

que dès 24h de différenciation, une forme un peu plus légère de SETDB1 apparaît (indiquée par 

la croix rouge sur la Figure 29A). Cette bande, qui est en fait un doublet, est déjà, mais très 

faiblement, présente en prolifération. On peut effectivement voir le doublet sur la Figure 29B 

lorsque l’on augmente le temps d’exposition de la membrane du western blot. Dans cette figure, 

on voit que le doublet disparaît avec les siARNs SETDB1. Ceci laisse penser que ce sont bien 

des bandes spécifiques de la protéine SETDB1. On peut par exemple supposer que ce sont des 

isoformes ou encore des formes modifiées post-traductionnellement de SETDB1. Par ailleurs, ce 

doublet semble sensible à la présence de sérum. La figure 29C montre que le doublet disparaît 

quant on remet du sérum sur les cellules après 96h de différenciation. Enfin, lorsque l’on sépare 
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la fraction cytoplasmique et nucléaire, on s’aperçoit que le doublet est principalement présent 

dans le cytoplasme. Ceci est également le cas dans les cellules ES de souris où l’on peut 

constater que le doublet est majoritairement présent dans le cytoplasme, et dont l’intensité 

augmente dans les cellules ES différenciées par ajout d’acide rétinoïque.  

 

 
Figure 29 : Profil d’expression de SETDB1 dans les myoblastes murins C2C12. 
L’expression protéique de SETDB1 a été mesurée dans des myoblastes C2C12 et des cellules ES de souris. A) 
Niveau d’expression protéique de SETDB1 durant la différenciation. MCK (Muscle Creatine Kinase) sert de 
marqueur tardif de différenciation terminale et l’α-tubuline sert de contrôle de dépôt. L’étoile rouge marque 
l’apparition d’une nouvelle bande ou doublet spécifique de SETDB1. B) Des myoblstes C2C12 ont été 
transféctés soit avec un vecteur vide (contrôle) soit avec un des trois siARN différents notés 1, 2 et 3, ciblant 
SETDB1. Les protéines ont été extraites des cellules collectées à 48h post-transfection (prolifération) ou après 
48h de différenciation. C) Niveau d’expression protéique de SETDB1 dans des myoblastes C2C12 en 
prolifération (0h), en différenciation (96h) ou après 96h de différenciation les cellules sont remises dans un 
milieu contenant du sérum (96h + SVF). D) Niveau d’expression protéique de SETDB1 dans le noyau et dans le 
cytoplasme dans des myoblastes en prolifération et dans des myotubes après 72h de différenciation. L’ α-
tubuline sert de contrôle de dépôt dans le cytoplasme. E) Niveau d’expression protéique de SETDB1 dans le 
noyau et dans le cytoplasme de cellules ES de souris traitées (+) ou non (-) à l’acide rétinoïque. 
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Figure 30 : Profil d’expression de SETDB1 dans les cellules souches embryonnaires de souris. 
Niveau d’expression protéique de SETDB1 dans le noyau et dans le cytoplasme de cellules ES de souris traitées 
(+) ou non (-) à l’acide rétinoïque. L’acide rétinoïque permet la différenciation neuronale des cellules ES. 

 

2. SETDB1 interagit  différemment avec les HDACs selon que les cellules 

sont en prolifération ou en différenciation 

SETDB1 est capable d’interagir avec une grande variété de protéines, notamment avec 

certaines HDACs, dont les rôles au cours de la différenciation musculaire ont été très étudiés. 

Par exemple, dans les myoblastes en prolifération, HDAC5 interagit avec MEF2 et réprime 

sont activité. En différenciation, MEF2 est libéré de HDAC5 qui se relocalise dans le 

cytoplasme (McKinsey et al, 2000). D’après ces différentes observations, j’ai voulu savoir si 

SETDB1 pouvait également interagir avec des HDACs dans le cytoplasme. Les résultats 

présentés dans la Figure 31 montrent que SETDB1 est capable d’interagir avec HDAC3 dans 

le noyau des cellules en prolifération tandis qu’en différenciation, SETDB1 interagit avec 

HDAC3 dans le cytoplasme. En effet il a été montré que bien qu’étant une HDAC de classe I, 

HDAC3 est présente dans le cytoplasme. Par ailleurs, on peut voir une interaction entre 

SETDB1 et HDAC5 dans le cytoplasme des cellules en différenciation. J’ai également testé 

l’interaction de SETDB1 avec ces HDACs dans le cytoplasme des cellules en prolifération et 

dans le noyau des cellules en différenciation, cependant je n’ai observé aucune interaction. 

Ainsi, en fonction du compartiment cellulaire et de l’état de la cellule, SETDB1 interagit 
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différemment avec les HDACs. 

 

Figure 31 : Interaction de SETDB1 avec les HDACs dans le cytoplasme ou le noyau de myoblastes C2C12. 
J’ai immunoprécipité SETDB1 et HDAC 3, 5 ou 6 et vérifié par western blot leur interaction réciproque dans le 
noyau de myoblastes C2C12 en prolifération (à gauche) ou le cytoplasme de myoblastes C2C12 en 
différenciation (à droite). 

3. Une dérégulation de SETDB1 perturbe l’équilibre entre la prolifération 

et la différenciation musculaire terminale  

J’ai étudié l’effet d’une perte de fonction de SETDB1 sur la différenciation musculaire 

terminale. Pour cela, j’ai inhibé SETDB1 à l’aide de siARNs. Les résultats présentés sur la 

figure 32 montrent que lorsque l’on diminue l’expression de SETDB1, on inhibe les 

marqueurs de différenciation, aussi bien précoces que tardifs. En effet, l’expression ARN et, 

par conséquence, protéique de MCK (marqueur tardif) est inhibée par le siARN SETDB1, de 

même que l’expression de la myogénine (marqueur précoce). SETDB1 semble donc 

nécessaire à la différenciation musculaire terminale.  
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Figure 32 : La différenciation musculaire terminale est inhibée par une perte de fonction de SETDB1. 
Des myoblastes murins de C2C12 ont été transfectés avec un siARN contrôle ou un siARN ciblant SETDB1. A) 
Analyse par western blot d’extraits protéiques de cellules collectées 48h post-transfection (prolifération) ou 
après 48h de différenciation. MCK : marqueur de différenciation. B) Niveaux d’expression ARNm à 48h de 
différenciation, de la myogénine (panneau de gauche) et de MCK (panneau de droite) mesurés par RT-qPCR et 
normalisés contre l’ARNm Cyclophyline A, fait à partir des ARNs extraits des cellules transfectées ou non avec 
le siARN contre SETDB1.   
 

J’ai ensuite étudié l’effet d’un gain de fonction de SETDB1 sur la différenciation. Pour cela 

j’ai utilisé une lignée C2C12, déjà établie par mon laboratoire, qui surexprime de manière 

stable SETDB1. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 33. Lorsque l’on compare 

le niveau d’expression de la myogénine dans les myoblastes contrôles et dans ceux 

surexprimant SETDB1, il semble que le début de la différenciation (entre 24 et 48 heures) est 

retardé par la surexpression de SETDB1 (Figure 33A). Ce retard est également observé dans 

la figure 33B, où l’on peut voir que le niveau de MCK augmente plus doucement dans les 

cellules surexprimant SETDB1. L’expression ARN de MCK est également retardée comme 

on peut le voir sur la Figure 33C. Cependant, en analysant la Figure 33A on peut constater 
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qu’à 72h de différenciation, le retard de la surexpression est rattrapé, voir même inversé. En 

effet, la protéine MHC (Myosine heavy chain) qui commence à être exprimée faiblement dans 

le contrôle, est déjà très intense dans la surexpression. De même, la protéine myogénine 

semble légèrement plus exprimée dans la surexpression à 72h de différenciation (Figure 33A). 

Cette augmentation de la protéine myogénine semble être due à un effet transcriptionnel 

(Figure 33C). Ainsi, avec la surexpression de SETDB1, le processus de différenciation 

semble démarrer avec retard. Ce retard par rapport au contrôle est ensuite rattrapé et même 

dépassé. L’expression de la cycline D1, qui est un marqueur de la prolifération cellulaire, peut 

apporter une explication à ce phénomène. En effet, dans la figure 33B on peut constater que 

dans la surexpression comparée au contrôle, la protéine cycline D1 est plus fortement 

exprimée en prolifération. Son niveau d’expression reste plus élevé jusqu’à 48h de 

différenciation puis à 72h atteint le même niveau que dans le contrôle. Or, il a été montré que 

la surexpression ectopique de la cycline D1 empêche la différenciation musculaire (Rao et al, 

1994). Ainsi, puisque le niveau ARN de la cycline D1 ne varie pas (voir même diminue) 

(Figure 33C), la surexpression de SETDB1 favoriserait la stabilisation protéique de la cycline 

D1 en prolifération ce qui retarderait alors l’entrée en différenciation terminale. Une fois le 

niveau de cycline D1 revenu au même niveau que dans le contrôle, la différenciation semble 

alors accélérée par la surexpression de SETDB1. Cependant, dans la Figure 33A le niveau de 

la cycline D1 ne semble pas affecté par la surexpression de SETDB1 ni par le mutant. Ce 

phénomène pourrait être expliqué par le fait que dans l’expérience présentée sur la Figure 

33A, j’ai mis les cellules en conditions de différenciation à un stade où celles-ci était bien trop 

confluentes, notamment par rapport à la confluence des cellules utilisées pour l’expérience 

présentée sur la Figure 33B. Ainsi, sur la Figure 33A, la forte confluence des cellules, 

empêchant donc celles-ci de se multiplier encore plus, ne permet pas de mettre en évidence 

des effets sur la prolifération.  
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En parallèle de ces expériences de surexpression de SETDB1, j’ai également vérifié si les 

effets observés avec la surexpression de SETDB1 sur la différenciation et la prolifération 

nécessitaient son activité méthyltransférase. Pour cela, j’ai utilisé une lignée de myoblastes 

C2C12 qui surexprime la protéine SETDB1 mutée ponctuellement de façon à ne plus avoir 

d’activité méthyltransférase. Comme on peut le voir sur la Figure 33, les résultats sont les 

mêmes que pour le siARN SETDB1, c’est à dire que l’expression de SETDB1 mutant inhibe 

la différenciation musculaire. On a en effet une perte ou une forte diminution de l’expression 

des différents marqueurs de différenciation. Par ailleurs, le niveau de la cycline D1 n’est pas 

modifié par rapport au contrôle. Ces résultats laissent penser que l’activité méthyltransférase 

de SETDB1 est, d’une part, impliquée dans la stabilisation protéique de la cycline D1 en 

prolifération et, d’autre part, impliquée dans la régulation positive de la différenciation 

musculaire. 
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Figure 33 : La différenciation terminale est affecté par une dérégulation de SETDB1.  
Des myoblastes C2C12 murins portant soit un vecteur vide (contrôle) soit surexprimant la protéine SETDB1 
sauvage soit surexprimant la protéine SETDB1 mutée pour ne plus avoir d’activité catalytique méthyltransférase, 
ont été analysés en prolifération (0h) et à différents temps de différenciation A) et B) Analyses par western blot 
montrant l’expression de la cycline D1 qui sert de marqueur de prolifération, et de la myogénine, MCK et MHC 
qui servent de marqueurs de différenciation respectivement : précoce, tardif et très tardif. L’α-tubuline sert de 
contrôle de dépôt de même que la protéine HP1B et le rouge ponceau. C) Niveau d’expression ARNm de MCK 
(panneau de gauche), de la myogénine (panneau du milieu) et de la cycline D1 (panneau de droite) mesuré par 
RT-qPCR et normalisés contre l’ARNm Cyclophyline A, fait à partir des ARNs extraits des cellules 
surexprimant SETDB1 sauvage ou muté. Je n’ai pas pu mettre de barre d’erreur pour les niveaux de myogénine 
et de MCK qui étaient trop variables entre les différentes expériences faites (5 expériences). Une expérience 
représentative est montrée. 
 

4. SETDB1 interagit avec des régulateurs positifs de la différenciation 

musculaire 

 
Afin de mieux comprendre comment SETDB1 pouvait réguler les gènes spécifiques de la 

différenciation musculaire terminale, j’ai cherché à savoir quel était son rapport avec le 

régulateur de la différenciation musculaire MyoD. Pour cela, j’ai tout d’abord vérifié si 

SETDB1 et MyoD étaient capables d’interagir ensemble. En effet, de précédentes études ont 

montré que Suv39h1 et G9a  régulaient négativement les gènes de la différenciation 

musculaire en prolifération via leurs interactions avec MyoD (Mal & Harter, 2003) (Ling et 

al, 2012a). Les résultats présentés sur la Figure 34A montrent, en effet, que G9a et Suv39h1 

interagissent avec MyoD dans les myoblastes en prolifération, tout comme GLP et SETDB1. 

Par ailleurs, on peut noter que MyoD interagit aussi bien avec le SETDB1 sauvage qu’avec le 

mutant catalytique de SETDB1 (Figure 34B). Pour que la différenciation terminale ait lieu, il 

faut que MyoD puisse activer ses gènes cibles. Ainsi, j’ai vérifié si les KMTs pouvaient 

encore interagir avec MyoD en différenciation. Sur la Figure 34A on ne voit plus 

d’interaction entre MyoD et les deux KMTs : G9a et GLP. Ce résultat est cohérant avec nos 

résultats précédents, puisque G9a inhibe MyoD qui a besoin d’être actif en différenciation. 

Par contre, on peut voir que Suv39h1, qui a un rôle similaire à celui de G9a, continue à 

interagir avec MyoD en différenciation. Il est cependant intéressant de faire remarquer que 
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dès les premières heures de différenciation, l’expression de Suv39h1 est fortement inhibée, et 

qu’à 24h de différenciation, il reste très peu de protéine Suv39h1. On peut alors supposer que 

le peu de Suv39h1 restant ne suffit plus à inhiber l’activité de MyoD. Par ailleurs, si on 

regarde la présence de G9a et de Suv39h1 au niveau du promoteur de la myogénine, qui est, 

entre autres, une cible de MyoD, on peut voir que les deux protéines sont comme attendu, 

présentent en prolifération et disparaissent peu à peu en différenciation (Figure 35). 

Maintenant si on s’intéresse à SETDB1, on constate qu’en différenciation, SETDB1 interagit 

encore avec MyoD et, comme le montre la Figure 34A, cette interaction semble encore plus 

forte qu’en prolifération. De plus, la présence de SETDB1 au niveau du promoteur de la 

myogénine augmente avec la différenciation (Figure 35). Ce résultat est fortement surprenant 

si l’on considère le rôle inhibiteur de SETDB1 via la méthylation de H3K9. Cependant, les 

résultats précédents semblent montrer que SETDB1 favorise la différenciation. Or, d’après les 

différentes études réalisées sur SETDB1, il semblerait que cette protéine peut avoir des 

activités enzymatiques différentes en fonction du complexe dans lequel elle fait partie. Par 

exemple, SETDB1 est  capable d’interagir avec des HDAC, des DNA méthyltransférases ou 

encore, en présence de mAM SETDB1 qui est une mono- et diméthyltranférase, est alors 

capable de triméthyler H3K9 (Wang et al, 2003). Ainsi, il est possible de supposer que 

SETDB1, en coopération avec d’autres protéines, pourrait aussi avoir un rôle positif sur la 

régulation de la transcription.  Par exemple, on sait qu’en différenciation, l’interaction des 

HATs p300 et CBP avec MyoD favorise l’activation transcriptionnelle dépendante de MyoD 

via l’acétylation des histones mais également par acétylation de MyoD lui-même (Polesskaya 

et al, 2000; Puri et al, 1997a). Or, le résultat présenté Figure 34C montre que SETDB1 est 

capable d’interagir avec ces deux HATs dans les myoblastes en différenciation. 
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Figure 34 : Co-immunoprécipitation de SETDB1 avec MyoD et les acétyltransférases CBP et p300 dans le 
noyaux de myoblastes C2C12 murin. 
A) J’ai immunoprécipité SETDB1 et MyoD et vérifié par western blot leur interaction réciproque et avec les 
autres KMTs de H3K9 dans des C2C12 en prolifération (à gauche) ou après 24h de différenciation (à droite). B) 
J’ai immunoprécipité MyoD et vérifié par western blot, son interaction avec SETDB1 dans des C2C12 normale, 
surexprimant SETDB1 ou le mutant catalytique de SETDB1. C) J’ai immunoprécipité les acétyl-
méthyltransférases CBP et p300 et vérifié leur interaction avec SETDB1 dans des C2C12 en prolifération (à 
gauche) ou après 24h de différenciation (à droite). 
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Figure 35 : Profils de ChIP pour les protéines G9a, Suv39h1 et SETDB1 au niveau du promoteur du gène 
myogénine.  
Cette expérience de ChIP a été réalisée dans des myoblastes C2C12 en prolifération, à 24 ou 48h de 
différenciation.  
 

III. Conclusions et perspectives à court terme 

1. SETDB1 est présent dans le cytoplasme des cellules 

 
La protéine SETDB1 a principalement été étudiée dans le noyau pour son rôle de 

méthyltransférase spécifique de H3K9. Mon laboratoire avait cependant remarqué, en faisant 

des expériences d’immunofluorescence sur des cellules surexprimant SETDB1 (HeLa et 

C2C12), que cette protéine était aussi présente dans le cytoplasme. Ce fait avait déjà été 

mentionné dans deux articles où il avait été remarqué que SETDB1 était présente dans le 

cytoplasme des neurones et des cellules HeLa  (Loyola et al, 2009; Ryu et al, 2006). J’ai donc 

voulu, dans un premier temps, vérifier que c’était bien le cas de SETDB1 endogène dans mon 

modèle d’étude. C’est à dire le modèle de différenciation musculaire terminale. Mes résultats 

montrent que SETDB1 est effectivement présente aussi bien dans le noyau que dans le 

cytoplasme des myoblastes en prolifération et des myotubes différenciés. J’ai, par ailleurs, pu 

vérifier ce fait dans des C2C12, des myoblastes primaires, des cellules ES et des fibroblastes 
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primaires de souris. Mes expériences d’extraction nucléaire et cytoplasmique ont révélé 

l’apparition de nouvelles formes de SETDB1 (qui est en fait un doublet) spécifique du 

cytoplasme. Ces formes de SETDB1, qui sont très faiblement présentes dans les myoblastes 

en prolifération, sont fortement exprimées dès que l’on différencie les cellules. SETDB1 

possède différents variants alternatifs (séquencés et annotés par l’institut Sanger). Le doublet 

de SETDB1 pourrait donc correspondre à l’expression de deux isoformes de SETDB1, 

différentes de celles présentes dans le noyau. Par ailleurs, les formes de SETDB1 qui 

augmente dans les cellules différenciées, diminuent de nouveau si l’on remet du sérum dans le 

milieu des ces cellules. Hypothétiquement, SETDB1 pourrait, en présence de sérum, subir 

une modification post-traductionnelle permettant, par exemple, sa dégradation dans le 

cytoplasme ou sa relocalisation dans le noyau. Une étude récemment publiée montre, en 

utilisant une surexpression de SETDB1 couplée à la GFP, que sa localisation dans le noyau 

requière sont export actif du cytoplasme (Cho et al, 2013). Cette étude montre également que 

c’est la région N-terminale de SETDB1 qui est nécessaire à son import nucléaire. Or, dans 

cette région, deux motifs d’export nucléaire ont été identifié. Ainsi, d’après cette étude, la 

rétention cytoplasmique de SETDB1 permettrait sa régulation en limitant son activité dans le 

noyau.  

Apres avoir clairement établi la localisation cytoplasmique de SETDB1, j’ai voulu savoir si sa 

présence dans ce compartiment pouvait avoir un rôle. Pour cela, je me suis intéressée aux 

HDACs. En effet, les HDACs sont, comme SETDB1, des enzymes qui participent à la 

régulation de la transcription des gènes en modifiant la structure de la chromatine. L’activité 

des HDACs durant la différenciation musculaire terminale a été bien décrite. Notamment, 

certaines HDACs, comme les HDAC 4, 5, 7 et 9, répriment la différenciation musculaire 

terminale en interagissant avec MEF2. Par exemple, dans les myoblastes en prolifération, 

HDAC5 est présente dans le noyau où elle se lie à MEF2 et réprime son activité 
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transactivatrice. En différenciation, HDAC5 est exportée dans le cytoplasme, libérant ainsi 

MEF2 qui peut alors exercer son  rôle d’activateur transcriptionnel des gènes spécifiques de la 

différenciation notamment en recrutant des histones acétyltransférases. De plus, on sait que 

SETDB1 est présente dans des complexes contenant des HDACs, notamment HDAC1 et 2.  

Mes résultats montrent que SETDB1 interagit avec HDAC3 dans le noyau des myoblastes en 

prolifération et dans le cytoplasme en différenciation. De même, j’ai pu montrer que SETDB1 

interagit avec HDAC5, mais seulement dans le cytoplasme des cellules en différenciation. 

Cette expérience n’a été réalisée qu’une seule fois et nécessite donc d’être confirmée. 

Cependant, elle apporte, bien que de manière préliminaire, une possible piste quant au rôle de 

SETDB1 dans le cytoplasme. Par exemple, SEDTB1 pourrait avoir le même rôle que 

HDAC5. C’est à dire qu’en prolifération, Une fraction de SETDB1 aurait un rôle répresseur 

dans le noyau et serait désactivée en différenciation par sa relocalisation cytoplasmique. Il 

serait, par exemple, intéressant de voir si SETDB1 interagit avec et régule MEF2. Ou encore, 

il serait possible que SETDB1 ait pour rôle, dans le cytoplasme, de séquestrer les HDACs 

durant la différenciation. 

2. SETDB1 régule positivement la différenciation musculaire terminale, 

potentiellement via un nouveau rôle d’activateur de la transcription. 

Mes résultats montrent que la dérégulation de SETDB1 perturbe la différenciation musculaire 

terminale. L’inhibition de SETDB1 réprime la différenciation musculaire terminale, et sa 

surexpression a deux effets qui peuvent sembler antagonistes. En effet, la surexpression de 

SETDB1 stabilise (tout comme G9a) la protéine cycline D1. Cela provoque un retard de 

l’entrée en différenciation. Cependant, cet effet est rapidement compensé par une 

surexpression de certains gènes spécifiques de la différenciation musculaire, tels que MHC et 

myogénine, qui sont respectivement deux marqueurs très tardif et très précoce de la 



 
118 

différenciation terminale. Ceci n’est cependant pas le cas de MCK. SETDB1 régulerait donc 

de manière sélective les gènes de la différenciation. Par ailleurs, mes résultats montrent que 

SETDB1 interagit avec MyoD durant la différenciation terminale. Notamment, il apparait en 

cours de différenciation sur le promoteur de la myogénine qui est une cible transcriptionnelle 

majeure de MyoD. De plus, SETDB1 est également capable d’interagir avec des HATs, qui 

sont essentiellement des régulateurs positifs de la transcription. J’ai pu observer cette 

interaction seulement en différenciation, c’est à dire là où les HATs sont connues pour former 

un complexe actif avec MyoD afin de réguler positivement la transcription de gènes cibles de 

celui-ci, comme la myogénine. D’après ces différentes observations, il est possible 

d’envisager un rôle potentiel de SETDB1 dans l’activation de la transcription. Il serait donc 

intéressant maintenant de vérifier par ChIP si la surexpression de SETDB1, ou encore le 

siARN contre SETDB1, modifie les marques activatrices (en particulier l’acétylation) ou 

répressives sur les histones au niveau des promoteurs des gènes cibles de MyoD comme la 

myogénine. Ou encore, de vérifier si la fixation même de MyoD sur ces gènes cibles est 

changée par une dérégulation de SETDB1. De plus, mes résultats montrent que l’activité 

méthyltransférase de SETDB1 pourrait être impliquée dans ce mécanisme. En effet, la 

surexpression d’un mutant catalytique de SETDB1 présente le même phénotype que 

l’inhibition de SETDB1 par siARN, sans modifier pour autant son interaction avec MyoD. La 

méthylation par SETDB1 pourrait donc réguler positivement MyoD. Par exemple, SETDB1 

pourrait méthyler directement MyoD et, à l’inverse de G9a, cela aurait un effet activateur sur 

MyoD. Ou encore, SETDB1 pourrait, en les méthylant,  réguler la présence d’autres protéines 

en complexe avec MyoD. On pourrait, par exemple, imaginer que SETDB1 favorise 

l’association de MyoD avec les HATs. De nombreuses hypothèses restent donc à tester afin de 

comprendre comment SETDB1 pourrait agir positivement sur la transcription. 
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Discussion et perspectives à long 

terme 
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L’homéostasie tissulaire résulte d’un équilibre entre l’extinction et l’activation de gènes. Cet 

équilibre est perturbé dans de nombreuses maladies. Des défauts épigénétiques peuvent être la 

cause de telles perturbations, tels qu’une dérégulation de la méthylation des histones et 

notamment de l’histone H3 sur la lysine 9 (H3K9). Ainsi, une dérégulation des KMTs de 

H3K9 a été associée, comme je l’ai décrit dans l’introduction de ma thèse, à une très grande 

variété de maladies, tels que des maladies de développement, neurologiques, métaboliques, à 

différents types de cancers et même à la latence du VIH. Cette grande diversité de maladies 

montre l’importance physiologique des KMTs de H3K9 et donc le grand intérêt que nous 

avons de comprendre et d’élucider leurs mécanismes d’action dans le but futur de mieux les 

cibler en thérapie.  

I. G9a et GLP sont présentes sous forme de complexe mais 

peuvent avoir différentes fonctions. 

Jusqu'à présent, les rôles de G9a et GLP ont souvent été associés. G9a et GLP (G9a-Like-

Protein) sont, en effet, deux protéines présentant une très forte similarité de séquence et une 

structure très conservée au niveau de leurs domaines fonctionnels. Le domaine SET, qui est le 

domaine catalytique, est ainsi celui qui présente la plus forte homologie entre les deux 

protéines (Tachibana et al, 2005). Au niveau de ce domaine, G9a et GLP sont capables de 

s’homo ou hétérodimériser. De plus, il a été montré que c’est sous la forme hétérodimérique 

que G9a et GLP sont le plus stables et le plus représentées dans la cellule (Tachibana et al, 

2005). Par ailleurs, il a été montré que bien que G9a et GLP soient indépendamment capables 

d’exercer une activité méthyltransférase in vitro, la formation de l’hétérodimère est 

indispensable à leur activité de mono-et diméthylation de H3K9 (Tachibana et al, 2008; 

Tachibana et al, 2005). Enfin, une étude cristallographique de G9a et GLP, a montré que, 
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d’après leur structure, les deux protéines devraient avoir les mêmes spécificités de substrat 

(Wu et al, 2010). L’ensemble de ces observations laissent penser que G9a et GLP ont les 

mêmes rôles dans les cellules et cela en coopérant sous la forme d’un complexe. Mes résultats 

ne remettent pas en doute l’existence du complexe. En effet, j’ai montré que G9a et GLP 

interagissent dans le modèle de différenciation musculaire terminale. J’ai aussi montré que les 

deux protéines sont toujours présentes au niveau des mêmes gènes qu’elles régulent pourtant 

différemment. Différentes études de ChIP-seq, notamment une qui a été réalisée dans les 

myoblastes C2C12 par mon laboratoire, confirment que G9a et GLP sont globalement 

retrouvées au niveau des mêmes cibles génomiques (Mozetta et Pontis en révision) (Pontis 

non publié) (Chen et al, 2012). Malgré ces différentes observations, l’étude que j’ai menée sur 

G9a et GLP montre, de manière totalement inattendue, que G9a et GLP auraient des rôles 

différents et même antagonistes dans les cellules en prolifération. Malgré le fait que le rôle 

antagoniste de G9a et GLP n’ait jamais été décrit auparavant, quelques observations vont 

néanmoins dans le sens de rôles différents entre G9a et GLP. Tout d’abord, dans l’étude qui a 

mis en évidence le rôle essentiel du complexe G9a/GLP, il a été montré que la dimérisation de 

G9a et GLP, ainsi que l’activité méthyltransférase de G9a, étaient nécessaires à la mono- et 

diméthylation de H3K9. Par contre, il a été montré que l’activité de GLP n’était pas requise 

dans ce cas là (Tachibana et al, 2008). D’autre part, on sait que G9a et GLP sont capables de 

méthyler des cibles autres que les histones. Par exemple, G9a et GLP sont capables de 

méthyler, toutes les deux, la protéine p53 (Huang et al, 2010). Une étude réalisée récemment 

a permis, en utilisant un analogue marqué de la SAM couplé à des analyses de spectrométrie 

de masse, d’identifier un certain nombre de cibles méthylées par G9a ou GLP (Islam et al, 

2012). Les résultats de cette étude montrent que les deux protéines ont beaucoup plus de 

cibles indépendantes (46 pour GLP et 64 pour G9a) que de cibles communes (18 cibles). Ce 

qui suggère donc un rôle différent pour ces deux protéines. Enfin, on peut considérer la 
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séquence en acides aminés de G9a et GLP qui, bien qu’étant très similaire, n’est tout de même 

pas exactement identique. On peut alors imaginer que différentes modifications post-

traductionnelles pourraient réguler différemment les deux protéines, notamment leurs 

activités. Ainsi, une étude des modifications post-traductionnelles de G9a et GLP devrait être 

réalisée afin de mettre en évidence des mécanismes de régulation différents pour les deux 

protéines. Au niveau transcriptionnel, l’étude transcritomique utilisant les siARN G9a ou GLP 

montre que la majorité des gènes sont indépendamment régulés par G9a ou GLP. Au 

laboratoire, une autre étude de transcriptome a été faite dans des cellules ES de souris KO 

pour G9a ou GLP (Mozetta et Pontis en révision). Les résultats, similaires à ceux que j’ai 

obtenus dans les myoblastes, montrent qu’une majorité des gènes sont régulés de manière 

indépendante par G9a et GLP (62% des gènes sont régulés différemment par G9a et GLP). 

Ainsi, bien que présentes sous forme d’un complexe, G9a et GLP peuvent avoir des rôles 

indépendants.  

II. Rôles de G9a, GLP, SETDB1 et Suv39h1 dans la 

différenciation musculaire 

1. La dérégulation de G9a, GLP, SETDB1 ou Suv39h1 impacte la  

différenciation terminale 

 
Avant mon arrivée, le laboratoire avait montré que les 4 KMTs de H3K9 : G9a, GLP, 

SETDB1 et Suv39h1 pouvaient être présentes au sein d’un même complexe protéique (Fritsch 

et al, 2010). Le but initial de mon projet de thèse était d’élucider le rôle fonctionnel de ce 

complexe composé des 4 KMTs dans l’équilibre entre la prolifération et la différenciation 

cellulaire. Pour cela, j’ai utilisé le modèle de différenciation  terminale de cellules du muscle 
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squelettique. Mes résultats ont montré que ces 4 KMTs de H3K9 sont bien capables 

d’interagir en prolifération et en différenciation. J’ai également pu montrer que les 4 KMTs 

étaient essentielles à la régulation correcte de la différenciation terminale (données non 

montrées pour Suv39h1, publiées par ailleurs : (Ait-Si-Ali et al, 2004). En effet, une 

dérégulation de chacune des 4 KMTs (par perte ou gain de fonction), avait un impact sur le 

déroulement de la différenciation terminale. Cependant, et de manière inattendue, mes 

résultats ont montré que les 4 KMTs pouvaient avoir des rôles différents dans le processus de 

différenciation, en plus des rôles coopératifs.  

2. Selon le contexte cellulaire, Suv39h1 est nécessaire à l’inhibition 

des gènes de différenciation et de prolifération 

 
Mes résultats avec Suv39h1, que je n’ai pas présentés dans ce manuscrit, montrent qu’une 

modification positive ou négative de son expression inhibe la différenciation musculaire 

terminale. Ces résultats corrèlent tout à fait avec les observations précédemment faites sur les 

rôles de Suv39h1 dans la différenciation musculaire terminale. En effet, comme expliqué plus 

haut, la différenciation des myoblastes en myotubes requiert deux événements indépendants : 

d’une part, il faut inhiber de manière irréversible les gènes impliqués dans la prolifération 

cellulaire, d’autre part, il faut pouvoir exprimer les gènes spécifiques de la différenciation 

musculaire.  Or, il se trouve que Suv39h1 est impliquée dans ces deux événements. En effet, il 

a été montré par notre laboratoire que Suv39h1 participait, via la tri-méthylation de H3K9, à 

la répression irréversible des gènes cibles de E2F durant la différenciation (Ait-Si-Ali et al, 

2004; Guasconi et al, 2010). Ainsi,  l’inhibition de Suv39h1 empêche l’arrêt irréversible du 

cycle cellulaire et inhibe ainsi la différenciation terminale. Il a par ailleurs été montré qu’en 

prolifération, Suv39h1 interagit avec MEF2 et MyoD et inhibe leur activité transactivatrice 

(Jang et al, 2007; Mal, 2006). Pour MyoD il a été montré que cette répression passe par la 
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méthylation de H3K9 au niveau des promoteurs des ses gènes cibles. L’expression de 

Suv39h1 diminue très rapidement après les premières heures de différenciation, libérant ainsi 

MyoD qui peut alors activer la transcription de ses gènes cibles. J’ai pu montrer que Suv39h1 

est encore capable d’interagir avec MyoD dans les cellules différenciées. Or, dans la lignée 

surexprimant Suv39h1 que j’ai utilisée, la protéine est encore fortement exprimée en 

différenciation. On peut donc supposer que dans ces circonstances, Suv39h1 continue de 

réprimer l’activité de MyoD. Ce qui explique pourquoi la différenciation terminale est 

inhibée. 

3. G9a pourrait coopérer avec Suv39H1 pour inhiber la 

différenciation musculaire 

De la même façon que Suv39h1, G9a inhibe l’activité de MyoD et de MEF2. En effet, il a été 

montré que G9a  réprime la différenciation en interagissant avec MyoD et/ou MEF2 et inhibe 

leur gènes cibles via la diméthylation de H3K9 (Ling et al, 2012a; Ling et al, 2012b; Wang & 

Abate-Shen, 2012). Cette répression fait notamment intervenir la méthylation de MyoD et 

MEF2 par G9a. Si l’on considère, d’une part, que Suv39h1 est une triméthyltransférase qui 

nécessite un substrat déjà mono ou diméthylé et que, d’autre part, elle possède un 

chromodomaine capable de reconnaître et de fixer H3K9 méthylé, on peut alors imaginer le 

mécanisme suivant : G9a interagit avec MyoD ou MEF2, les méthyle afin que ces derniers 

soit reconnus et fixés par Suv39h1. De plus, G9a  diméthyle H3K9 au niveau des cibles de 

MyoD et MEF2, cette di-méthylation servirait ainsi de substrat à la triméthylation par 

Suv39h1.  

Comme je l’ai expliqué dans la discussion de la partie résultats, l’interaction de G9a avec 

deux autres facteurs de transcription, Msx1 et Sharp1, est également impliquée dans 

l’inhibition des gènes de la différenciation. Par ailleurs, il est intéressant de faire remarquer 
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que G9a interagit également avec d’autres facteurs de transcription (REST, CDP, Blimp-1...) 

impliqués dans des processus développementaux différents et permet notamment la 

méthylation de H3K9 sur leurs gènes cibles (Gyory et al, 2004; Nishio & Walsh, 2004; 

Roopra et al, 2004). Ainsi, de manière générale, G9a pourrait participer à la régulation 

négative des gènes impliqués dans le développement en interagissant avec des facteurs de 

transcription spécifiques de tissu qui permettraient son recrutement au niveau des promoteurs 

des gènes à réprimer.   

Enfin, de la même façon que cela a été montré pour Suv39h1 (Ait-Si-Ali et al, 2004), j’ai 

cherché à savoir si G9a pouvait aussi être impliqué dans l’inhibition irréversible des gènes de 

la prolifération. Je n’ai pas présenté ces résultats, cependant ils montrent que ni G9a ni GLP 

ne sont impliquées dans ce processus. Par contre, des résultats extrêmement préliminaires 

semblent montrer que SETDB1 pourrait être impliquée dans l’extinction des gènes de la 

prolifération. 

4. SETDB1 a un rôle bivalent durant la différenciation musculaire 

terminale 

 
Mes résultats montrent que l’entrée en différenciation est retardée par la surexpression de 

SETDB1. Ce phénomène pourrait être expliqué par le fait que la surexpression de SETDB1, 

tout comme celle de G9a, stabilise la protéine cycline D1. Or, comme je l’ai expliqué dans la 

discussion des résultats obtenus avec G9a et GLP, la surexpression seule de la cycline D1 

suffit à bloquer la différenciation. SETDB1 inhibe donc la différenciation des cellules en 

prolifération. A l’inverse, dans les cellules en différenciation, mes résultats montrent que 

SETDB1 favorise l’expression des gènes spécifiques de la différenciation. Bien que diverses 

expériences soient encore nécessaires afin de confirmer cette hypothèse, il semblerait que 

SETDB1 joue un rôle dans la régulation positive de MyoD. Notamment, SETDB1 pourrait 
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participer à la formation d’un complexe activateur  permettant de réguler positivement 

l’activité de MyoD. Le rôle de SETDB1 dans un tel complexe reste cependant à définir 

(quelques pistes sont proposées dans la discussion des résultats sur l’étude de SETDB1). 

En conclusion, SETDB1 aurait un rôle bivalent dans la régulation de la différenciation 

puisque, d’un côté, en favorisant l’expression de la cycline D1, il bloque la différenciation. 

Mais, d’un autre côté, en  favorisant l’activité positive de MyoD, il favorise la différenciation. 

Cette conclusion est, bien sûr, hypothétique et nécessite de multiples expériences afin d’être 

confirmée. par exemple il serait intéressant de comparer les données de Chip-seq de MyoD 

déjà publié ((Cao et al, 2010) avec les Chip-seq de SETDB1 faite dans notre laboratoire 

(Pontis non publié), et corréler l’ensemble de ces analyse à une étude du transcriptome de 

cellules  traitées avec le siARN SETDB1. 

5. Contrairement à G9a, GLP favorise la différenciation 

musculaire. 

Les différentes expériences que j’ai réalisées pour étudier le rôle de GLP dans la 

différenciation musculaire montrent que GLP, contrairement à G9a, régule positivement la 

différenciation musculaire. La question est maintenant de comprendre par quel mécanisme 

GLP est impliquée dans cette régulation. L’étude transcriptomique que j’ai réalisée permet de 

fournir certaines pistes. En effet, l’analyse du transcriptome des cellules traitées avec le 

siARN GLP a mis en évidence un certain nombre de gènes dérégulés impliqués dans la voie 

de dégradation par le protéasome. En particulier, un très grand nombre de gènes codants pour 

des membres des sous-unités du protéasome 26S sont régulés positivement par le siARN 

GLP. Cela reste à confirmer, mais ces résultats semblent montrer que GLP a un effet 

répresseur, direct ou indirect, sur l’activité du protéasome. Ceci est particulièrement 

intéressant lorsque l’on s’intéresse au rôle du protéasome dans le muscle. Par exemple, le 
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protéasome joue un rôle important dans la régulation de MyoD. En effet, dans les myoblastes 

en prolifération, le niveau de MyoD est régulé au cours du cycle cellulaire : au cours de la 

phase G1, le niveau de MyoD augmente jusqu’à atteindre son plus haut niveau d’expression. 

Si les stimuli extérieurs sont favorables, alors les myoblastes sortent du cycle cellulaire pour 

s’engager dans le processus de différenciation terminale, sinon, MyoD est dégradé via le 

protéasome (pour revue voir (Kitzmann & Fernandez, 2001))(Song et al, 1998). Ces données 

pourraient expliquer les effets que j’ai pu observer lors de la surexpression de GLP dans les 

cellules en prolifération. En effet, j’ai pu constater que la surexpression de GLP permettait 

d’induire l’expression des gènes spécifiques des cellules en différenciation, cela même dans 

les cellules en prolifération. Ainsi, en supposant que GLP inhibe bien le protéasome, on peut 

alors imaginer que sa surexpression empêche la dégradation de MyoD en fin de phase G1 

permettant une activation anormale et précoce de la différenciation. A l’inverse, il a été 

montré que le fait d’accélérer la dégradation de MyoD (par hypoxie par exemple) bloque 

l’expression des marqueurs précoces de différenciation, tels que p21, RB et la myogénine et 

inhibe la différenciation terminale (Di Carlo et al, 2004). La dérégulation du protéasome a 

particulièrement été étudiée dans le cas de l’atrophie musculaire. En effet, en conditions 

d’atrophie musculaire, le système d’ubiquitine protéasome a été impliqué dans la dégradation 

anormale de myofibrilles, qui sont notamment impliquées dans la contraction musculaire 

(Solomon & Goldberg, 1996), de même que la dégradation de la myogénine dans les cellules 

différenciées (Jogo et al, 2009). Enfin, le dysfonctionnement du protéasome a été mis en 

évidence dans plusieurs types de maladies liées au muscle comme, par exemple, la sarcopenie 

(Altun et al, 2010), et de plus en plus d’études montrent que l’utilisation d’inhibiteurs 

spécifiques du protéasome pourrait servir de moyen thérapeutique. Par exemple, il a été 

montré que l’utilisation de MG132, un inhibiteur du protéasome, améliore le phénotype de 

souris modèle pour la dystrophie musculaire de Duchenne et prévient la dystrophie 
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musculaire chez le poisson zèbre (Gazzerro et al, 2010; Winder et al, 2011). Ainsi, étant 

donné le rôle de GLP dans la différenciation musculaire et la régulation du protéasome, il 

serait intéressant d’étudier la contribution de GLP dans ce type de maladies.  

 

III. G9a et SETDB1 régulent positiement la cycline D1, à 

l’inverse de GLP. 

 

1. Régulation post-transcriptionelle de la cycline D1 et cancer 

 
Mes résultats préliminaires montrent qu’avec la surexpression de SETDB1 et de G9a, la 

croissance des cellules est augmentée (données non montrées pour SETDB1). Ce phénomène 

peut, entre autre, être expliqué par une augmentation de la cycline D1. La cycline D1 régule la 

transition G1/S du cycle cellulaire et a été décrite comme un puissant pro-oncogène. En effet, 

il a été montré que la cycline D1 est fortement impliquée dans le développement et la 

progression de nombreux cancers. Par exemple, dans le cancer du sein, la cycline D1 est 

nécessaire à l'induction de tumeurs du sein par certains stimuli oncogéniques. En l'absence de 

cette cycline, les tumeurs ne peuvent se développer (pour revue (Musgrove et al, 2011)). La 

surexpression de la cycline D1 est, en effet, un phénomène communément observé dans les 

cancers. Cette surexpression peut être la conséquence d’une amplification génique mais aussi 

d’une surexpression de la protéine elle-même. La protéine cycline D1, et non l’ARN, est 

retrouvée surexprimée dans de nombreux cancers comme le cancer du foie, du poumon, du 

sein, du pancréas, du colon, de l’œsophage, dans des lymphomes, mélanomes, etc… (pour 

revue (Musgrove et al, 2011)). Il est fréquemment observé dans les cancers où la cycline D1 

est surexprimée, que cette dérégulation découle d’un défaut de sa dégradation. En effet, la 
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cycline D1 est une protéine très instable avec une demi-vie très courte (environ 24 minutes). 

Elle est principalement dégradée par le protéasome 26S via la voie de poly-ubiquitination. Un 

dysfonctionnement de cette voie peut provoquer une accumulation anormale de cycline D1 et 

a été impliqué dans certains cancers (Musgrove et al, 2011). Par exemple, Fbxo4 est une 

ubiquitine ligase qui assure la médiation de la dégradation de la cycline D1 après la transition 

G1/S. Or, une mutation provoquant une perte de fonction du gène Fbxo4 a été retrouvée dans 

le cancer de l’œsophage et dans le mélanome où la cycline D1 est surexprimée (Lee et al, 

2013). Ainsi, l’étude de mécanismes, telle que la voie ubiquitine-protéasome, qui permettent 

d’induire la dégradation de la cycline D1, ouvre la voie à de nouvelles stratégies 

thérapeutiques contre le cancer. D’ailleurs, il a été montré in vitro, qu’un certain nombre 

d’agents anticancéreux induisaient la dégradation de la cycline D1.  Par exemple, l’acide 

rétinoïque (AR) inhibe la prolifération cellulaire et prévient la formation de tumeurs 

secondaires, notamment dans les cancers des voies digestives et respiratoires. Il a été montré 

que l’AR permet de diminuer l’expression protéique de la cycline D1 en favorisant sont 

ubiquitination et sa dégradation par le protéasome 26S (Langenfeld et al, 1997; Spinella et al, 

1999). Ou encore, il a été montré, dans un modèle de cancer du sein où la cycline D1 est 

surexprimée (MCF7), que la rapamycine inhibe la prolifération en réprimant la transcription 

de la cycline D1 mais aussi en induisant sa dégradation de façon dépendante de l’ubiquitine 

(Dong et al, 2005). De même, les inhibiteurs des HDACs (HDACis) sont particulièrement 

intéressants. En effet, les HDACis se sont révélés avoir une puissante activité anticancéreuse 

aussi bien in vivo qu’in vitro et apparaissent comme une nouvelle génération d’agents 

anticancéreux (pour Revu (Kim & Bae, 2011)). Par exemple, le HADCi Vorinostat est utilisé 

pour le traitement d’un certain type de lymphomes. La TSA (Trichostatine A), un autre 

inhibiteur d’HDAC, présente une forte activité anti-tumorale contre le cancer du sein où, de 

manière très intéressante, elle induit la dégradation de la cycline D1 (pour revue (Alao, 
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2007)). Notamment, cette dégradation de la cycline D1 implique la voie de dégradation par le 

protéasome dépendante de l’ubiquitine (Alao et al, 2004; Alao et al, 2006). Deux autres types 

de régulation post-transcriptionelle de la Cycline D1 ont également été mis en évidence. En 

effet, un certain nombre d’études a montré que l’expression de la Cycline D1 pouvait être 

régulée au niveau de l’expression de son ARNm (Knudsen, 2006). Par exemple il a été montré 

que la protéine IMP-3 était capable de lier l’ARNm Cycline D1 et de réguler son expression 

protéique (Rivera Vargas et al, 2013). Ce niveau de régulation a notamment été impliqué dans 

un certain nombre de cancers, tels que le cancer du sein et du colon (pour revue(Knudsen, 

2006). Enfin, l’existence d’un variant alternatif de la Cycline D1 a également été décrit : la 

Cycline D1b. Ce variant a été impliqué dans un certain nombre de cancers, et il a été montré 

que son potentiel oncogénique semble plus fort encore que celui de la Cycline D1 canonique 

(Knudsen, 2006).  
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2. G9A et SETDB1 stabilisent la cycline D1 

 
Mes résultats montrent que G9a et SETDB1 régulent positivement la cycline D1 en la 

stabilisant au niveau protéique. Etant donné les rôles primordiaux de la cycline D1 dans la 

biologie de la cellule et en particulier dans le cancer, il serait extrêmement intéressant de 

comprendre par quels mécanismes G9a et SETDB1 régulent cette cycline en particulier. 

L’étude du transcriptome que j’ai réalisée a mis en évidence un certain nombre de gènes 

impliqués dans régulation de l’activité ubiquitine ligase et du protéasome. D’après mes 

résultats, j’aimerais proposer l’hypothèse selon laquelle G9a favorise l’accumulation de la 

cycline D1 en inhibant potentiellement sa dégradation par le protéasome. On pourrait 

imaginer un mécanisme similaire pour SETDB1 (à tester également). Ainsi, en favorisant la 

dégradation de la cycline D1, l’inhibition spécifique de G9a, et éventuellement de SETDB1, 

pourrait fournir une nouvelle piste thérapeutique contre le cancer. D’ailleurs, comme je l’ai 

montré en introduction de ce manuscrit, G9a et SETDB1 (également Suv39h1), sont 

impliquées dans une très grande variété de cancers. Et l’effet de leur inhibition est déjà testé 

dans certains modèles cancéreux. Par exemple, il à été montré que l’inhibition de G9a et de 

Suv39h1 réduisait la prolifération de cellules immortalisés de l’épithélium bronchique et de 

cellules cancéreuses de prostate (Kondo et al, 2008; Watanabe et al, 2008). 

Une étude a montré que l’utilisation de BIX-01294, un inhibiteur chimique de G9a (et GLP 

aussi), induisait l’apoptose dans les cellules cancéreuses du foie. Par ailleurs, dans la même 

étude, il est montré que BIX-01294 inhibe l’expression ARN de la cycline D1 (poster (Lu et 

al, 2010)). Une autre étude montre que le BRD4770, un autre inhibiteur chimique de G9a, 

induit l’autophagie de cellules cancéreuses du pancréas (Yuan et al, 2013). L’ensemble de ces 

études montre, par ailleurs, que l’effet anticancéreux de l’inhibition de G9a implique 

différents mécanismes, tels que l’autophagie, l’apoptose ou la croissance cellulaire. 
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3. GLP : un anti-oncogène ? 

 
Alors que G9a, SETDB1 et même SUV39h1 ont largement été associées à des cancers, très 

peu d’études ont impliqué GLP. D’après mes résultats, la surexpression de GLP inhibe la 

prolifération cellulaire notamment en régulant négativement la cycline D1 au niveau 

protéique. GLP aurait donc un effet anti-prolifératif. Ainsi, la surexpression de GLP  pourrait, 

à l’inverse de G9a, avoir des effets anti-cancéreux. Il serait intéressant de tester cette 

hypothèse. Au laboratoire, nous possédons un modèle de cellules cancéreuses du sein (MCF7) 

dont il a notamment été montré que la cycline D1 était surexprimé. Il serait intéressant de 

vérifier si la surexpression de GLP limiterait la croissance des cellules cancéreuses.  

IV. Rôle de SETDB1 dans le cytoplasme 

 
Durant ma thèse, je me suis également intéressée à la localisation cytoplasmique de SETDB1. 

On connaît, en effet, la protéine SETDB1 pour son rôle de méthyltransférase dans le noyau. 

Cependant, avant de commencer ma thèse, il n’avait jamais été question d’un rôle quelconque 

de SETDB1 dans le cytoplasme. Il a été montré qu’une certaine proportion d’histone H3 était 

mono- et dimethylé dans le cytoplasme, avant de passer dans le noyau et d’être incorporé au 

sein du nucléosome (Loyola et al, 2006). Puisque SETDB1 est spécifique de la mono- et di 

méthylation et est présente dans le cytoplasme, on pouvait alors imaginer que sa fonction était 

de méthyler les histones H3 libres, dans le cytoplasme. Cette hypothèse a cependant été 

réfutée par l’équipe de Jenuwein qui à montré que deux autres KMTs (PRDM3 et PRDM16), 

et non SETDB1, était responsables de la monométhylation de H3K9 dans le cytoplasme 

(Pinheiro et al, 2012).  

Une autre hypothèse que j’ai proposée, dans la discussion des résultats, est que SETDB1 

pourrait jouer un rôle dans la régulation de la localisation cytoplasmique des HDACs, 



 
133 

notamment inhibitrice de la différenciation musculaire. D’autres pistes sont encore 

envisageables pour identifier un rôle de SETDB1 dans le cytoplasme. Tout d’abord, mes 

expériences d’immunofluorescence m’ont fait remarquer que SETDB1 était présent partout 

où il y avait de la tubuline et, en particulier (données non montrées), j’ai pu voir qu’au 

moment de la mitose, SETDB1 co-localisait parfaitement avec la tubuline au niveau des 

fuseaux mitotiques. Or, il a été montré que la polymérisation et dépolymérisation de l’α-

tubuline pouvait être régulées par son acétylation ou désacétylation (Maruta et al, 1986; 

Zhang et al, 2003). Par ailleurs, il a également été montré que la tubuline pouvait être 

méthylée et que sa méthylation pourrait être impliquée dans le même type de régulation que 

son acétylation (Szasz et al, 1993). Cependant, jusqu’à présent, aucune méthyltransférase 

spécifique de la tubuline n’a été mise en évidence. Ainsi,  SETDB1 pourrait être un candidat 

envisageable.  

V. Conclusion 

Mon projet de recherche portait initialement sur l'étude d’une possible interdépendance 

fonctionnelle entre les 4 KMTs spécifiques de H3K9 : G9a, GLP, SETDB1 et Suv39h1. Les 

résultats que j’ai obtenus durant ma thèse ont permis de montrer que bien que les 4 KMTs soit 

toutes impliquées lors de la différenciation musculaire, elles ont cependant des rôles distincts 

dans ce processus. En particulier, mes résultats ont permis de révéler deux faits inattendus. 

Tout d’abord que SETDB1 pourrait avoir un rôle dans l’activation de la transcription. D’autre 

part que les deux protéines G9a et GLP ont des rôles différents, voire même antagonistes. 

Comme je l’ai présenté plus haut, les mécanismes dérégulés par ces trois protéines sont 

impliqués dans différents types de maladies et l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de G9a, 

SETDB1 ou GLP pourrait être envisagée comme moyen thérapeutique. Cependant, dans le 

cas de G9a et GLP, la plupart des inhibiteurs chimiques ne sont pas spécifiques de l’une ou 
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l’autre protéine. Par exemple, le BIX-01294 inhibe l’activité de G9a en rentrant en 

compétition  avec la SAM. Cependant, du fait que les structures de G9a et GLP soient très 

similaires, le BIX-01294 inhibe aussi, bien que plus faiblement, GLP. Pour cette raison, 

comprendre les mécanismes d’action qui sont spécifiques de G9a et de GLP, serait nécessaire 

si l'on veut, dans le futur, établir une stratégie thérapeutique ciblant spécifiquement l’action de 

G9a ou de GLP. 
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Modèle : Rôle des 4 KMTs dans la régulation de la différenciation terminale du muscle 
squelettique 
 
Les 4KMTs de H3K9 sont différemment impliquées durant la différenciation terminale du muscle. 
Suv39h1 est essentielle à la sortie irréversible du cycle cellulaire en inhibant les gènes cibles de E2F. 
Suv39h1, de même que G9a, empêche l’expression des gènes spécifiques de la différenciation dans les 
myoblastes en prolifération. Pour cela, G9a et Suv39h1 interagissent avec MyoD qui permet leur 
recrutement au niveau des gènes cibles de ce dernier. G9a, de même que SETDB1, inhibe la sortie du 
cycle cellulaire en favorisant la surexpression de la Cycline D1. Dans les cellules en différenciation, 
SETDB1 semble être impliquée dans la régulation positive des gènes spécifiques du muscle en 
interagissant avec des régulateurs positifs de la transcription, tels que MyoD et des HATs. Enfin, et 
d’une manière inattendue, GLP semble avoir un effet tout à fait antagoniste à G9a dans ce modèle de 
différenciation. 
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Culture cellulaire 

- Les C2C12, en condition de prolifération, ont été cultivés dans un milieu DMEM 

contenant 1% de pénicilline/streptomycine, 1% de sodium de pyruvate et 15% de 

sérum de veau fœtal (FBS). Afin d’induire la différenciation des C2C12, le sérum de 

veau fœtal est remplacé par du sérum de cheval à 2%.  

- Les myoblastes primaires de souris ont été cultivés dans un milieu DMEM contenant 

1% de pénicilline/streptomycine, 1% de sodium de pyruvate et 20% de sérum de veau 

fœtal (FBS) et 2,5ng/ml de bFGF. La différenciation des myoblastes primaires est 

induite de la même façon que pour les C2C12. 

- Les cellules ES de souris ont été cultivées dans un milieu DMEM contenant 1% de 

pénicilline/streptomycine, 1% de sodium de pyruvate, 1% d’acide aminée non 

essential, 0.1 mM β-mercaptoethanol, 1000 U/mL de LIF ESGRO et 15% de sérum de 

veau fœtal (FBS). 

- Les cellules humaine 293T sont cultivées dans du milieu DMEM contenant 1% de 

pénicilline/streptomycine, 1% de sodium de pyruvate et 10% de sérum de veau fœtal 

(FBS) 

Lignées cellulaires 

J’ai utilisé des lignées établies par le laboratoire, avant mon arrivée. Ce sont des lignées 

polyclonales de C2C12, surexprimant stablement une forme doublement taguée HA 

(Haemagglutinin) et FLAG de G9a GLP, Suv39h1, SETDB1 et un mutant de SETDB1 ne 

possédant pas d’activité méthyltransférase (mutation ponctuel dans le domaine SET). Pour 

établir ces lignées, le laboratoire a utilisé un transgène codant pour la protéine humaine de 

chaque KMTs. Une lignée transfectée avec un vecteur a été utilisée comme contrôle. 
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Préparation des extraits protéiques totaux, nucléaire et 

cytoplasmique 

Les extraits protéiques totaux sont préparés en lysant les cellules dans une solution de Ripa 

(50mM de Tris PH8, 150 mMNaCl, 1% NP40, 0,5% Na-deoxycholate, 0,1 % SDS et 10mM 

EDTA). Le cellules sont ainsi incubées 10 minutes à 4°C dans le RIPA puis soniquées et 

centrifugées. Le supernageant est récupéré et dosé à l’aide du kit de dosage BCA Protein 

Assay (Pierce). 

Pour la séparation des extraits nucléaire et cytoplasmique : Les cellules sont incubées 5 

minutes à 4°C dans une solution NIB (Nucleus Isolation buffer) contenant 5mM Tris/CL PH 

7,5, 40mM KCL, 2mM MgCL2, 0,5mM EDTA, 0,05mM Spermidine, 0,05mM Spermine et 

0,1% NP-40, puis passées 5 fois dans une aiguille 21G et Centrifugées 10 minutes à 5000rpm. 

Le surnageant représente la  fraction cytosolique.  Le culot est de nouveau, deux fois de suite, 

incubé dans la solution NIB, passé à l’aiguille, et centrifugé. Pour finir, le culot qui représente 

la fraction nucléaire, est ressupendu dans du RIPA et traité de la même façon que les extraits 

totaux. 

Co-immunoprécipitation endogène 

Les expériences de co-immunoprécipitation ont été réalisées à partir de 1g de culot de cellules 

congelées. Les cellules sont resuspendus dans un tampon hypotonique (10 mM Tris-HCL PH 

7,65 ; 1,5mMMgCL2 ; 10mM KCL) puis passées au dounce (20 coup de piston) afin de caser 

les membranes plasmiques. A la fin de la lyse cellulaire, nous ajoutons un tampon sucrose 

contenant de la spermidine et de la spermine afin  limiter la fuite des extraits du noyaux. La 

fraction cytosolique est séparée de la fraction nucléaire en centrifugeant 7 minutes à 4 ° C et 

9000 rpm. Le culot, qui correspond à la fraction nucléaire est resuspendu dans un tampon 

sucrose et ensuite incubé 30 minutes dans de la glace avec un tampon à forte teneur en sel 
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(NaCl 900 mM , Tris 20 mM, pH 7,65 , 25 % glycerol , 1,5 mM de MgCl2 , 0,2 mM d'EDTA ), 

pour obtenir 300 mM de NaCl. L’extrait est ensuite incubé à 10 minutes à 37°C en présence de 

nucléase micrococcale ( cat # N3755 , Sigma ) qui va digérer l’ADN jusqu’à obtenir une 

chromatine composée principalement de mono-nucléosomes. L’extrait est ensuite ultra-

centrifugé à 4°C et  40000 rpm pendant 30 minutes. La fraction soluble est récupérée et 

prélavée pendant 2h à 4°C avec des billes A/G (53133, Pierce), puis immunoprécipitée toute la 

nuit à 4°C avec 5ug de l’anticorps correspondant. Les extraits nucléaires sont incubés pendant 

2h à température ambiante avec de nouvelle billes A/G qui sont ensuite soigneusement lavées 

avec un tampon de lavage (50 mM Tris pH 7,65, NaCl 150 mM, 0,5% de Triton 100). Pour finir 

les billes sont remises en suspension dans un tampon Laemmli et analysés par Western blot.  

Western blot 

Les extraits protéiques sont dénaturés à 95°C pendant 5 minutes en présence de Laemmli 1X 

final avant d'être déposés sur un gel de polyacrylamide (SDS PAGE) dénaturant à 4-12% BIS-

TRIS (Life Technologies). Pour les grosses protéines tel que p300 et CBP, j’ai utilisé des gels 

bis-tris acetate 3-8%. Les protéines sont ensuite transférées en milieu liquide ou semi liquide 

sur une membrane de nitrocellulose pendant 1h30 dans un tampon de transfert Tris-Glycine, 

20% de méthanol et 0,01% SDS. Après transfert, la membrane est bloquée dans une solution 

de lait 5% TBS-Tween 0,2% pendant 1 heure à température ambiante sous agitation. Elle est 

ensuite incubée avec les anticorps primaires pendant une nuit à 4°C. Après 3 lavages dans du 

TBS-Tween 0,2%, la membrane est incubée pendant 1 heure en présence de l’anticorps 

secondaire approprié, couplé à l’HRP (Horse Radish Peroxidase). Enfin, après plusieurs 

lavages, les protéines d’intérêts sont révélées par chimioluminescence en utilisant le kit west 

dura (Perbio, Rockford, USA). Si nécessaire, l’anticorps secondaire  TrueBlot (Clinisciences) 

a été utilisé pour réduire les interférences avec les chaînes lourdes (~ 55 kDa) et les chaînes 

légères (~ 23 kDa ) causées par l’ immunoprécipitation des IgGs. 
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Immunofluorescence 

Les cellules sont cultivées sur des Labtecks en permanox (Falcon) et fixées pendant 10 

minutes avec 4% de formaldéhyde dans du PBS froid. La formaldéhyde résiduelle est 

neutralisé avec 0,1 M de Glycine PH 8.0, et lavée avec du PBS. Les cellules sont ensuite 

perméabilisées et bloquées dans une solution de PBS contenant 1% de BSA, 1% de sérum de 

chèvre, et 0,3% de Triton-X100. Les anticorps primaires et secondaires sont également dilués 

dans cette solution. Entre chaque étapes, les lames sont lavée au PBS. Les noyaux sont 

marqués au Dapi puis les lames sont recouvertes d’une lamelle avec une solution de montage  

de chez Dako Cytomation. 

Transfection avec les siARN 

Les cellules en prolifération sont cultivées dans des boites de culture de diamètre 10cm et sont 

tranféctées avec 0,2umol de siARN, en utilisant le réactif Hi perfect (Qiagen). 

Production des lentivirus et infection des C2C12 avec les shRNA. 

Les cellules 293T sont mises en culture dans des boites de diamètre 10 cm. Lorsque les 

cellules atteignent une confluence de 70%, elle sont transféctées avec les vecteurs suivant : 

10ug du shARN d’intérêt, 10ug de pCR 48 (sPAX2=gag-pol) et 10ug de pCR47 

(pMD2.G=VSV-G Env). Les 3 vecteurs sont préparés dans une solution contenant 500ul 

d’eau, 62,5 ul de CaCl2 à 2M et du HSB 1X. Les cellules sont incubées avec cette solution à 

37°C pendant une nuit. Le lendemain, le milieu des cellules est changé avec un milieu 

classique sans sérum. Les cellules sont ainsi laissées pendant 48h pour produire suffisamment 

de virus. Le milieu de culture contant les virus produits, est collecté dans des tubes, centrifugé 

à 1500rpm afin d’éliminer les cellules mortes flottants en surfaces, filtré à l’aide d’un filtre de 

0,45um afin d’éliminer les débris cellulaires, et concentré en le centrifugeant à 25000rpm 

pendant 2h à 4°C. Le culot contenant les virus est ressupendu dans du PBS et utilisé pour 
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infecter les C2C12. On utilise 10 particules virale par cellules. Le vecteur contenant le shARN 

d’intérêt porte également un gène de résistance à la puromycine. Les cellules infectées sont 

ainsi sélectionnées en rajoutant de la puromycine à 1ug/ml dans le milieu de culture. 

Etude de la prolifération cellulaire 

Pour chaque lignée, 10000 cellules ont été initialement mises en culture dans des boites de 

culture cellulaire. Les cellules vivantes ont été comptées toutes les 24 heures en utilisant du 

bleu de trypan et à l’aide du compteur automatisé de cellules Countess (Life Technologies). 

RT-QPCR et Microarray 

Les ARNs ont été extraits à l ‘aide du mini-kit RNeasy (Qiagen) en suivant la procédure 

indiquée par le fabricant. 0,5 à 1 ug  d’ARN totaux a été utilisé pour la transcription inverse à 

l’aide du  kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Pour 

analyser les niveaux relatifs d'expression des gènes, des PCR quantitative en temps réel ont 

été réalisées en utilisant du SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) et en suivant les 

indications du fabricant. Les valeurs relatives de l'expression des gènes ont été normalisées 

par rapport à  l'ARNm de la Cyclophilline A.  

Pour les microarray, les données brutes ont été normalisées en utilisant l'algorithme RMA 

(Robust Multichip Algorithm) à l’aide du logiciel Bioconductor qui utilise le langage R. Tout 

les contrôles qualités et les analyses statistiques ont été effectuées à l'aide du logiciel Partek 

GS . Afin de contrôler les données, une classification hiérarchique a été réalisée en utilisant 

les méthodes de calcul de lien moyen (Average linkage) et de coefficient de corrélation de 

Pearson. Une analyse classique de variance pour chaque gène et des tests de comparaison 

multiple post hoc de Tukey ont été utilisés pour trouver les gènes différentiellements 

exprimés. Enfin, les valeurs des p-values et des fold changes ont été utilisées pour filtrer et 

sélectionner les gènes différentiellements exprimés.  
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Immunoprécipitation de la chromatine ( ChIP ) et Q–PCR 

Les cellules sont d’abord fixées en ajoutant du DSG (Di - Succinimidyl Glutarate , Santa 

Cruz) au milieu de culture, à une concentration finale de 2mM et en incubant pendant 

45minutes à température ambiante. Une deuxième étape de fixation est réalisée avec 1% de la 

Formaldéhyde (Sigma) pendant 10 minutes à température ambiante. La formaldéhyde est 

ensuite neutralisée en ajoutant de la Glycine à une concentration finale de 0,125 M. Les 

cellules fixées sont ensuite lavées et récoltées dans du PBS. La Chromatine est préparée par 

deux étapes d'extraction successives de 10 min à 4 ° C avec le tampon 1 ( 50 mM de HEPES / 

KOH pH 7,5 , NaCl 140 mM , EDTA 1 mM , glycérol 10% ; 0,5 % de NP- 40 , 0,25 % de 

Triton ) et le tampon 2 (NaCl 200 mM , EDTA 1 mM , 0,5 mM EGTA , 10 mM Tris pH 8). 

Les noyaux sont culotés par centrifugation, et remis en suspension dans le tampon 3 (50 mM 

Tris pH 8 , 0,1% SDS , 1 % de NP- 40; 0,1 % de Na - Deoxycholate , EDTA 10 mM , NaCl 

150 mM) puis soniqués à l’aide du sonicateur Bioruptor Power-up (Diagenode) de manière à 

obtenir des fragments d'ADN génomique d’une taille allant de 150 à 300 pb. La chromatine 

ainsi obtenue est prélavée avec des billes A/G UltraLink (53133, Pierce) pendant 2 h à 4°C et 

immunoprécipitée avec des anticorps spécifiques pendant une nuit à 4°C. Les complexes 

immunoprécipités sont récupérés par l'ajout de billes A/G UltraLink préalablement bloquées 

(BSA et sperme de saumon soniqué) et incubés pendant 2h à température ambiante. Les billes 

sont ensuite lavées deux fois avec un tampon de faible teneur en sel (0,1% SDS , 1% de 

Triton , EDTA 2 mM , Tris 20 mM pH 8 , NaCl 150 mM), puis deux fois avec un tampon de 

forte teneur en sel (0,1 % SDS , 1% de Triton , 2 mM EDTA ; Tris 20 mM pH 8 , NaCl 500 

mM), une fois avec un tampon de lavage LiCl (10 mM Tris pH 8,0 , 1% Na - désoxycholate , 

1 % de NP- 40, 250 mM LiCl , 1 mM EDTA) et deux fois avec du TE + 50 mM NaCl. Les 

billes sont éluées dans du TE + 1%  de SDS à 65°C et la chromatine est décrosslinké pandant 

une nuit à 65°C. Le matériel élué est extrait au phénol/chloroforme et précipité à l'éthanol. 
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L'ADN est remis en suspension dans de l'eau. Les Q-PCR sont effectuées en utilisant du 

SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) et en suivant les indications du fabricant. Les 

résultats de ChIP-qPCR sont représentés en pourcentage (%) d’imput. 

Anticorps 

Protéine Compagnie Référence WB Co-IP ChIP IF 
anti-mouse IgG 
TRITC Sigma T7657    ✓ 
Anti-rabbit IgG-
Alexa 488 Life technologies A-11008    ✓ 
Anti-rat IgG-Alexa 
488 Life technologies A-11006    ✓ 
CBP  Santa cruz sc-369 ✓ ✓   
Cycline A2  Santa cruz C19, sc-596 ✓    
Cycline D1 Santa cruz 72-13G, sc-450 ✓    
Cycline D3 Santa cruz C-16, sc-182 ✓    
G9a Upstate 07-551   ✓    

G9a 
Cell Signalling 
Technologies 3306 ✓   ✓  

GLP R&D Systems PP-B0422-00 ✓ ✓  ✓  
HDAC(123) BD Biosciences 611125 ✓  ✓    

HDAC 5 
Cell Signalling 
Technologies 2162 ✓    

HP1B Euromedex 1MOD1A9AS ✓    
IgG (mouse) Santa cruz sc-2025   ✓ ✓   
 IgG (Rabbit) Santa cruz sc-2027   ✓ ✓  
Setdb1 Santa Cruz sc-66884 ✓ ✓ ✓  ✓ 
Suv39h1 Upstate 07-550 ✓  ✓ ✓   
MCK Dr ITO Fait maison ✓     ✓ 
MHC Sigma  ✓    
myoD Santa cruz Sc-304 ✓ ✓    
myoD Santa cruz sc-32758 ✓ ✓    
Myogénine Santa cruz M-225 ✓    
P300 Santa cruz Sc-584 ✓ ✓   
Tubuline  Sigma aldrich T9026 ✓      
 
Primers 

Target genes Forward Reverse 

RT-qPCR 

Cyclophilline A GTCAACCCCACCGTGTTCTT GTCAACCCCACCGTGTTCTT 

Bre GCAACATTCCCACATACCTTCTC GACAGAAAGAAGGGCCACATCT 

Ccng2 GGATAGATTCTTGGCCCTTATGAA GCAGCAGACGCCAATGC 
Cdca7 CGATGACAGTTGTGACAGCTTTG GTGGCATCTGGCCTTGGT 

Cycline D1 TTCTTTCCAGAGTCATCAAGTGTGA CCAGAAGGGCTTGAATCTGTTC 
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Dyrk1 GGAGCTGATGAACCAGCATGA AACATGAAGTGCCGCTTAAGG 
G9a CACAAGCACATCGATGTGATT ATGGTAGTTGACAGCATGGAG 

GLP TCAACCAGCATGAGAAGCAC GTGCTTCTCATGCTGGTTGA 

H19 GCAGTCATCCAGCCTTCTTGA GAACAGACGGCTTCTACGACAA 

Lifr CGGAACGGTGGTCTTTGC GTGTCTCACAGCTCAGCTTCTGA 

MCK CACCATGCCGTTCGGCAACA GGTTGTCCACCCCAGTCT 

MyoD1 GGCGACTCAGATGCATCCA GCTGTAATCCATCATGCCATCA 

Myogénine GAATCACATGTAATCCACGGA ACGCCAACTGCTGGGTGCCA 

Ppap2b GCTCATCTGCCTGGACCTCTT TGCTTGTCTCGATGATGAGGAA 

Psmc4 GGATCAGAACACAGCCATCGT GGTACTCAGGATGCGCACATAA 
P130 GCCAACAATGGGCAAACG CCCTCCATTTTCATTGGCAAT 

Sema6a GAAGATTCCGAGCCAATCAGTATT CCCACAAACACCGGATACTGT 

Serpin9e GTGGGTCTCCAAACAGACTAAAGG GCCTGGTCTGTGAATCAACTGA 

SETDB1 GCAATGGAGAAGAAGCAAGG ATAGGCTGTAGGGGCTCCAT 

Sirt2 CACCTCCTGCAGAAAAGAATACAC CCTGGGAGTTGCTTCTGAGAA 

Tnnt1 TCCCCCGAAGATTCCAGAA TGCGCTTCCGGTGGAT 

Tbrg1 CTGTGTTCCCCATCGGACTAG CCAGGTCGGTTGGTGATGAT 

Trim28 CGCGACTGCCAGCTCAA CCTCACTGCATCTTCCAAAA 

Wnt10b GAGAATGCGGATCCACAACA CGCTTCAGGTTTTCCGTTACC 
Chip-qPCR 

Ccpg1 CGGGAGTCGTAGTTCTTTTTGC GCATGCTGGGACTTGAAGTTC 
Ctnnb1 TTCCCTGTCCGGATTCCA TTTACCGCTCCCAGGAGTGT 
E2f1 GGTCTCCACCCCCTCAGTTT GCTTTGGAGGTGAGCCTGAA 

Mcts1 GCACTTCACTGTCCAATGATTATAGC
T 

CGTTTTGACCTTGCTTATGCTAA
G 

Mdm2 AATTCTGTCATTGCAGGGTACTCA CACAGGTGCGGTTGCTCAT 
Myogénine GAATCACATGTAATCCACGGA ACGCCAACTGCTGGGTGCCA 

Ngf CACCAAAAATTCAAGATATGACCAA
A CCACTCTTAGCTGCTGCAGAAC 

Pfkm CGCCGTCCTTTGGTTTTCT ACCGAACGGAACCAGATGAC 
Psma1 TGTGGTAGCCCATGCCTTTAA GATCAGGCTGGCCTTGGA 
Psma4 TCGCCGCGGATGCTT CAGATCAGCGCCTCTTTACTCA 
Psmc4 

GGGCAAAAGCCTACGGAAA 
TATGGTGCTTCTACTTGTTTTAAA
TGG 

Psmc6 GGGAATCATGTGGTTTTTTCTGA ATGTGTGTGCAGCACGTGTGT 
Psmd1 TTCCTGCCTTTTCCTCTGCTT GCTGGGTGTTGTGGTTCACA 
Psmd14 CCAACACCCAAGTCAGAAAGC GGCATCAGATCATGCGTAGCT 
Psmd2 AGCAATGGGCTGTTCAATCTCT 

 

CATCCATTTCCACTGCCAATG 
Psmd3 

GCCCGGCAACTCATGATG 
ACATGTAAGTGGGTAGGACCTAT
CG 

Psmd5 
GGAGGTCAGAGGGCAACTTG 

CACCACACCTGAAGAATTAAGTT
CA 
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Ube4b GGGCTGTGATGGTTTGTATCTG AAGGCCACACCTCCAAATAATG 
Wnt10b GGGTTACTATTGAGTGCTTCCTTGA CTCCCGCTGTGGTCTAGCTT 
 
 

gènes séquences 
siARN 

Contrôle ACUUAACCGGCAUACCGGCTT 
GLP1 GCACCUUUGUCUGCGAAUAUU 
GLP2 GGAUCAAACCUGCUCGGAAUU 
GLP3 GCACCUUUGUCUGCGAAUAUU 
SETDB1 1 GCGCAGAGUUAACCGCAAAUU 
SETDB1 2 GAACCUAUGUUUAGUAUGA 
SETDB1 3 GUGGAAGUCUCGAGUUGAA 

shARN 
Contrôle AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGA

TCT 

GLP 
CCGGAAGGATCAAACCTGCTCGGAACTCGAGTTCCGAGCAGGTTTGATCCTTTTT
TTG 

G9a CCGGAATAACAAGGATGGCGAGGTTCTCGAGAACCTCGCCATCCTTGTTATTTTT
TTG 
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ABSTRACT

Survival time-associated plant homeodomain (PHD)
finger protein in Ovarian Cancer 1 (SPOC1, also
known as PHF13) is known to modulate chromatin
structure and is essential for testicular stem-cell dif-
ferentiation. Here we show that SPOC1 is recruited to
DNA double-strand breaks (DSBs) in an ATM-
dependent manner. Moreover, SPOC1 localizes at
endogenous repair foci, including OPT domains and
accumulates at large DSB repair foci characteristic
for delayed repair at heterochromatic sites.
SPOC1 depletion enhances the kinetics of ionizing
radiation-induced foci (IRIF) formation after
c-irradiation (c-IR), non-homologous end-joining
(NHEJ) repair activity, and cellular radioresistance,
but impairs homologous recombination (HR) repair.
Conversely, SPOC1 overexpression delays IRIF for-
mation and cH2AX expansion, reduces NHEJ repair
activity and enhances cellular radiosensitivity.
SPOC1 mediates dose-dependent changes in chro-
matin association of DNA compaction factors KAP-1,
HP1-a and H3K9 methyltransferases (KMT) GLP,
G9A and SETDB1. In addition, SPOC1 interacts
with KAP-1 and H3K9 KMTs, inhibits KAP-1 phos-
phorylation and enhances H3K9 trimethylation.
These findings provide the first evidence for a

function of SPOC1 in DNA damage response (DDR)
and repair. SPOC1 acts as a modulator of repair
kinetics and choice of pathways. This involves its
dose-dependent effects on DNA damage sensors,
repair mediators and key regulators of chromatin
structure.

INTRODUCTION

Elevated SPOC1 RNA levels of the human SPOC1 gene
are associated with unresectable carcinomas and shorter
survival in ovarian cancer patients, implicating a possible
role in oncogenesis (1). The SPOC1 protein was recently
also demonstrated to function in chromatin condensation
and decondensation (2). The ability of SPOC1 to associate
with, and structurally alter chromatin depends on its plant
homeodomain (PHD) (2), predicted to bind to H3K4me2/
3 (3). In a mouse SPOC1 knockout model, SPOC1 protein
expression was also recently shown to be indispensable for
testis stem-cell differentiation and sustained spermatogen-
esis (4). These findings imply that SPOC1 plays a role in
stem-cell maintenance, chromatin structure, and presum-
ably also in oncogenesis. Considering these data and pub-
lished evidence that chromatin structure plays a crucial
role in radiosensitivity, DNA repair and mutation rates
in cancer cells (5), we wanted to examine whether
SPOC1 also has an impact on DNA damage response
(DDR) and DNA repair.
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Upon DNA damage, cells undergo a coordinated
cascade of events which can result in DNA repair,
which preserves genome stability and is critical in prevent-
ing tumorigenesis (6). DNA damage activates the DDR,
which in turn induces cell-cycle arrest, and ensuing DNA
repair or apoptosis. DDR proteins are hierarchically re-
cruited to DNA damage sites and can be visualized as
repair foci. In response to double-strand breaks (DSBs),
the histone variant H2AX is phosphorylated (gH2AX) by
the ATM kinase, which then associates with the MRN
complex, triggering further chromatin alterations and
the focal recruitment of additional DDR mediators,
including 53BP1 (7). gH2AX and 53BP1 play distinct
roles in DDR initiation and DNA repair of heterochro-
matin (8,9).
Two main DDR pathways drive repair of DSBs: hom-

ologous recombination (HR) and non-homologous
end-joining (NHEJ) (10–12). HR requires a sister chroma-
tid and can precisely repair DSBs primarily in the S phase
of the cell cycle (13). In contrast, NHEJ functions
throughout the cell cycle and is the main repair pathway
for cells in G1 and G2. Since NHEJ does not require a
homologous template and is error prone, it is potentially
mutagenic (14).
Repair of DNA damage in euchromatin and hetero-

chromatin are divergent due to different accessibility and
requirements for DDR proteins. Approximately 10–25%
of nuclear DNA is heterochromatic and characterized by
H3K9me2/3 epigenetic marks (15,16). Recruitment of
corepressors such as KAP-1 and the H3K9 KMTs
(SUV39H1, SETDB1, G9A and GLP) to chromatin
promotes its compaction by increasing histone H3K9 di
and trimethylation, thereby potentiating the binding of
chromodomain (CD) containing condensing ‘mediators’
such as HP1 (17,18).
In the event of DNA damage, the DNA repair machin-

ery must overcome the physical barrier of heterochroma-
tin (19–22). To achieve this, histones and chromatin-
affiliated proteins are specifically post-translationally
modified; then ATP-dependent chromatin remodeling
factors are engaged to unwind the chromatin locally and
facilitate access to the damaged DNA (6,23). For instance,
regulation of H3K9me3 levels by several KMTs is intim-
ately linked to the activation of ATM via TIP60-mediated
acetylation at DSBs, a key process in coordinating DNA
repair pathways (24). ATM helps locally to overcome the
barrier to DDR signaling posed by heterochromatin by
enhancing gH2AX expansion at repair foci, as shown
with cells deficient in several heterochromatin components
(25). This study also showed that heterochromatin has a
substantial impact on the magnitude of ATM signaling
and contributes to an inefficient G2/M checkpoint
response.
Modulation of chromatin structure is a fundamental

feature of DDR and DNA repair pathways (21,22). The
heterochromatin building factors, KAP-1 and HP1, which
are linked to H3K9 methylation, are important for, and
affected by the DDR (26–28). After g-IR, KAP-1 is
phosphorylated at Ser824 by ATM, promoting chromatin
decondensation at repair sites and enhancing cellular
survival (29). It was previously demonstrated that

phosphorylated KAP-1 (pKAP-1) is essential for repairing
heterochromatin DSBs (9,30). Likewise, HP1 proteins are
also phosphorylated in response to DNA damage, and
appear important for recruiting DDR factors and dynam-
ically reorganizing chromatin (27,31). Recently, HP1-a
was shown to regulate KAP-1’s phosphorylation and ac-
cumulation at repair foci (32), linking both proteins to
chromatin structural changes during DNA repair in
heterochromatin.

Here we show that SPOC1 modulates DDR, NHEJ and
HR repair pathways, and influences the radiosensitivity of
cells by alternating key determinants of chromatin struc-
ture and interacting with DDR modifiers. Thus our data
identify SPOC1 as a novel player in DDR and argue for its
involvement in cancer development.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines

U2OS, U2OS DR-GFP, U2OS19 ptight13 GFP-LacR,
HEK293, CV1 cells, HeLa-S3 and C2C12 myoblasts
were cultured according to the supplier’s instructions or
as described previously (33–35).

SPOC1 inducible CV1 cell lines were generated with the
Tet-On system (Invitrogen) by cotransfecting pcDNA6/
TR Tet-repressor and pcDNA-4TO-FLAG-SPOC1-
expression plasmids. Cells were selected with 300 mg/ml
zeocin and 1.8mg/ml blasticidine (Invivogen) before
isolating single colonies. FLAG-SPOC1 expression was
induced with 1 mg/ml doxycycline (Dox, Sigma). All cells
were g-irradiated with 2Gy, unless indicated otherwise,
using a 137Cs source.

Polyclonal HeLa-S3 cell lines stably expressing either
FLAG-HA-tagged SETDB1 or pREV control vector
(33) were analyzed before and after superinfection with
lentiviruses (LeGO-iG2) expressing human SPOC1 wt or
a PHD domain mutant (M246A+W255A). Detailed
protocols for LeGO vector production and titration are
reported elsewhere (36).

Plasmids

Expression constructs for human SPOC1, SPOC1
mutants lacking amino acids 21–70 (deltaN), mutated in
the PHD domain (M246A+W255A), or N-terminally
FLAG-tagged SPOC1 constructs were generated in the
pcDNA4-TO vector (Invitrogen). GST-fusion proteins
for human SPOC1 full–length fragments, and deletion de-
rivatives were produced with vector pGEX4T3
(GE Healthcare) in Escherichia coli. For the LUMIER
assay, cDNAs for human SPOC1 and KAP-1 full-length
and fragments were subcloned into pTREX-dest30nt-PrA
(N-terminal protein A tag fusion) and/or pcDNA3-RL
GW (N-terminal renilla luciferase fusion), provided by
M. Koegel, DKFZ, Heidelberg.

siRNA-mediated knockdown

CV1 cells were transfected with 100 nM SPOC1-specific
siRNA (50-UCACCUGUCCUGUGCGAAA-30) or
control siRNA (50-AGGUAGUGUAAUCGCCUUG-30)
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as described before (2) using Rotifect plus (Roth) and
subsequently g-irradiated.

Drug treatments

Cells were treated with 100 ng/ml neocarzinostatin (NCS)
(Sigma) for 15min and afterwards cells were washed 2!
with PBS and fixed at indicated time points. ATM inhibitor
(KU55933) (37) (Tocris) was used at 20 mM.

Antibodies

Indirect immunofluroescence and immunoblotting
were performed using antibodies to gH2AX (05-636;
Millipore), 53BP1 (NB100-304; Novus), b-actin (A-5441;
Sigma), ATM (1549-1, Epitomics), pATM-S1981 (2152-1;
Epitomics), Chk2 (sc-56297; Santa Cruz), pChk2-T68
(2661; Cell signaling), CtIP (D4) (sc-271339; Sigma),
FLAG (F1804; Sigma), G9A (D141-3; Clinisciences),
G9A (A300-933A; Bethyl), GAPDH (sc-32233; Santa
Cruz), GLP (PP-B0422-00; R&D Systems), GLP
(Bethyl; A301-642A), H3 (1326-1; Epitomics), H3K9me3
(07-442; Upstate), HP1-a (05-689; Upstate), HP1-b
(ab10811; Abcam), HP1-g (ab10817; Abcam), Tif1-b/
KAP-1 (MAB3662; Millipore), pKAP-1-S824 (A300-
767A-1; Bethyl), SETDB1 (ab12317; Abcam), SETDB1
(A300-121A; Bethyl), SUV39H1 (05-615; Upstate),
SUV39H1 (07-550; Upstate). SPOC1 was detected with
6F6 rat monoclonal antibody (2) unless stated otherwise.
Rabbit polyclonal anti-SPOC1 (CR56) was raised against
amino acids 286–300 of human SPOC1 and rat monoclo-
nal anti-SPOC1 (1D3) was raised against human SPOC1
fused to GST.

Proliferation assay

CV1 cells and three different FLAG-SPOC1 (#14, #17,
#23) expressing cell lines were seeded at a concentration
of 2! 105 cells per 6-cm dish at Day 0. FLAG-SPOC1
cells were induced with Dox (1 mg/ml) or treated with
ethanol on Day 0, which was replenished every 3 days.
The cells were counted every 2–3 days in triplicates and
cultivated over a period of 9 days.

Extraction protocol, immunoblotting and
immunoprecipitation

SPOC1 protein was extracted from cell pellets using either
(i) a sodium dodecyl sulfate (SDS) total-cell lysate extrac-
tion buffer (50mM Tris, pH 6.8, 2% SDS and 10%
glycerol) or (ii) a fractionated lysate protocol. (i) In
brief, the cell pellet (1! 107 cells) was resuspended in
100 ml of SDS total-cell lysis buffer supplemented with
1! protease inhibitor cocktail (EDTA-free complete,
Roche), 1mM NaF (Sigma), 1mM NaVO3 (Sigma) and
1mM PMSF (Calbiochem), heated at 99"C for 5min, sup-
plemented with Laemmli buffer and then reheated for an
additional 5min at 99"C before loading on a SDS–PAGE.
(ii) The fractionated lysate protocol was performed as fol-
lows: soluble cellular proteins from #1! 107 cells were
extracted with 100 ml of E1A buffer [150mM
NaCl, 50mM HEPES, 0.1% NP-40 supplemented with
5mM NaF, 5 mg/ml Trasylol! (Aprotinin), 250mg/ml

Pefablock! SC, 1mM NaVO3, 1! PhosSTOP (Roche)
and 1! complete (EDTA-free, Roche)] for 25min on ice
and were then centrifuged (15min, 16 100g, 4"C).
Chromatin-associated proteins were extracted from the
remaining pellet in 100 ml of a chromatin extraction
buffer [0.4M NaCl, 50mM HEPES, 1% Triton! X-100,
0.1% NP-40, 2.5mM MgCl2, 25U of Benzonase
(Novagen)] supplemented with 5mM NaF, 5 mg/
ml Trasylol! (Aprotinin), 250 mg/ml Pefablock! SC,
1mM NaVO3, 1! PhosSTOP (Roche) and 1! complete
(EDTA-free, Roche) for 25min on ice and were then
centrifuged (15min, 16 100g, 4"C). SDS–polyacrylamide
gel electrophoresis (PAGE) and immunoblotting were per-
formed using standard protocols. Immunoblot signals
were quantified by densitometry using ImageQuant
LAS4000 and the ImageQuant TL Software or by using
the ImageJ Software. Nuclear extracts used for
immunoprecipitation of H3K9 KMTase complexes
shown in Supplementary Figure S6 were prepared as
described above, except that before use, we added Turbo
DNase buffer and preheated for 1min at 37"C before
treating with 1.7KU/ml Turbo DNase I (Ambion) for
20min at 37"C (repeated twice). Finally we incubated
the nuclear extract with 0.06mg/ml RNase (Sigma) for
15min on ice. Alternatively, the extract were preheated
the samples for 1min at 37"C in the presence of 1mM
CaCl2 and then treated with 0.0125U/ml MNase at 37"C
for 15min. With 4mM EDTA the MNase digestion was
stopped and the extract incubated with or without 1%
ethidium bromide (Etbr) on ice before use. Nuclear
extracts were subjected to either G9A complex purifica-
tion or used for immunoprecipitation of the endogenous
SPOC1 protein, essentially as described (33).

Immunofluorescence and ionizing radiation-induced
foci quantification

Cell lines were fixed and immunostained as described
before (2). In g-irradiated cells the number of ionizing
radiation-induced foci (IRIF) per cell was determined by
automated high-content imaging (700–1000 cells/
timepoint, BD Pathway 855 Bioimager) using the BD
AttoVision-Software v1.6.

DNA DSB repair reporter assay

H1299.EJ, H1299.GC and U2OS DR-GFP reporter cells
were used to measure NHEJ and HR repair as described
(35,38–41). For SPOC1 depletion, cells were cotransfected
with 100 nM control or SPOC1-specific siRNA and
2 mg pDsRed-I-SceI-GR. For SPOC1 overexpression,
1 mg of pcDNA4/TO-SPOC1, SPOC1 M246A/W255A or
SPOC1!NTD expression plasmid was cotransfected with
1 mg pDsRed-I-SceI-GR. 24 h after transfection, I-SceI
site-specific DSBs were induced by addition of 100 ng/ml
triamcinolone acetonide (TA, Sigma) and cells were har-
vested 24 h (NHEJ) or 48 h (HR) thereafter. The number
of DNA repair indicating GFP positive cells were
determined by FACS (FACScan, BD Biosiences) and
normalized to the fraction of pDsRed-I-SceI-GR
positive cells. For additional controls performed see
Supplementary Information.
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Comet assay

The Comet assay was performed as described previously
(42). SPOC1 knockdown cells and two different FLAG-
SPOC1 (#17, #23) expressing cell lines were irradiated
with 2Gy on ice and harvested immediately. The olive
tail moment was measured with the Comet analysis
software VisComet 4.0 (Impuls Bildanalyse GmbH).
Sixty comets were scored for each treated sample.

LUMIER assay

The LUMIER assay was performed as described (43).
In brief, the indicated KAP-1 and SPOC1 sequences
fused to either protein A or luciferase were expressed in
HEK293 cells. Protein A fusion proteins were purified
from cell lysates, mixed with sheep anti-rabbit IgG-
coated magnetic beads (Dynabeads M280, Invitrogen).
Luciferase activity of copurified luciferase-tagged
proteins was measured in four lysates and the correspond-
ing washed beads. Lysates from cells expressing the
luciferase fusion protein and a protein A dimer served as
negative controls (nc). Normalized interaction signals
were calculated Log(bound)/log(input)! log(bound nc)/
log(input nc) and z-transformed by subtracting the mean
and dividing by the standard deviation. The mean and
standard deviation were calculated from large data sets
of protein pairs not expected to interact. Normalized
signal to noise ratios were calculated as (bound/input)/
(bound nc/input nc) (44).

GST pull-down

U2OS cells were lysed for 10min with buffer 1 [150mM
NaCl, 25mM HEPES, 2.5mM MgCl2, 10% glycerol,
0.1% NP-40, 5mM NaF, 250 mg/ml Pefablock! SC,
1mM NaVO3 and 1" protease inhibitor cocktail
(Roche)] and centrifuged at 16 000g at 4#C for 10min.
The supernatant was discarded and pellets were lysed for
30min in ice-cold buffer 2 (150mM NaCl, 25mM
HEPES, 2.5mM MgCl2, 10% glycerol, 0.1% NP-40,
250mg/ml Pefablock! SC and 1" Complete)+25–50
units benzonase (Novagen) and cleared by centrifugation
at 16 000g at 4#C for 10min. Cell lysates were incubated
with recombinant GST-fusion proteins produced in E. coli
and bound to glutathione-S-transferase beads for 1–2 h at
4#C under rotation. Beads were washed three times with
PBS and bound proteins were analyzed by SDS–PAGE
and immunoblotting.

Histone methylation assay

Histone methylation assay was monitored as previously
described (33). Briefly, immunoprecipitated material was
incubated with 5 mg of core histones (ref. 13-107, Upstate)
and 1.5mCi of Adenosyl-L-Methionine, S-[methyl-3H] (ref.
NET155050UC, PerkinElmer) in a buffer containing
50mM Tris pH 8.0, 100mM NaCl, 1% NP40, 1mM
DTT and protease inhibitors (reaction volume 30 ml).
The mixture was incubated 1 h at 30#C followed by
SDS–PAGE analysis. The gel was stained by SimplyBlue
kit (Invitrogen), and analyzed by autoradiography. IP
efficiency was monitored by immunoblot (IB).

Clonogenic survival assays

CV1 cells transfected with control or SPOC1-specific
siRNA for 24 h and uninduced CV1 FLAG-SPOC1 cell
lines were g-irradiated with 0, 2, 4, 6 and 8Gy. Cells were
plated at different concentrations (125–1000 cells/6-cm
plate) in triplicate and grown for 9–12 days. Colonies
were fixed with methanol, stained with Giemsa (Merck)
and counted.

Statistical tests

Data significance was determined using an unpaired two
tailed Student’s t-test.

RESULTS

SPOC1 is recruited to DSBs

To determine whether SPOC1 is specifically recruited to
DSBs, we used the reporter cell line U2OS19 ptight13
GFPlacR, which carries a stably integrated lac-operator
array upstream of a I-SceI restriction site followed down-
stream by an array of Dox response elements (34). In
addition, this cell line contains two transgenes, one consti-
tutively expressing GFP-LacR, and the other expressing
Dox-inducible HA-I-SceI endonuclease in most cells, but
due to leaky expression also Dox-independently in a few
cells. The I-SceI site is converted into DSBs in most cells
after Dox-induced I-SceI endonuclease expression. The
GFP-LacR protein binds to lac-operator sequences,
forming a single green dot independently of I-SceI restric-
tion site cleavage by the endonuclease (45) (Figure 1A). In
these non-treated cells endogenous SPOC1 protein was
concentrated at many, but not all endogenous 53BP1-
positive repair foci (Figure 1A). Prior to Dox-induced
I-SceI expression, SPOC1 did not accumulate at GFP-
LacR stained LacO arrays devoid of focal 53BP1 staining
(Figure 1A, -I-SceI-). In contrast, 16 h after Dox-induced
I-Sce-I expressionSPOC1 localized to a large numberof foci
double-labeledbyGFP-LacR/53BP1 (Figure 1A,+I-Sce-I).
Determining the frequency of SPOC1 foci accumulation
at GFP-LacR/53BP1 double-labeled repair foci before
and 16 h after Dox-induced I-SceI-expression revealed an
increase from 8% to 40% (Figure 1B). Detailed analysis
of the recruitment kinetics showed rather late accumulation
of SPOC1 at these foci compared to 53BP1.

We also examined whether ATM kinase activity is
required for recruiting SPOC1 to I-SceI-induced DSBs.
Inhibition of ATM kinase almost completely reduced
SPOC1 recruitment to repair foci 16 h after Dox-induced
I-SceI expression (Figure 1D). Next, we examined whether
SPOC1 is present at large (2–3mm) 53BP1 containing
domains, also called OPT domains, which occur occasion-
ally inG1 cells (46,47). OPT domains are frequently located
at the periphery of nucleoli (48) and carry features of
DSBs in condensed chromatin regions (46,47). In fact, in
non-treated U2OS cells we observed a small number of
discrete 53BP1/SPOC1 positive foci that fulfill the criteria
of OPT domains (Figure 1E). Taken together, these data
demonstrate that SPOC1 is recruited to I-SceI-induced
DSBs in an ATM-dependent manner, as well as to OPT
domains that arise at sites of DNA damage.
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Furthermore, using the radiomimetic drug NCS we
could show that SPOC1 is recruited to DSBs induced
by the drug, although its accumulation at repair foci is
rather late compared to 53BP1 (Figure 2). These data
and the reported similar repair kinetics of g-IR- and
NCS-induced DSBs (30) provide evidence for SPOC1 ac-
cumulation at naturally occurring replication stress-,
I-SceI-, radiomimetic drug- and g-IR-induced repair foci
with slow repair kinetics, a well documented feature of
DSB repair in highly compacted chromatin regions (28).
The findings and the known function of SPOC1 in chro-
matin compaction/decondensation are consistent with
the assumption that SPOC1 contributes to structural
changes in chromatin required for repair of DSBs in
heterochromation.

SPOC1-expression levels influence the DDR after
c-irradiation

Wenext investigated the role of SPOC1 inDDRand repair,
and measured the effect of SPOC1 expression on the for-
mation of gH2AX and 53BP1 foci post-g-IR with 2Gy.

Expression of endogenous or exogenous FLAG-tagged
SPOC1 in CV1 cell lines was either diminished by specific
siRNA (Figure 3A) or induced by Dox (Figure 3B).
Thirtyminutes post-g-IR, the number of gH2AX and
53BP1 foci per cell counted in SPOC1-deficient cells was
significantly more than in control cells (Figure 3C and E).
At later time points during DNA repair, we detected little
difference between numbers of gH2AX and 53BP1 foci,
whereas the repair kinetics were faster (1.5-fold gH2AX
and 1.9-fold 53BP1) between 30min and 2 h, but not
between 8 and 24 h later (Figure 3C and E).
In contrast, SPOC1 overexpression significantly reduced

the number of gH2AX, but not 53BP1 foci (Figure 3B, D
and F) 30min post-g-IR. Interestingly, the gH2AX and
53BP1 foci in SPOC1 overexpressing cells decreased, in
other words were repaired at a significantly slower rate
(3.1-fold gH2AX and 2.7-fold 53BP1) between 30min
and 24 h post-g-IR compared to control cells (Figure 3D
and F). These findings suggest that increased SPOC1
expression interferes with the kinetics of IRIF formation/
disappearance and DNA repair.

Figure 1. SPOC1 is recruited to I-SceI-induced DSBs where it colocalizes with 53BP1. (A) In situ immunofluorescence studies with U2OS19 ptight13
GFP-LacR cells with a stably integrated I-SceI cleavage site flanked by lac operator repeats reveals localization of the GFP-lac repressor protein
(GFP-LacR) at the lac-operator DNA sequences in the nucleus before (!I-SceI) and 16 h after I-SceI-induced (+ I-SceI) DSB. In contrast, SPOC1
(white) and 53BP1 (red) are distributed throughout the nucleus in the absence of I-Scel, and partially colocalized in naturally occurring repair foci.
After I-SceI cleavage to generate DSBs, SPOC1 and 53BP1 colocalize at distinct foci, including the cleaved DNA adjacent to DNA-bound
GFP-LacR. Proteins were visualized by immunostaining and confocal microscopy. Scale bars=10 mm. (B) Quantitative analysis of SPOC1 recruit-
ment to the 53BP1 and GFP-LacR positive lacO array before and 16 h after I-SceI induction. (C) Monitoring of the kinetics of SPOC1 and 53BP1
recruitment to DSBs between 0 and 24 h post-I-SceI induction. (D) Quantifying ATM kinase inhibitor-mediated effects on recruitment of SPOC1 and
53BP1 to DSBs as evident 16 h after I-SceI-induced cleavage. (E) SPOC1 and 53BP1 colocalize at a large discrete endogenous repair focus as
observed in some non-irradiated U2OS cells by immunostaining. Scale bar=10mm.
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To investigate whether the SPOC1 levels affect the extent
of inflicted DNA damage we performed Comet assays
using cells immediately after g-irradiation with 2Gy
kept on ice. Neither SPOC1 knockdown nor SPOC1
overexpression revealed significant differences in the
initial number of DSB (Supplementary Figure S1A and
C). In the context of this experiment we also analyzed by
FACS whether altered SPOC1 levels are associated with
detectable changes in the cell cycle. We did not see
obvious differences between control cells, SPOC1-
depleted and SPOC1 overexpressing cells (Supplementary
Figure S1B and D). Taken together, up and down-
regulation of SPOC1 expression does not alter the
radiosensitivity of chromatin but inversely modulates the
kinetics of IRIF formation and DNA repair.

SPOC1 inversely affects NHEJ and HR activity

To evaluate which DNA DSB repair pathways SPOC1
influences we used the well-established H1299.EJ
(NHEJ) and H1299.GC (HR) reporter cell lines (39,41).
Both cell lines contain chromosomally integrated EGFP
that is only expressed after I-Scel-mediated cleavage and
repair (Supplementary Figure S2). By quantifying in vivo
EGFP expression, we observed !20% more NHEJ
activity after SPOC1 knockdown, but no change in HR
activity (Figure 4A and C). In contrast, SPOC1
overexpression in H1299.EJ cells decreased NHEJ
activity by 40% compared to control cells, as did a
SPOC1 N-terminal domain deletion (deltaN)
(Figure 4B). Interestingly, this inhibitory effect was not
observed with SPOC1 containing two critical amino acid

Figure 2. Comparative kinetics of 53BP1 and SPOC1 recruitment to radiomimetic drug NCS-induced DSBs. U2OS cells fixed before (mock) or
at the indicated times post-treatment (+NCS), immunostained for SPOC1 (green) and 53BP1 (red) and analyzed by confocal microcopy. At
the earliest observation period after NCS treatment (15min) a large number of small 53BP1 stained DSB repair foci emerged, but were not detectably
stained by SPOC1. Between 2 to 24 h post-NCS treatment the number of small 53BP1 stained foci gradually, then almost completely disappeared,
concomitant with emerging larger repair foci. At around 8 h post-NCS treatment most of the large 53BP1-stained repair foci were also strongly
stained by SPOC1, suggesting SPOC1 is recruited to and accumulates at DSBs in heterochromatin known for their slow repair kinetics.
Scale bars=10mm.
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mutations in the H3K4me3-binding pocket (PHDmt). The
effect of SPOC1 on NHEJ is specific since EGFP-reporter
expression was not significantly changed by transfection
of H1299.EJ cells with SPOC1-expression vectors or
siRNA (Supplementary Figure S3). These data indicate
that NHEJ DNA repair activity is modulated by SPOC1
in a dose- and PHD-dependent manner

In contrast, SPOC1 overexpression strongly suppressed
EGFP reporter expression in H1299.GC cells (unpub-
lished observations), making it impossible to evaluate
specific effects of SPOC1 overexpression on HR activity
in this system. Since we supposed that a SPOC1-mediated
effect on HR may be cell context dependent, we also
studied this in the well-established and frequently used
HR-reporter cell line U2OS DR-GFP (35). Compared to
the H1299.GC cell line, this reporter cell line differs in p53
status and the I-SceI chromosomal integration sites and its
associated chromatin structure. Using the U2OS DR-GFP
cell line we observed !60% less HR-mediated gene con-
version upon SPOC1-depletion. As a positive control we
induced siRNA-mediated depletion of CtIP, a protein
critical for the initial step of HR (49) (Figure 4D) and

observed that HR activity decreased by !90%. These
data and no apparent effect of SPOC1 depletion in the
H1299.GC cell line (Figure 4C) indicate a cell context-de-
pendent role of SPOC1 in HR. Combined with the
increase of NHEJ induced by SPOC1 knockdown as
observed in the NHEJ H1299.EJ reporter cell line, the
findings suggest that SPOC1 can shift the balance
between NHEJ and HR.

SPOC1 influences radiosensitivity after c-IR

To clarify the biological relevance of SPOC1-modulated
DDR and DSB repair, we analyzed the radiosensitivity of
CV1 cells lacking or overexpressing SPOC1 by clonogenic
survival assays. CV1 cells with reduced SPOC1 levels
formed more colonies than control cells after g-IR
(Figure 5A–C).
In contrast, CV1 cells stably overexpressing SPOC1

protein (clones in Figure 3B) formed fewer colonies after
g-IR (Figure 5D and E). Proliferation of non-irradiated
cells depleted for SPOC1 did not significantly differ from
control cells, and was marginally slower in cells with
enhanced SPOC1 expression (Supplementary Figure S4).

Figure 3. SPOC1 dose-dependent modulation of DDR after g-IR. SPOC1 expression in CV1 cell lines was determined by immunoblotting cell
extracts with the indicated antibodies (Supplementary Information). (A) SPOC1 protein levels 72 h post-siRNA transfection; (B) Endogenous and
FLAG-SPOC1 expression in three stably transformed CV1 cell lines (clones #14, #17 and #23) pre- or 24 h post-Dox treatment. Signals were
quantified by densitometry. (C–F) IRIF visualized by indirect immunofluorescence of CV1 cells (unpublished observations) were counted by auto-
mated imaging at various times after g-irradiation. (C, E) gH2AX and 53BP1 foci in CV1 cells 72 h after siRNA-mediated reduction of SPOC1
(siSPOC1) compared to control cells (siCtr). (D, F) gH2AX and 53BP1 IRIF in CV1 clone #14 before and after Dox-induced (24 h) expression of
FLAG-SPOC1. The IRIF of 700–1000 cells were counted in each of three independent radiation experiments and at different time points, and are
represented as the mean/cell±SEM. *P" 0.05, **P" 0.01, ***P" 0.001.
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These data imply that SPOC1 modulates cellular
radiosensitivity.

SPOC1 modulates DDR and heterochromatin
building factors

SPOC1’s ability to alter chromatin compaction, DDR,
DNA repair and radiosensitivity could be linked. To
identify SPOC1 regulated factors with functions in more
than one of these processes, we explored SPOC1- and

g-IR-dependent changes in expression, subnuclear local-
ization and post-translational modifications of candidate
nuclear proteins. Cell extracts from control or SPOC1-
depleted CV1 cells either mock treated or g-irradiated
with 2Gy and collected 30min later were subfractionated
into soluble and chromatin-bound proteins and analyzed
by immunoblotting (Figure 6A). Upon g-IR of the
control cells SPOC1 protein levels decreased (2.1-fold)
in the soluble fraction and increased (1.3-fold) in the

Figure 4. SPOC1-expression levels modulate NHEJ activity. (A) siRNA-mediated SPOC1 depletion increases NHEJ activity in H1299.EJ reporter
cells compared to control siRNA-transfected cells as quantified by flow cytometry detecting EGFP expression. NHEJ activity is only evident after
I-Scel-mediated cleavage in cells transfected with a plasmid expressing cytoplasmic SceI fused to glucocorticoid receptor ligand-binding domain
(SceI-GR), plus TA to translocate the fusion protein into the nucleus. (B) Enhanced expression of SPOC1wt and a SPOC1 N-terminal domain
deletion (deltaN), but not a PHD-deficient derivative (PHDmt) strongly reduced NHEJ activity when analyzed and quantified as in (A). (C) DNA
repair activity by HR in H1299.GC reporter cells after SPOC1 siRNA or control siRNA transfection, quantified as in (A), were similar. (D)
HR-mediated DNA repair activity in U2OS-DR-GFP reporter cells was reduced by >60% after siRNA-induced SPOC1 knockdown compared
to control siRNA treated cells. Knockdown of CtIP, a protein critical for the initial steps of HR, reduced HR activity by !90% compared to the
control siRNA transfected cells. All data are from triplicates derived from three independent experiments (±SEM) ****P" 0.0001. (A–D) Successful
SPOC1 and CtIP knockdown as well as equivalent expression levels of SPOC1 wt and mutant proteins were confirmed by immunoblotting of cell
extracts using anti-SPOC1, anti-CtIP and anti-GAPDH antibodies.
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chromatin-rich fraction (Figure 6A, siCtr). Furthermore,
SPOC1 depletion appeared to increase phosphorylation-
dependent activation of ATM (pATM-S1981 (soluble
1.7-fold and chromatin-associated 1.9-fold), Chk2
(pChk2-T68, 3.6-fold) and gH2AX (1.6-fold) in irradiated
cells, whereas total levels of ATM and Chk2 remained
unchanged (Figure 6A). Increased pATM-S1891 and
pChk2-T68, phosphorylated by activated ATM (50,51),
after SPOC1-depletion indicates elevated DDR, and is
consistent with more IRIF, enhanced DNA repair kinetics
and increased NHEJ activity observed in the previous ex-
periments (Figures 3C, E, G and 4A).

ATM-mediated KAP-1 phosphorylation at serine 824
leads to chromatin decondensation, an important process
in DDR. Therefore, we evaluated whether SPOC1 affects
KAP-1 expression and phosphorylation, as well as that
of its binding partner HP1, which targets H3K9me3.
We detected 30% less chromatin-bound KAP-1 protein
in SPOC1-deficient cells compared to controls cells
(Figure 6A). As expected, phosphorylated KAP-1 (pKAP-
1-S824) was only detected after g-IR, with levels related to
those of totalKAP-1 protein (Figure 6A). SPOC1 depletion

did not alter expression of any isoforms of HP1, although
levels of H3K9me3 were reduced (by 32% and 45% in non-
irradiated and irradiated cells, respectively) (Figure 6A).
Several H3K9 methylation enzymes (SETDB1, GLP,

G9A and SUV39H1) are present in large multisubunit
complexes that promote H3K9 trimethylation (33).
The amounts of three out of the four chromatin-
associated enzymes decreased upon SPOC1 depletion
both pre- and post-g-IR (Figure 6A) explaining the
decrease in H3K9me3. Less H3K9 KMTs, H3K9me3,
and chromatin-bound KAP-1 proteins are likely linked
to SPOC1 depletion-induced chromatin relaxation (2)
and probably enhance accessibility of damaged sites for
factors involved in DDR and repair.
Conversely, we tested whether SPOC1 overexpression

affects the same proteins. SPOC1 overexpression slightly
reduced both chromatin-bound ATM and activated ATM
(pATM-S1981) after g-IR (Figures 6B and Supplementary
Figure S5). The ATM-dependent phosphorylation of
KAP-1 at S824, as well as that of H2AX, was strongly
reduced in SPOC1 overexpressing cells (by 60% and 30%,
respectively), whereas total KAP-1 levels increased slightly
(1.7-fold, Figures 6B and Supplementary Figure S5A).
Reduced ATM activity is also in agreement with the
lower number of gH2AX foci and the globally reduced
gH2AX level observed after SPOC1 overexpression
(Figures 3D and 6B). These data argue that SPOC1 over-
expression impedes DDR and repair by promoting chro-
matin compaction.
To identify possible factors involved in SPOC1-induced

chromatin compaction that may also affect DDR, we
analyzed expression levels of the heterochromatin
markers HP1 (all isoforms), H3K9me3 and KAP-1.
Independent of g-IR, levels of HP1a, H3K9me3, and also
KAP-1 increased in the chromatin fraction 1.4-, 1.7- and
1.4-fold, respectively, after SPOC1 overexpression,
whereas those of HP1-b and HP1-g did not (Figure 6B, C
and Supplementary Figure S6). Elevated levels of HP1-a,
H3K9me3 and KAP-1 are consistent with the reported
ability of SPOC1 to induce chromatin compaction (2).
As above, we then evaluated expression levels of the

same H3K9 KMTs after SPOC1 overexpression. Now,
chromatin-bound levels of SETDB1, GLP and G9A, but
not SUV39H1, increased 1.2- to 1.4-fold in irradiated and
non-irradiated SPOC1-overexpressing cells (Figure 6B
and Supplementary Figure S5A). Thus, SPOC1 over-
expression increases chromatin-associated H3K9 KMT
and H3K9me3 levels, exactly the opposite of SPOC1
downregulation. Elevated H3K9me3 may promote chro-
matin compaction by recruiting appropriate epigenetic
readers and their binding partners, including HP1-a and
KAP-1, whereas lower H3K9me3 levels may have the
reverse effect. In summary, the observed SPOC1-
dependent changes in phosphorylation of ATM, Chk2
and KAP-1 could all contribute to SPOC1’s impact on
DDR and DNA repair.

SPOC1 interacts with KAP-1 and H3K9 KMTs

The observed correlation between chromatin-associated
KAP-1 and SPOC1 levels (Figure 6A and B) may be due

Figure 5. SPOC1 protein expression levels affect cell survival after
g-IR. (A) Immunoblot analysis shows that SPOC1 levels in SPOC1
siRNA transfected CV1 cells are reduced by 58% compared to
control siRNA-transfected cells as analyzed by densitometry. These
cells were used for clonogenic survival assays (see below). (B) Colony
formation assays: SPOC1-siRNA treated cells formed more colonies
than control siRNA transfected cells when analyzed after 8Gy g-IR
and 9 days post-plating, indicating higher radioresistence. (C) Survival
curves based on clonogenic growth of CV1 cells transfected with
SPOC1-siRNA or control siRNA, analyzed after 0–8Gy g-IR and up
to 9 days after plating. SPOC1 knockdown results in increased
radioresistance. (D) Colony formation assays: different SPOC1
overexpressing (1.7- to 5.4-fold) cell lines formed less colonies than
control cells when analyzed after 8Gy g-IR and 12 days post-plating,
indicating higher radiosensitivity. (E) Survival curves based on
clonogenic growth of SPOC1 overexpressing (1.7- to 5.4-fold) or
control cells after 0–8Gy g-IR and analyzed 12 days after plating.
SPOC1 overexpression results in lower radioresistance. Cells were
plated in two different densities and in triplicates. Mean values±SD
are given. *P! 0.05; **P! 0.01.
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to KAP-1 interacting with SPOC1. To provide direct
evidence for a SPOC1/KAP-1 interaction we performed
GST pull-down experiments (Figure 7A). Full-length
GST-SPOC1 protein precipitated KAP-1, unlike GST
alone or the N-terminal 100 amino acids of SPOC1
(GST-SPOC1 1-100; Figure 7A).
To independently verify, and further map the SPOC1/

KAP-1 interaction, we used a LUMIER-assay
(Figure 7B). Full-length or C-terminal SPOC1 fused to
protein A (ProtA-SPOC1; amino acids 1–300, 150–300)
pulled down luciferase (Luc) fused to full-length or

N-terminal KAP-1 (Luc-KAP-1; amino acids 1–835,
1–400), but not C-terminal derivatives (Luc-KAP-1;
amino acids 401–600, 601–835), while protein A-tagged
N-terminal KAP-1 (ProtA-KAP-1; amino acids 1–400) ef-
ficiently pulled down C-terminal SPOC1 (Luc-SPOC1;
amino acids 150–300) (Figure 7B). These results indicate
a specific interaction between the N-terminal 400 amino
acids of KAP-1 and the C-terminal 150 amino acids of
SPOC1. The interaction with SPOC1 may affect KAP-1
stability, phosphorylation, and/or its recruitment to chro-
matin before and after g-IR.

Figure 6. SPOC1 levels modify expression, modification and localization of proteins involved in chromatin (de)compaction and DDR. Immunoblots
of soluble and chromatin-rich fractions from untreated (!) and irradiated cells collected 30min post-2Gy g-IR (+) analyzed with Abs against the
indicated proteins. (A) SPOC1-siRNA transfected cells show less SPOC1 protein than control CV1 cells. (B) Dox-treatment strongly enhances
SPOC1 levels in CV1 cell line clone #17. (A and B) Immunoblot signal intensities for different cellular proteins detected in the corresponding
cellular lysates show specific changes in expression of some but not all, depending on the soluble or chromatin fraction, SPOC1-expression levels and/
or g-IR. (C) Confocal immunofluorescence analysis of mixed CV1 cells over and underexpressing SPOC1 immunostained for HP1-a (top), HP1-b
(middle) and HP1-g (lower panels) only showed enhanced HP1-a expression in SPOC1-overexpressing cells. SPOC1 was immunostained with
antibody CR56, the HP1 proteins with the antibodies given in ‘Materials and Methods’ section, and DNA was stained by DRAQ5. Scale
bars=5 mm.
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We then investigated whether SPOC1 interacts with
components of the H3K9 KMT multiprotein complex
(33,52). Endogenous SPOC1 from HeLa nuclear extracts
with anti-SPOC1 antibody but not with control antibody
coprecipitated both G9A and SETDB1 as revealed by im-
munoblotting (Figure 7C). In addition, both endogenous
SPOC1 and SETDB1 were specifically immunopre-
cipitated with antibodies against GLP or SUV39H1
(Figure 7D).

Previously described cell lines (52) expressing
either FLAG-tagged SETDB1 wt, or an enzymatically
inactive SETDB1 (SETDB1 H1224K), were used to
further evaluate the SPOC1/H3K9 KMT interaction.
With anti-FLAG antibodies wt SETDB1 efficiently
coprecipitated endogenous SPOC1 and all three tested
H3K9 KMTs (GLP, G9A and SUV39H1), compared to
the less efficient coprecipitation by the mutant SETDB1
protein (Figure 7E). These data imply that SPOC1 inter-
action with H3K9 KMT molecular complexes partly
depends on SETDB1 enzymatic activity. The nuclear
extracts used for coimmunoprecipitation and protein
complex immunoaffinity purification experiments were
pretreated with DNase with or without added RNase or
Etbr and analyzed for residual DNA by agarose gel elec-
trophoresis (see ‘Materials and Methods’ section and
Supplementary Figure S6). These experiments exclude
that coIPs of SPOC1 and H3K9 KMTs are mediated by
DNA.

An in vitro histone methlylation assay was then used
to check if SPOC1-bound H3K9 KMTs are enzymatically
active. The addition of chicken core histones and radio-
labeled Adenosy-L-Methionine-[methyl-3H] to SPOC1
immunoprecipitated proteins resulted in methylation
of histone H3, as also observed with immunoprecipitated
G9A or SETDB1 (Figure 7F). This result shows SPOC1-
bound H3K9 KMTs are active.

SPOC1 overexpression-induced increase of only chro-
matin-bound H3K9 KMT (Figure 6B) might depend on
SPOC1’s binding to chromatin. Therefore, we analyzed
H3K9me3 levels in total lysates from HeLa-S3 cell lines
expressing either endogenous or ectopically enhanced
levels of SETDB1, with or without lentivirally expressed
SPOC1 wt or the SPOC1-PHD mutant. Neither expres-
sion of SETDB1 nor SPOC1-PHD mutant alone increased
H3K9me3 levels (Figure 7G). In contrast, extra SPOC1 wt
significantly enhanced H3K9me3 levels (Figure 7G), as
was seen in CV1 cells (Figure 6B). H3K9me3 levels
were even higher when both SPOC1 and SETDB1 were
overexpressed (Figure 7G). However, these coexpression
conditions did not detectably increase SETDB1
protein levels, suggesting instead that SPOC1 stimulates
SETDB1 activity. In summary, these data demonstrate
that SPOC1 overexpression can increase both chro-
matin-associated levels and activity of H3K9 KMTs,
thus enhancing H3K9 trimethylation.

DISCUSSION

Here, we provide the first evidence that SPOC1-expression
levels have an impact on DDR, DNA repair kinetics and

pathway choice, as well as on cellular radiosensitivity. We
propose a molecular mechanism that is predominantly
deduced from the following observations: (i) ATM
kinase-dependent recruitment of SPOC1 to DSBs;
(ii) SPOC1 accumulation at endogenous and experimen-
tally induced repair foci with slow repair kinetics;
(iii) SPOC1-dependent differences in the number of
IRIFs formed early after g-IR; (iv) altered kinetics of
g-IR-inducible DSB repair; (v) altered cellular radio-
sensitivity; (vi) the ability of SPOC1 to modulate
dose-dependently both NHEJ and HR activity and (vii)
SPOC1’s interaction with, and modulation of proteins
that have intertwined functions in regulating chromatin
structure as well as DDR and DNA repair.
SPOC1 binding to chromatin and its PHD-dependent

ability to alter chromatin compaction (2), as well as its
predicted binding to H3K4me2/3 (3) were known; but
neither the underlying mechanisms nor the possible
impact of SPOC1-expression levels on DDR or DNA
repair have been described so far. We now propose an
integrative mechanistic model of SPOC1’s function in
altering chromatin structure, DDR and DNA repair
(Figure 8). Accordingly, by SPOC1 binding to chromatin
exposing H3K4me2/3, and/or different interaction
partners, chromatin can be compacted by SPOC1’s
ability to increase global or local levels of KAP-1,
HP1-a, H3K9 KMTs and H3K9me3. These heterochro-
matin building factors can act in concert or independently
in both gene repression and chromatin condensation
(17,53,54).
Loss of SPOC1 results in the release of several factors

and marks associated with chromatin condensation
(H3K9 KMTs, H3K9me3, KAP-1), and thus promotes
chromatin decondensation. SPOC1 dose-dependent chro-
matin condensation and decondensaton, previously shown
by micrococcal nuclease digestion experiments (2), is con-
sistent with this interpretation, and with the now
demonstrated associated differences in DDR, DNA
repair kinetics and cellular radiosensitivity. Moreover,
the ATM-dependent recruitment to and accumulation of
SPOC1 protein at heterochromatic repair foci and en-
dogenous 53BP1 bodies/OPT domains further argue for
SPOC1’s involvement in chromatin structural changes
required for timely repair and choice of repair pathways.
DSBs induced by low dose g-IR in chromatin condensed
locally and/or globally with the help of SPOC1 contribute
to impaired activation of ATM and delayed expansion of
gH2AX and 53BP1 at DSBs.
This interpretation is strongly supported by the

observed reduced levels of pKAP-1(S824), an essential
factor for decondensing and then repairing hetero-
chromatin-associated DSBs (28). In contrast, upon
SPOC1 depletion DSBs in decondensed chromatin are
associated with increased levels of DDR transducers
(pATM, gH2AX) and mediator 53BP1 involved in DNA
repair. Chromatin decondensation as well as increased
pATM are also consistent with the increased gH2AX
and 53BP1 accumulation at DSBs and their repair,
similar to that documented in human cells with deficits
in other heterochromatin building factors (25). The
SPOC1-dependent positive and negative modulation of
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DNA repair results in decreased and increased cellular
radiosensitvity, which may be a consequence of SPOC1
also affecting the accuracy of DNA repair. The SPOC1
depletion-induced reduction in HR activity detected in the
p53 positive, but not p53 negative HR reporter cells could
be due in part, or entirely to the different p53 status.
This assumption is strongly supported by the recent

demonstration that DSB repair by HR is significantly
compromised in the absence of DNA damage-induced
phosphorylation of p53 by the concerted action of
DNA-PK, ATM and ATR, as well as the well-docu-
mented effects of p53 on DNA repair mediated by its
functions in regulating the cell cycle and gene transcrip-
tion (55,56).

Figure 7. SPOC1 protein interacts with KAP-1 and enzymatically active H3K9 KMTs. (A) In GST-pulldown experiments with GST-SPOC1 wt,
GST-SPOC1 (amino acids 1–100) or GST alone and chromatin extracts from U2OS cells, only the GST-SPOC1-full-length protein precipitated the
KAP-1 protein, as detected on the immunoblot (lower panel). Amounts of GST proteins used were visualized by Amido black staining of the blots
(upper panel). Asterisks mark the positions of full-length GST-proteins. (B) LUMIER-assay for mapping the KAP-1/SPOC1 interaction. The
indicated combinations of SPOC1 and KAP-1, ProteinA (ProtA) and luciferase (Luc) fusion proteins were coexpressed. Luc activity coprecipitated
with IgG-beads was measured (Z-scores). Significant KAP-1-interaction is only evident between both full-length proteins, or the C-terminal half of
SPOC1 and the N-terminal 400 amino acids of KAP1, as detected by significant Luc activity in the corresponding pellets. Z-score! 0.5 indicates an
interaction. Mean values±SD of three independent experiments each performed in triplicate are given. (C) Immunoprecipitation of SPOC1 from
HeLa nuclear extracts with anti-SPOC1 (lane 2) or with control antibodies (lane 1) and analysis of pelleted material by immunoblotting shows
specific coprecipitation of G9a and SETDB1 with SPOC1. (D) Immunoprecipitation (IP) of endogenous GLP or SUV39H1 from C2C12 cell extracts
and immunoblotting with the indicated Abs (IB Abs) against GLP (PP-B0422-00), SUV39H1 (07-550), SETDB1 (ab12317) and SPOC1 (6F6). Unlike
the control Ab, GLP and SUV39H1 Abs precipitated all associated KMTs as well as SPOC1. (E) Nuclear extracts of control C2C12 cells (lane 1) or
cells expressing HA-FLAG-tagged SETDB1 wt (lane 2) or SETDB1 H1224K mutant (lane 3) were analyzed on immunoblots (IB Ab.) with
antibodies against FLAG (F1804), G9A (D141-3), GLP (PP-B0422-00), SUV39H1 (07-550) and SPOC1 (6F6). After anti-FLAG-SETDB1
immunoprecipitation (IP) the immunoblot detected specific coprecipitation of SPOC1 by wt SETDB1 (lane 5) but much less by enzymatically
inactive SETDB1 H1224K (lane 6). (F) In vitro analysis of histone H3 methlylation by proteins immunoprecipitated by control, SPOC1, G9A,
or SETDB1 antibodies. Left panel: autoradiography and SimplyBlue staining of the assay products separated by SDS–PAGE. Right panel:
immunoblot which demonstrates that SPOC1, G9A and SETDB1 were immunoprecipitated specifically from the HeLa nuclear extracts. (G) In
total lysates from HeLa-S3 cell lines constitutively expressing HA-FLAG-SETDB1 (HA-SETDB1), lentiviral-mediated SPOC1wt expression elevates
H3K9me3 levels compared to control cells (REV), as detected by immunblotting with Abs against the indicated proteins (left). The SPOC1 PHD
mutant (SPOC1mut) unable to bind to H3K4me3 only marginally increased H3K9me3 levels compared to SPOC1 wt.
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A strong argument for SPOC1 playing a role in DDR
is the observed increase in chromatin-bound SPOC1
protein 30min after g-IR and a simultaneous decrease in
the nucleoplasmic fraction. This demonstrates that
nucleoplasmic SPOC1 responds to DNA damage early
on by its increased recruitment to chromatin. However,
unlike 53BP1 the SPOC1 protein did not detectably accu-
mulate at DSB repair foci, nor did the nuclear distribution
pattern visibly change 30min after g-IR. Therefore, we
assume that the pan-nuclear increase of chromatin-bound
SPOC1 represents an early response to DNA damage.

In contrast, ATM-dependent accumulation of SPOC1
was clearly observed at DSB-associated DNA repair foci
at 8 h post-DSB induction, with gradually increasing
SPOC1 and 53BP1 up to the end of the observation
period (24 h). By this late time period post-g-IR, the
number of foci had decreased and their size had grown
much larger, a feature characteristic of DSB repair
occurring in heterochromatic regions (25). These findings
are reminiscent of the distribution of pKAP-1(S824) post-
g-IR, which at early times is distributed in an pan-nuclear
manner and only detectably accumulates late in foci
formed at highly compacted chromatin (9).

Whether the DNA damage-induced changes in the
distribution pattern of chromatin-bound SPOC1 are also
mediated by ATM and/or Chk2 phosphorylation, as
reported for pKAP-1(S824/473), is an open question.

Alternatively, SPOC1 overexpression interfering with
KAP-1 at S824 phosphorylation may be caused by
KAP-1/SPOC1 protein–protein interaction-induced struc-
tural changes masking KAP-1 phosphorylation sites,
combined with, or independently of SPOC1-induced alter-
ation in ATM activity. SPOC1 may also affect KAP-1
dephosporylation, known to be mediated by phosphatase
PP4 (57,58). In addition, the SPOC1 overex-
pression-induced higher level of chromatin-bound HP1-a
may also affect KAP-1 phosphorylation, consistent with
HP1’s known regulatory roles in both KAP-1 phos-
phoryation and dynamic chromatin structural changes
occurring globally and locally at foci (59,60). Evidence
for HP1 proteins playing a role in the response to
g-IR-induced IRIFs and DDR (27,31,32,61) supports
our speculations. Whether SPOC1’s g-IR-induced chro-
matin-binding pattern is associated with, or driven by
changes in phosporylation or other post-translational
modifications on SPOC1, and/or by corecruited factors
involved in DDR is an interesting question that remains
to be examined.
The inverse correlation between SPOC1-expression

levels and the number of IRIF 30min post-2 Gy g-IR
raised the question of whether this reflects altered sensi-
tivity of DNA for DSB induction, subsequent DDR, or
repair. The Comet assay performed with cells deficient in
or overexpressing SPOC1 showed no difference, indicating

Figure 8. Model: mechanisms of SPOC1-associated chromatin compaction and modulation of DDR at DSBs. The interaction of SPOC1 with
heterochromatin building factors KAP-1, HP1 and H3K9 KMTs and its binding to chromatin via H3K4me2/3 and/or other factors can induce
chromatin compaction. DNA damage-induced DSBs in heterochromatin activate ATM kinase. This results in pan-nuclear KAP-1S824 phosphor-
ylation and concomitant ATM recruitment to repair foci, and also to increasing accumulation at repair foci. SPOC1 is also ATM-dependently
recruited to DSBs and accumulates detectably only at heterochromatic repair foci after g-H2AX expansion and 53BP1 accumulation. The
KAP-1S824 phosphorylation required for chromatin relaxation at DSBs in heterochromatin and for DNA repair is regulated by SPOC1. For
more details see text.
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that SPOC1 does not alter the radiosensitivity of DNA.
This finding is consistent with increasing evidence for
similar sensitivity of euchromatin and heterochromatin
in forming DSBs (62,63). Therefore, we conclude that
SPOC1 modulates the kinetics of DNA repair foci forma-
tion and DNA repair, but not the extent of initial damage.
Since we failed to detect major changes in cell-cycle phase
regulation upon SPOC1 depletion or overexpression
(FACS analyses) and saw only minor changes in cell pro-
liferation, we believe that the SPOC1-dependent differ-
ences in cellular radiosensitivity are triggered by
SPOC1’s ability to differentially affect repair pathways,
and thus also the accuracy of DNA repair.
The chromatin compaction upon SPOC1 overex-

pression (2) and the observed changes in IRIF kinetics
are consistent with reports that DSBs in heterochromatin
become fully accessible for sensors and mediators of
DDR and repair only after partial chromatin relaxation
and translocation to the periphery of heterochromatin
(28,62,63). Proven or proposed key mediators of these
processes include ATM-mediated KAP-1 phosphorylation
(29), and epigenetic writers, readers and erasers
(6,9,19,23,28,60,64). We have shown here that several of
these mediators (KAP-1, HP1, ATM) are modulated by
SPOC1, possibly explaining at the molecular level the
observed SPOC1-mediated changes in the kinetics of
IRIF formation, DSB repair and radiosensitivity.
KAP-1 is one of the best studied heterochromatin

proteins and is phosphorylated in response to DNA
damage (17,29). It accumulates as pKAP-1-S824 and
mediates chromatin relaxation at IRIF in concert with
chromatin remodeler CHD3 (23), which is essential for
repairing DNA damage in heterochromatin. Our study
revealed SPOC1-dependent modulation of chromatin-
bound KAP1 in both g-irradiated and non-irradiated
cells. This change in KAP-1 levels may be due to
SPOC1/KAP-1 protein interaction-triggered (de)stabiliza-
tion, and presumably contributes to the SPOC1-
dependent changes in chromatin (de)condensation (2).
Although sequence analysis revealed no evident

KRAB-like domain, SPOC1 may act like KRAB contain-
ing proteins and other proteins shown to bind the RBCC
domain of KAP-1 (17). If true, some of the many thou-
sands of genes known to be targeted and transcriptionally
altered in vivo by KAP-1 (65,66) could be cotargeted and
regulated by SPOC1 in non-irradiated cells. However, the
considerable cell-type-specific differences in both KAP1
and SPOC1 expression, the discrepancies between
in vitro/in vivo data published for KAP-1-mediated recruit-
ment and gene regulation, as well as open questions con-
cerning the in vivo relevance of all KAP-1 protein
interactions with KRAB/KRAB-like proteins, except for
ZNF 274 (17), certainly make this a very demanding topic
to investigate.
All HP1 isoforms, HP1-a, HP1-b and HP1-g, are re-

cruited to DSBs in human cells independently of H3K9
trimethylation (6,31). Therefore HP1 proteins are appar-
ently important for DNA repair as well as their known
function in higher order chromatin structure, and may act
to stabilize loose ends and keep together sister chromatin
in response to damage. However, HP1 proteins also have

isoform-specific roles in DDR (6) and other biological
processes (67). For instance, human cells overexpressing
HP1-a and HP1-b, but not HP1-g, show increased sensi-
tivity to IR (68).

Our study corroborates this observation since
SPOC1 overexpression increased levels of HP1-a and
radiosensitivity. Whether the selective increase in HP1-a
expression is due to protein stabilization enhanced by
direct or indirect interaction with SPOC1 remains to be
studied. Independently of the regulatory mechanism,
increased HP1-a levels probably contribute to chromatin
compaction and impaired DDR. HP1-a overexpression
was recently reported in tumor tissues and proposed to
play a crucial role in cancer prognosis (69). The inverse
relationship of SPOC1-expression levels with cancer
patient survival time (1) may be related to SPOC1-
enhanced HP1-a expression.

The correlation between SPOC1 protein levels and
H3K9 trimethylation as well as expression of several
H3K9 KMTs implicates SPOC1 functions in both chro-
matin (de)condensation and DDR. H3K9me3 is not only
an epigenetic mark characteristic of heterochromatin, but
also the binding platform of HP1 and KAP-1, which col-
lectively promote heterochromatin compaction and
spreading (70,71).

Three lines of evidence indicate an important role for
H3K9me3 in DDR and DNA repair. First, a sharp
increase in H3K9me3 observed at I-SceI-induced DSBs
is thought to transiently silence the gene to ensure that
DNA repair is complete before transcription resumes,
and/or compact the chromatin to mute DNA damage sig-
naling stimulated by the initial chromatin opening (72).
Second, binding of the acetyltransferase TIP60 via its
CD to H3K9me3 at DSBs is required for its activation
(24), and is a prerequisite for efficient ATM activation
by acetylation. Third, the level of heterochromatin-
associated histone modification H3K9me3 can account
for >40% of mutation rate variation in human cancer
cells (5).

The increase in HP1-a in SPOC1 overexpressing cells
may interfere with TIP60 binding to H3K9me3 and its
activation, possibly contributing to the observed reduction
in activated ATM and delayed DDR. However, despite
reduced H3K9me3 levels in SPOC1-depleted cells, ATM
is apparently hyperactivated, perhaps indicating that its
activity is independent of H3K9me3. Possible reasons
for our observation are that ATM can also be activated
in cells with low H3K9me3 levels (24). Furthermore,
SPOC1 depletion, which promotes chromatin relaxation,
may increase accessibility of H3K9me3 for TIP60, leading
to increased ATM activation.

The histone H3K9 KMTs shown here to be modulated
by SPOC1 (SETDB1, G9A, GLP) exist in a multisubunit
complex that is destabilized by depleting the individual
components (33). While indirectly confirming these
findings, our data also demonstrate the importance of
SPOC1’s interaction with this complex for its stability
and activity.

Evidence provided here on SPOC1’s impact on DDR,
DNA repair, and radiosensitivity may also be relevant for
the recently reported function of SPOC1 in testicular germ
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stem-cell differentiation. In particular, both SPOC1 (4)
and KAP-1 knockout (73) as well as a HP1-binding defi-
cient KAP-1 mutant (74) all lead to progressive depletion
of spermatogonial stem cells and their differentiated
derivatives. The similar phenotypes of KAP-1 and
SPOC1 knockout in testis argues for a cooperative physio-
logical relationship in vivo in stem-cell maintenance and
differentiation.

The presumed function of SPOC1 in oncogenesis (1)
is consistent with its DDR modulating function shown
here. Moreover, since SPOC1 is able to alter cellular
radiosensitivity, it may be a relevant target for novel
anti-cancer drugs that focus on manipulating differences
in lysine methylation (75).
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Abstract
The most common mutation in melanoma, BRAF(V600E), activates the BRAF serine/threonine
kinase and causes excessive MAPK pathway activity1,2. BRAF(V600E)mutations are also present
in benign melanocytic nevi3, highlighting the importance of additional genetic alterations in the
genesis of malignant tumors. Such changes include recurrent copy number variations that result in
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the amplification of oncogenes4,5. For certain amplifications, the large number of genes in the
interval has precluded an understanding of cooperating oncogenic events. Here, we have used a
zebrafish melanoma model to test genes in a recurrently amplified region on chromosome 1 for the
ability to cooperate with BRAF(V600E) and accelerate melanoma. SETDB1, an enzyme that
methylates histone H3 on lysine 9 (H3K9), was found to significantly accelerate melanoma
formation in the zebrafish. Chromatin immunoprecipitation coupled with massively parallel DNA
sequencing (ChIP-Seq) and gene expression analyses revealed target genes, including Hox genes,
that are transcriptionally dysregulated in response to elevated SETDB1. Our studies establish
SETDB1 as an oncogene in melanoma and underscore the role of chromatin factors in regulating
tumorigenesis.

To identify genes that promote melanoma we focused on genomic regions subject to copy
number amplification in human tumor samples. In a study of 101 melanoma short-term
cultures and cell lines, chromosome 1q21 (chr1: 147.2-149.2 Mb) was identified as a
recurrently amplified interval (Fig. 1a)6. The same region was implicated in another
comprehensive analysis of copy number variation in melanoma4. To functionally test
candidate genes from this interval for the ability to accelerate melanomawe developed an
assay in transgenic zebrafish in which BRAF(V600E) is overexpressed on a p53 mutant
background (Supplementary Fig. 1). Melanomas and melanocytes that develop in
Tg(mitfa:BRAFV600E); p53(lf) zebrafish7 are suppressed by a mitfa(lf) mutation. We
engineered a transposon-based vector, miniCoopR, that rescues melanocytes and melanomas
in a Tg(mitfa:BRAFV600E); p53(lf); mitfa(lf) strain and drives expression of a candidate
gene in these rescued tissues. We identified genes that were present in the 1q21 region and
overexpressed as mRNAs based on Affymetrix microarrays. Candidates genes were cloned
into the miniCoopR vector and injected into one-cell stage Tg(mitfa:BRAFV600E); p53(lf);
mitfa(lf) embryos. Tumor incidence curves of the resulting adults revealed that one gene in
this interval, SETDB1, significantly accelerated melanoma onset (p = 9.4×10-7, logrank χ2;
Fig 1b,c and Supplementary Fig. 2). In addition to melanoma, SETDB1 is focally amplified
in non-small cell (NSCLC) and small cell lung cancer, ovarian cancer, hepatocellular cancer,
and breast cancer (Supplementary Fig. 3). The anti-apoptotic gene MCL1 resides near
SETDB1 in the 1q21 interval, and knockdown of MCL1 was shown to diminish NSCLC
proliferation and xenograft outgrowth8. However, MCL1 is not overexpressed in the
melanoma samples that were used to identify amplified genomic intervals, so it was not
tested. No other gene accelerated melanomas, suggesting SETDB1 is a critical gene
amplified in the chromosome 1q21 interval. Using fluorescence in situ hybridization we
observed SETDB1 amplification in human melanoma short-term cultures (Supplementary
Fig. 4), directly confirming the array-based copy number data from which our study
originated.

Melanomas overexpressing SETDB1 were more aggressive than control tumors when
analyzed at an equivalent stage. The melanomas expressing SETDB1 were more locally
invasive than EGFP control tumors (Fig. 2a); 94% (SETDB1; n=18) vs. 53% (EGFP; n=17)
of melanomas invaded into the muscle (p=1.6×10-3, Fisher’s exact) and 89% (SETDB1) vs.
35% (EGFP) invaded into the spinal column (p=7.2×10-3, Fisher’s exact). MiniCoopR-
SETDB1 melanomas had more extensive nuclear pleomorphism and larger nuclei as
compared to control tumors (Supplementary Fig. 5). MiniCoopR-SETDB1 tumors showed
similar levels of BRAF protein as compared to control tumors, indicating that SETDB1 did
not accelerate melanoma formation by altering expression of the BRAF(V600E) transgene
(Supplementary Fig. 6).

Melanocytes overexpressing SETDB1 grew in confluent patches in zebrafish, unlike
melanocytes in control zebrafish, which grew in a wild-type stripe pattern. We analyzed the
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genetic interactions that are responsible for these pigmentation differences. SETDB1-
expressing melanocytes in the Tg(mitfa:BRAFV600E); mitfa(lf) strain formed confluent
patches, but SETDB1-expressing melanocytes in the p53(lf); mitfa(lf) strain grew in a
striped pattern (Fig. 2b). Although SETDB1 and BRAF(V600E) cooperated to override
normal pigment patterning, no tumors arose in miniCoopR-SETDB1 injected
Tg(mitfa:BRAFV600E); mitfa(lf) zebrafish, indicating SETDB1 and BRAF(V600E) require
loss of p53 to form tumors.

Oncogenic BRAF(V600E) induces senescence in human nevi and in cultured mammalian
melanocytes9, and we suspected that the pigmentation differences might result from a failure
of senescence and excess melanocyte proliferation caused by SETDB1. Using senescence-
associated β-Galactosidase (SA-βGal) staining10,11, we confirmed that BRAF(V600E)
induces senescence of zebrafish melanocytes in vivo (Supplementary Fig. 7a,b,c). We
stained miniCoopR-rescued melanocytes and found SETDB1-expressing melanocytes to be
less senescent than those expressing EGFP (Fig. 2C). SETDB1-expressing melanocytes also
lacked the flattened morphology of senescent cells (Supplementary Fig. 7d). These results
suggest that SETDB1 overexpression may contribute to melanoma formation by abrogating
oncogene-induced senescence.

To understand the gene expression changes that occur when SETDB1 is overexpressed, we
performed microarray analyses of zebrafish melanomas. We defined a gene signature
comprised of 69 human orthologs of genes downregulated in SETDB1 overexpressing
melanomas (Fig. 3a) and tested the relationship of this signature to SETDB1 expression in
human melanoma. Using gene set enrichment analysis (GSEA)12,13 we found that the gene
signature was inversely correlated with SETDB1 expression across a panel of 93 melanoma
short-term cultures and cell lines (Fig. 3b). SETDB1 overexpression leads to a broad pattern
of transcriptional changes, including conserved downregulation of a group of genes enriched
for Hox genes and transcriptional regulators.

To identify the direct targets of SETDB1 genome-wide in melanoma, we performed
chromatin immunoprecipitation followed by massively parallel sequencing (ChIP-Seq). We
identified SETDB1 targets from WM262, a melanoma short-term culture with high
SETDB1 expression, and WM451Lu, a melanoma short-term culture with low levels of
SETDB1 (Supplementary Fig. 8). These short-term cultures harbor the BRAF(V600E)
mutation (Supplementary Fig. 9), and their proliferation is sensitive to changes in SETDB1
levels (Supplementary Fig. 10, Supplementary Fig. 11). In murine embryonic stem cells
(mESCs), SETDB1 binds to the promoters of developmental regulators, including HOX
genes14. We observed differential binding of SETDB1 to genes in the HOXA cluster in
melanoma cell lines with high vs. low SETDB1 expression; SETDB1 is bound to HOXA
genes in WM262 cells, whereas there is minimal binding in WM451Lu cells (Fig. 3c,
Supplementary Tables 1,2). SETDB1 catalyzes trimethylation of histone H3 lysine 9
(H3K9me3), thereby promoting repression of target genes. ChIP-Seq for the H3K9me3
mark showed that H3K9me3 is present at the HOXA locus in WM262 cells but absent in
WM451Lu cells (Fig. 3c). HOX gene expression is inversely correlated with SETDB1 levels
in melanoma short-term cultures (Fig. 3b), suggesting that enhanced target gene binding and
repression may play a role in SETDB1-mediated melanoma acceleration. Additional ChIP-
Seq, using WM262 cells, of the SETDB1 methyltransferase-stimulatory cofactor MCAF1/
hAM15 suggests that the effects of SETDB1 overexpression are mediated in part by
MCAF1/hAM (Supplementary Fig. 12).

We assayed effects of SETDB1 overexpression on target genes by infecting WM451Lu cells
with SETDB1 lentivirus. Using SETDB1 ChIP-Seq data from WM451Lu, we determined
that SETDB1-bound targets are significantly enriched in downregulated but not upregulated
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genes (Supplementary Fig. 13, Supplementary Table 3), suggesting that a major
consequence of SETDB1 amplification is repression of SETDB1-bound target genes.
However, many SETDB1 target genes in both WM451Lu and WM262 lines are not
methylated, and additional analyses show a relationship between higher SETDB1 levels and
elevated expression of many SETDB1 targets (Supplementary Fig. 14).

To obtain mechanistic insight into the role of SETDB1 in regulating gene expression, we
undertook genetic and biochemical studies that evaluate methyltransferase activity.
Recently, a complex containing SETDB1 and the H3K9 methyltransferases SUV39H1, G9a
and GLP was discovered16. To examine the possibility that other methyltransferases act with
SETDB1 to modulate melanoma onset, we tested whether SUV39H1 could accelerate
melanoma formation in zebrafish. As with SETDB1, overexpression of SUV39H1 led to the
formation of confluent melanocyte patches and accelerated melanoma onset (Fig. 3d). We
next examined the consequences of mutations that render SETDB1 enzymatically inactive.
Enzymatically-deficient SETDB1 was capable of incorporating into the methyltransferase
complex in vitro (Fig. 3e) and in vivo (Supplementary Fig. 15). Furthermore, in the context
of enzymatically-deficient SETDB1, the complex retained methyltransferase activity (Fig.
3f, Supplementary Fig. 16) and binding site localization (Supplementary Fig. 17). Lastly,
melanoma incidence curves from two methyltransferase-deficient SETDB1 mutants were
similar to each other and to wild-type SETDB1 (Fig. 3d). Our studies suggest a model in
which activity of the methyltransferase complex containing SETDB1 and SUV39H1 causes
alterations of gene expression that lead to melanoma acceleration.

To determine the extent of SETDB1 overexpression in human melanomas, and to examine
potential clinical implications, we performed immunohistochemistry (IHC) on melanoma
tissue microarrays. After confirming antibody specificity (Supplementary Fig. 18), we
observed high levels of SETDB1 expression in 5% of normal melanocytes (n=20), 15% of
benign nevi (n=20), and 70% of malignant melanoma (n=91; Fig. 4). Based on our
observations of premalignant melanocytic lesions in zebrafish, we speculate that human nevi
harboring SETDB1 overexpression may have a higher likelihood of oncogenic progression
as compared with nevi that show basal levels of expression. These data indicate that the
majority of malignant melanomas demonstrate overexpression of SETDB1 protein.

In this study we adapted the zebrafish as a platform for cancer gene discovery. Through the
creation and analysis of over 3000 transgenic animals, SETDB1 was identified as a gene
capable of accelerating melanoma formation in cooperation with BRAF(V600E).
Amplification of 1q21 in melanoma does not preferentially co-occur with the
BRAF(V600E) mutation (p=0.28, 2 sample t-test). Therefore, it is likely that the tumor-
promoting activity of SETDB1 is not exclusively dependent on BRAF(V600E), which is
common in melanomas but found less frequently in other tumor types with 1q21
amplification. SETDB1 forms a multimeric complex with SUV39H1 and other H3K9
methyltransferases. Based on our findings we speculate that SETDB1 overexpression can
increase activity of the H3K9 methyltransferase complex, leading to alterations in target
specificity. Inactivating mutations in both histone methyltransferases and demethylases were
recently described in renal cell carcinoma 17,18. Our study lends functional support to the
notion that perturbation of histone methylation promotes cancer. SETDB1 is focally
amplified in a broad range of malignancies, suggesting that alterations in histone
methyltransferase activity could define a biologically related subset of cancers.
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Methods Summary
miniCoopR Assay

miniCoopR was constructed by inserting a zebrafish mitfa minigene (promoter + open
reading frame + 3′UTR) into the BglII site of pDestTol2pA219. Individual MiniCoopR
clones were created by Gateway multisite recombination using human, full-length open
reading frames (Invitrogen). 25pg of each MiniCoopR-Candidate clone and 25pg of tol2
transposase mRNA were microinjected into one-cell embryos generated from an incross of
Tg(mitfa:BRAFV600E); p53(lf); mitfa(lf) zebrafish. Rescued animals were scored weekly for
the presence of visible tumor.

Senescence Assay

SA-βGal staining was performed as described10, except that scales plucked from the dorsum
of melanocyte-rescued zebrafish were stained instead of tissue sections. This assay was
performed in an albino(b4) mutant background so melanin pigment would not obscure βGal
staining. Experimental animals were injected with 20pg miniCoopR-SETDB1 + 10pg
miniCoopR-EGFP and controls with 30pg miniCoopR-EGFP. Rescued melanocytes were
recognized as EGFP-positive cells.

Gene Expression

From zebrafish, total RNA was extracted from four miniCoopR-SETDB1 melanomas and
four miniCoopR-EGFP melanomas. Total RNA from each was used for synthesis of cDNA,
which was hybridized to a Nimblegen 385K array (catalog 071105_Zv7_EXPR). Zebrafish
genes downregulated by SETDB1 were selected by fold change (EGFP/SETDB1) > 5 and
filtered by a ’SETDB1 specificity score’, which was defined as a fold change of >3 when
comparing Tg(mitfa:BRAFV600E); p53(lf) melanomas to miniCoopR-SETDB1 melanomas.

Immunohistochemistry

Human melanoma tissue microarrays (TMAs) were analyzed by immunohistochemistry for
SETDB1 using rabbit polyclonal Ab (Sigma HPA018142, 1:200) and a mouse monoclonal
Ab 4A3 (Sigma, WH0009869M7, 1:400) with a purple substrate for the secondary antibody
(Vector Labs, VIP Substrate). A methyl green counterstain was used.

Supplementary Material

Refer to Web version on PubMed Central for supplementary material.
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Figure 1. SETDB1accelerates melanoma formation in zebrafish
a, Left, significance of copy number amplification in human melanoma samples determined
using genomic identification of significant targets in cancer (GISTIC)8,20. q-values (x-axis)
are plotted across chromosome 1. Right, copy number profiles of the 1q21 interval in
melanoma samples. The positions of SETDB1 (dotted line) and MCL1 (arrowhead) are
indicated. b, The Tg(mitfa:BRAFV600E); p53(lf); mitfa(lf) strain (top) injected with
miniCoopR-cloned candidate oncogenes. Animals injected with miniCoopR-SETDB1
(bottom) have rescued melanocytes and rapidly develop melanomas (arrow). c, Melanoma-
free survival curve of miniCoopR-SETDB1 (weighted average of 2 independent
experiments, n=70) and miniCoopR-EGFP (weighted average of 3 independent experiments,
n=125) injected zebrafish.
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Figure 2. SETDB1 effects on melanoma cells and melanocytes
a, Hematoxylin and eosin-stained transverse sections of zebrafish melanomas at two weeks
post onset. At this time point dorsal miniCoopR-EGFP melanomas (left) display exophytic
growth, whereas miniCoopR-SETDB1 melanomas (right) have invaded from the skin,
through the collagen-rich stratum compactum of the dermis (sc), into the underlying
musculature. Scale bar = 70μm. b, SETDB1 interacts with BRAF(V600E) to affect
pigmentation pattern, but a p53(lf) mutation is required to form melanomas. MiniCoopR-
EGFP or MiniCoopR-SETDB1 was injected into the indicated transgenic strains.
Percentages indicate melanoma incidence at 12 weeks of age. c, SETDB1abrogates
BRAF(V600E)-induced senescence. Left, brightfield pseudocolored photomicrographs of
SA-βGal staining performed on scale-associated melanocytes. Middle and right, fluorescent
photomicrographs of the same melanocytes. miniCoopR-rescued melanocytes in this
experiment express mitfa promoter-driven EGFP (middle) and the MITFA protein (right).
Multiple nuclei (arrowheads) are present in BRAF(V600E)-expressing melanocytes.
Percentage of senescent melanocytes is indicated at left (p = 7.3×10-51, χ2). Scale bar =
10μm.
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Figure 3. SETDB1 target gene regulation and HMTase complex formation
a, Heat map of genes downregulated in zebrafish melanomas that overexpress SETDB1
compared with control (EGFP) melanomas. b, Graphical representation of the rank-ordered
gene list derived from a panel of human melanoma short-term cultures stratified based on
SETDB1 expression level. GSEA shows that homologs of zebrafish SETDB1-
downregulated genes are similarly downregulated in human melanomas as levels of
SETDB1 increase (ES = -0.35, NES = -1.43, FDR q-val = 0.045, p = 0.045). Arrows
indicate positions of HOX genes. c, SETDB1 and H3K9me3 ChIP-Seq profiles at the
HOXA locus in human melanoma cells. The number of sequence reads is shown on the y
axis. d, Melanoma-free survival curves of zebrafish expressing SUV39H1 (p = 6.74×10-8 vs.
miniCoopR-EGFP, logrank 72) and the methyltransferase-deficient SETDB1(H1224K) (p =
0.24 vs. miniCoopR-SETDB1, p = 8.4×10-5 vs. miniCoopR-EGFP) and SETDB1(C1226A)
(p = 0.20 vs. miniCoopR-SETDB1, p = 1.3×10-11 vs. miniCoopR-EGFP) variants. e, In vitro
reconstitution of methyltransferase complexes. Sequential purification of GST-tagged
SUV39H1, Flag-tagged GLP and HA-tagged G9a proteins was followed by western blotting
using antibodies shown on left. f, Histone methylation assays on complexes purified from
C2C12 cells.
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Figure 4. High expression of SETDB1 protein is common in human melanomas but not nevi or
normal melanocytes
Immunohistochemical staining of SETDB1 (left) and hematoxylin and eosin (H+E) staining
(center). SETDB1 expression (right) was scored on malignant melanoma (top; n=91), nevi
(middle; n=20) and normal skin (bottom; n=20). SETDB1 expression was measured as
described in Methods. Summarized and raw data from two independent antibodies are
described in Supplementary Tables 4 and 5, respectively. Scale bar = 30μm, insets are 2.5x
magnified.
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Abstract

Plants are an invaluable source of potential new anti-cancer drugs. Here, we investigated the cytotoxic activity of the
acetonic extract of Buxus sempervirens on five breast cancer cell lines, MCF7, MCF10CA1a and T47D, three aggressive triple
positive breast cancer cell lines, and BT-20 and MDA-MB-435, which are triple negative breast cancer cell lines. As a control,
MCF10A, a spontaneously immortalized but non-tumoral cell line has been used. The acetonic extract of Buxus sempervirens
showed cytotoxic activity towards all the five studied breast cancer cell lines with an IC50 ranging from 7.74 mg/ml to
12.5 mg/ml. Most importantly, the plant extract was less toxic towards MCF10A with an IC50 of 19.24 mg/ml. Fluorescence-
activated cell sorting (FACS) analysis showed that the plant extract induced cell death and cell cycle arrest in G0/G1 phase in
MCF7, T47D, MCF10CA1a and BT-20 cell lines, concomitant to cyclin D1 downregulation. Application of MCF7 and
MCF10CA1a respective IC50 did not show such effects on the control cell line MCF10A. Propidium iodide/Annexin V double
staining revealed a pre-apoptotic cell population with extract-treated MCF10CA1a, T47D and BT-20 cells. Transmission
electron microscopy analyses indicated the occurrence of autophagy in MCF7 and MCF10CA1a cell lines. Immunofluo-
rescence and Western blot assays confirmed the processing of microtubule-associated protein LC3 in the treated cancer
cells. Moreover, we have demonstrated the upregulation of Beclin-1 in these cell lines and downregulation of Survivin and
p21. Also, Caspase-3 detection in treated BT-20 and T47D confirmed the occurrence of apoptosis in these cells. Our findings
indicate that Buxus sempervirens extract exhibit promising anti-cancer activity by triggering both autophagic cell death and
apoptosis, suggesting that this plant may contain potential anti-cancer agents for single or combinatory cancer therapy
against breast cancer.

Citation: Ait-Mohamed O, Battisti V, Joliot V, Fritsch L, Pontis J, et al. (2011) Acetonic Extract of Buxus sempervirens Induces Cell Cycle Arrest, Apoptosis and
Autophagy in Breast Cancer Cells. PLoS ONE 6(9): e24537. doi:10.1371/journal.pone.0024537

Editor: Pranela Rameshwar, University of Medicine and Dentistry of New Jersey, United States of America

Received May 31, 2011; Accepted August 12, 2011; Published September 15, 2011

Copyright: ! 2011 Ait-Mohamed et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.

Funding: This work was supported by the Agence Nationale de la Recherche (ANR); the Association Française contre les Myopathies (AFM); the Fondation
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Introduction

Breast cancer, a major worldwide health issue, is considered as
the most common malignancy and the most common cause of
cancer-related death in Western countries [1]. Standard cancer
therapy generally combines surgery, multi-therapeutic agents and
ionizing radiation [2]. These anticancer agents induce cell cycle
arrest and/or cell death by apoptotic or non-apoptotic mecha-
nisms including necrosis, senescence, autophagy and mitotic
catastrophe [3,4].

Major issues concerning conventional anticancer chemotherapy
are the occurrence of side effects induced by the non-specific
targeting of both normal and cancer cells [5,6], and the emergence
of drug-resistant cancer cells [7]. Based on this, there has been

growing interest in the use of naturally occurring molecules with
chemo-preventive and chemotherapeutic properties in cancer
treatment [8–12]. Natural products will thus continue to play
major role as active substances, model molecules for the discovery
and validation of drug targets [13,14]. Among natural sources,
plants have played an important role as a source of effective
anticancer agents [15–17]. Four examples are well known: TaxolH
from Taxus brevifolia L., vinca alkaloids from Catharanthus roseus G.
Don, camptothecin from Camptotheca acuminata, Decne and
podophyllotoxin from Podophyllum peltuturn L. [18,19].

In folk medicine, Buxus sempervirens L. is used to treat
rheumatism, arthritis, bile duct infections, diarrhea, fever and
skin ulceration. Studies highlighted the unique feature of the genus
Buxus regarding the presence of steroidal alkaloids (more than 200)
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[20–23]. The latter are known for exhibiting promising biological
activities including anti-acetylcholine esterase [24–27], cytotoxic
[28] and immunosuppressive activities [29]. Nevertheless, to our
knowledge, no anticancer activity of Buxus sempervirens L. extracts
has been yet described.

Based on folk medicine, we investigated here the cytotoxic effect
of the acetonic extract of Buxus sempervirens L. against five breast
cancer cell lines: MCF7, MCF10CA1a, T47D, BT-20 and MDA-
MB-435 or the spontaneously immortalized cell line MCF10A as a
control. Our results showed that the Buxus extract has specific
cytotoxic effects toward cancer cell lines by mainly inducing a
decrease in cyclin D1. Interestingly, the extract induced
autophagic cell death and apoptosis in breast cancer cells tested
and a caspase 3-independent apoptosis cell death in the aggressive
MCF10CA1a cells.

Results

Buxus acetonic extracts exhibit cytotoxic properties and
induce phenotype modifications in breast cancer cells

In order to evaluate the cytotoxicity of the acetonic extract of
Buxus, an MTT assay was monitored on five breast cancer cell
lines. The MCF7, MCF10CA1a and T47D, which are aggressive
triple positive breast cancer cells, and BT-20 and MDA-MB-435
that are triple negative breast cancer cells. The extract exhibited
cytotoxic activity toward all cancer cell lines tested, displaying
reduced IC50 (,20 mg/ml) (Figure 1A). Moreover, the IC50

obtained against the control cell line MCF10A was higher
(IC50 = 19.24 mg/ml, Figure 1A). These results suggest a specific
cytotoxic effect mainly against breast cancer cell lines.

In order to give a better understanding of the mechanisms of
cytotoxicity in cancer cells, we decided to carry on experiments on
aggressive triple positive cancer cells: MCF7, MCF10CA1a, T47D
and the triple negative breast cancer cell line BT-20.

First, major phenotypic changes were noticed when cancer cell
lines were incubated in the presence of Buxus extract. Hence,
interestingly, the cancer cell lines treated with the same extract
(corresponding IC50 during 72 h) displayed different apoptotic cell
shapes regarding the apoptotic volume decrease (AVD) (Figure 1B
and 1C). To further test this, cytoskeleton staining (anti-a-tubulin)
was applied. Treated MCF7, T47D and BT-20 cells exhibited a
reduced round-shape cellular form before complete detachment
from cell culture dish (Figure 1B, 1D and 1E), while MCF10CA1a
cells showed a distinct and severe shrinkage (Figure 1C). These
specific shapes are well known as the AVD due to massive efflux of
K+ and Cl2 through their specific channels, leading to water
escape from the cytoplasm, the latter being considered as a major
hallmark of apoptotic cells [30,31].

Finally, while DMSO-treated cells showed large nuclei with
distinguishable nucleoli, we have noticed the transformation of
nuclei into a unique pyknotic mass in dramatically-injured cells
(Figure 1 B–E). On the other hand, normal MCF10A cells did not
exhibit such dramatic phenotype changes. Together, our results
suggest a cytotoxic activity of the Buxus extract regarding
cancerous cells via apoptotic cell death.

Acetonic extract of Buxus induces cell cycle arrest
We studied the effect of the Buxus acetonic extract on the cell

cycle of the studied breast cell lines. After 24 h incubation with
the extract, stability is generally noticed in all cell cycle sub-
populations of the control cell line MCF10A cells, with a slight
increase in sub-G1 population observed with both concentrations
applied (Figure 2C). We have also noticed a little decrease in the S-
phase sub-population (Figure 2C). Interestingly, the IC50 were

capable of triggering cell death of both cancerous cell lines. Thus,
after 24 h of treatment, the sub-G1 sub-population sharply
increased from 2.82% to 30.30% and from 7.31% to 20.64%
for MCF10CA1a and MCF7, respectively (Figure 2A, Figure S1,
S2). Concomitantly, there is a decrease in G0/G1 and S-phase
sub-populations, mainly for MCF10CA1a cells from 69.59% to

Figure 1. Cytotoxic effects of the acetonic extract of Buxus
sempervirens L. towards breast cancer MCF7 and MCF10CA1a
cells. A. IC50 determined by the dose-response curves obtained by the
MTT assay. B. C. D. and E. Different cell shapes exhibited by MCF7,
MCF10CA1a, T47D, MDA-MB-435 and BT-20, respectively, treated with
Buxus extract at their respective IC50 during 72 h. Left panel: phase
contrast images; Right panel: anti-a-tubulin fluorescence staining.
Control cells are treated with vehicle DMSO (magnification 6200). Ac
Bux: acetonic Buxus extract.
doi:10.1371/journal.pone.0024537.g001
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48.05% and from 6.30% to 4.80%, respectively (Figure 2B). At
48 h, there is a significant increase in G0/G1 sub-population to
the detriment of S and G2/M sub-populations (Figure 2A and 2B).

Finally, we have noticed in all cancer cell lines tested that a
maximum of sub-G1 cell population is reached 24 h post-
treatment, followed by a reduction (Figure 2A and 2B for MCF7
and MCF10CA1a, respectively). Concerning T47D and BT-20
cells, despite the observation of numerous floating dead cells, no
major changes are illustrated in Sub-G1 sub-populations (Figure
S3A and S3D). This could be due to the loss of the severely-
damaged cells during washing steps. It is indeed established that
the content of DNA remaining in apoptotic cells for cytometric

analysis vary markedly depending on the extent of DNA
degradation and cell washing steps [32]. Concerning MCF7 and
MCF10CA1a, striking results were also noticed regarding the
concentrations used: with high concentrations (2 times the IC50),
there is an increase in sub-G1 population, while with low
concentrations there is a decrease in S and G2/M phases (Figure
S1A and S2A).

Concerning cell cycle markers, all cancer cells tested treated
with IC50 during 24 h and 48 h showed a noticeable decrease
in cyclin D1 expression (Figure 2D and 2E, and Figure S3 B–C
and E–F). No major changes in the expression of Rb were
noticed in treated cells, we have noticed a slight decrease in

Figure 2. The acetonic extract of Buxus induces cell cycle arrest in MCF7 and MCF10CA1a breast cancer cell lines. A. MCF7 cells were
incubated for increasing period intervals (12 h, 24 h, 36 h and 48 h) with their IC50 concentrations. The results represent means 6 SEM of three
experiments. B. MCF10CA1a cells were incubated for increasing period intervals (12 h, 24 h, 36 h and 48 h) with their IC50 concentration. The results
represent means 6 SEM of three experiments. C. MCF10A cells were incubated for the same period intervals (12 h, 24 h, 36 h and 48 h) with the IC50

of MCF7 and MCF10CA1a, respectively. The results represent means 6 SEM of three independent experiments. D. Immunoblots of total cell extracts
isolated from MCF7 treated or not with plant extract as indicated and probed with an anti-cyclin D1 antibody. GAPDH was used as a loading control.
E. Immunoblots of total cell extracts isolated from MCF10CA1a treated or not with plant extract as indicated and probed with an anti-cyclin D1
antibody. GAPDH was used as a loading control. F. Immunoblots of total cell extracts isolated from MCF10A treated or not with plant extract (IC50s of
MCF7 and MCF10CA1a concentrations) as indicated and probed with an anti-cyclin D1 antibody. a-tubulin was used as a loading control. Ac Bux:
acetonic Buxus extract.
doi:10.1371/journal.pone.0024537.g002
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hypo-phosphorylated Rb protein levels 48 h after treatment
(Figure 2D and 2E). Nonetheless, the IC50 of MCF7 and
MCF10CA1a applied to MCF10A showed neither of the above
effects (Figure 2C and 2F). These results indicate that the failure of
tested breast cancer cells to enter S phase is due to a decrease in
cyclin D1 induced by the Buxus acetonic extract.

Buxus acetonic extract induces autophagy in breast
cancer cells

We have next investigated the role of Buxus acetonic extract in
cell death. To this end, cells were collected after 24 h and 48 h
treatment with respective IC50, double-stained with PI and
Annexin V-FITC and analyzed by FACS (Figure 3 and Figure
S4). The kinetic of cell interaction with Annexin V revealed that
the extract acts very fast (not shown). Interestingly, there is a
discrepancy in the behavior of the breast cancer cell lines. Indeed,
while with MCF10CA1a, T47D and BT-20 we revealed a pre-
apoptotic sub-population (PI2/Annexin V+) (13.10% versus
25.57% after 24 h and 48 h of treatment, respectively for
MCF10CA1a as an example), that latter shifted to a late apoptotic
and/or a necrotic sub-population (PI+/Annexin V2 quadrant)
(Figure 3B, Figure S4 A–B). However, with MCF7 cell line, we
noticed that the cell population shifted directly to PI+ quadrants
(dead cells) without transition by the PI2/AnnexinV+ (Figure 3A),
even with reduced time contact kinetics (one hour intervals, data
not shown). These findings suggested that the process of death
induced by Buxus acetonic extract differs in the cancer cell lines;
MCF10CA1a, BT-20 and T47D cells die via apoptosis pathway,
while MCF7 cell death seemed to rely mainly on autophagy.

As previously seen with PI staining, reduced cell death is
observed with MCF10A, even after 48 h of treatment, confirming
the specific effect on cancerous cell lines. Paradoxically, a more
lethal action is noticed after 24 h of incubation compared to 48 h
(Figure 3C).

According to pictures obtained with transmission electronic
microscopy, untreated MCF7 cells displayed normal characteris-
tics with, however, the presence of some auto-lysosomes/auto-
phagosomes in cell cytoplasm (Figure 4A), suggesting that even in
normal growth conditions, MCF7 cells proceed to some controlled
autophagy. Nevertheless, treated MCF7 cells with the Buxus acetonic
extract (IC50 during 72 h) showed abundant auto-lysosomes/auto-
phagosomes dispersed in the cytoplasm (Figure 4A). Hence, in the
presence of the plant extract, the phenomenon is dramatically
increased, leading to cell death without any damage to mitochondria
and cytoplasmic membrane. These observations suggested that
MCF7 death is due to autophagy rather than apoptosis. This is in
agreement with previous reports showing that MCF7 cells do not
undergo apoptosis after treatment with numerous apoptosis stimuli,
including Tamoxifen [33], or injection of supra-physiological
amounts of cytochrome C [34].

Concerning MCF10CA1a cells, pictures taken after IC50

treatment during 72 h, provided several hallmarks of apoptosis
and autophagy (Figure 5A). We noticed the presence of initial
autophagic vacuoles and degradative autophagic vacuoles, peri-
nuclear localization of mitochondria, and most importantly, some
of them were damaged.

To carry on our investigation concerning autophagy we studied
a main autophagy marker, the Microtubule associated Light
Chain 3 or LC3 protein. LC3 is the mammalian homolog of the
yeast Apg8p protein, essential for amino acid starvation-induced
autophagy [35,36]. LC3 is present in two forms in cells: LC3-I is
the cytoplasmic form, which is processed into a lipidic LC3-II
form, associated with the auto-phagosome membrane [35,36].
Therefore, we compared the LC3 distribution in Buxus acetonic

extract-treated and untreated cells (Figures 4B–C, 5B–5C,
Figure S5). In DMSO-treated cells, we noticed a homogeneous
cytoplasmic distribution of unprocessed LC3-I, while in plant
extract-treated cells (IC50/72 h), many foci are depicted, corre-
sponding to lipidic transformed LC3-II, mainly around nuclei
(Figures 4C for MCF7, 5C for MCF10CA1a, Figure S5 A
for T47D and C for BT-20). This specific signal corresponds
to the auto-phagosome trans-membrane processed version of
LC3. These results are in agreement with images taken with
transmission electron microscopy (Figures 4A and 4B for MCF7
and MCF10CA1a respectively), where we noticed accumulation of
late auto-phagosomes mainly around cell nuclei. In the case of
MCF10CA1a cells, the foci pattern of LC3-II was difficult to
confirm since there was very little cytoplasm around nuclei
(Figure 5C).

Concerning immunoblots, the presence of LC3-II in untreated
(24 h) MCF7 cells, demonstrated the occurrence of controlled-
autophagy in normal cells, as already seen with transmission
electron microscopy (Figure 4A). For MCF10CA1a aggressive
cells, we found a decrease in LC3-II in Buxus acetonic extract-
treated cells (Figure 5C). This is probably because LC3-II is
present both on inner and outer auto-phagosome membranes,
with the former being degraded inside auto-lysosomes, whereas
LC3 on the outer membrane is deconjugated by Atg4 (Autophagy
related gene 4) and returns to the cytosol [35]. Finally, concerning
the control cell line MCF10A, a faint LC3-II signal is detected
when the cells were treated with the IC50 of MCF7 (Figure S6).
Immunoblots of total cell extracts from treated and non-treated
T47D and BT-20 confirmed also autophagy processing since we
have noticed the processed form of LC3 (LC3 II, 24 h and 48 h
after treatment) (Figure S5 B and D for T47D and BT-20,
respectively).

Acetonic Buxus extract induces caspase 3-independent
apoptosis in MCF10C1a

In order to get more insights on the pattern of cell death, mainly
in MCF10CA1a, we studied the activation of several additional
markers related to apoptosis by immunoblot (Figure 6A). Pro-
caspase 3 is undetectable in MCF-7 cells due to a 47-bp deletion
within exon 3 of the procaspase-3 gene that alters the reading
frame of the message, resulting in an unstable truncated
polypeptide [34,37]. According to that, activated caspase 3 was
assessed in MCF10CA1a (Figure 6A), as well as in the control cell
line MCF10A (Figure S6). Surprisingly, active caspase 3 was
absent after treatment with the plant extract, even with reduced
incubation times (Figure 6A). This result is in contradiction with
our previous finding concerning Annexin V staining; the
aggressive cell line MCF10CA1a displayed PI2/Annexin V+

pattern after plant treatment, illustrating an apoptotic cell death
concomitant to autophagy. Taken together, these results indicate
that MCF10CA1a death can be related only to autophagy,
triggered by metabolic stress created by damaged mitochondria
that caused an energy-deprivation state, or the autophagy is
coupled to an apoptosis cell death independent of caspase 3
activation, since we noticed occurrence of DNA damages related
apoptosis (presence of cleaved PARP and cH2AX, Figure 6A).

As the cells displayed a G1-phase arrest, we were interested in
testing levels of p21, a potent cell cycle inhibitor through
inactivation of G1-phase cyclin/CDK complexes. Surprisingly,
we have found a decrease in p21 levels in cancer cell lines tested
(Figures 4B and 5B, Figure S5 B and D). In addition, the cells
showed reduced levels of Survivin after plant extract treatment. In
the control cell line MCF10A, Survivin was detected at 24 h but
no effect on its levels is noticed after plant extract treatment. At
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48 h, the level of Survivin is undetectable along with Cyclin A2
(Figure S6), this can be explained by the fact that the cell line did
not undergo mitosis and can hence explain the disappearance of
Survivin.

It is known that the up-regulation of Survivin expression in
cancer cells is independent of the cell cycle, suggesting an increase
of its anti-apoptotic role compared to normal cells, in which its
mitotic regulation functions may be predominant.

Beclin 1 is a 60-kDa protein that plays a critical role in the
formation of auto-phagosomes in mammalian cells [38,39]. 40%
of human breast carcinoma cell lines exhibit deletions of one or
more alleles of beclin 1 gene [40]. This decreased expression of
Beclin 1 suggests that specific molecular alterations in autophagy
pathways may contribute to tumorigenesis [41]. As illustrated in
Figure 4, 6B and 6C, an increase in Beclin 1 levels was noticed in
treated MCF7, T47D and BT-20, respectively, demonstrating that
the plant extract triggers autophagic cell death.

Acetonic Buxus extract induces apoptosis in T47D and
BT-20

Since we have noticed the presence of pre-apoptotic subpop-
ulations in Annexin V-FITC stained cells, we decided to check the
occurrence of apoptosis in these cell lines. As illustrated in
Figure 6B and 6C for T47D and BT-20, respectively, after 3 h of

treatment, there is occurrence of apoptosis since there is expression
of certain apoptosis markers : caspase 3, cH2AX. In parallel,
autophagy occurs in these cells, since there is a concomitant
overexpression of Beclin-1 (Figure 6B and 6C).

Discussion

In this study, we report cytotoxic effects of a plant extract –
acetonic extract of Buxus sempervirens L. – on several breast cancer
cell lines. Cytotoxic activities concerning Buxus species are scarce;
although an interesting cytotoxic activity is reported for triterpe-
noid alkaloids isolated from Buxus microphylla L. against HepG2
[28]. According to our results, in breast cancer cell lines, the Buxus
acetonic extract induced cell cycle arrest in G0/G1 phase and
triggered cell death by increased sub-G1 cell population. The
observed effects could be mediated by two sub-classes of cytotoxic
molecules, a first class could act fast and require high
concentration to induce cell death, and a second class plays a
role in cell cycle arrest by preventing the G1-to-S transition.
Alternatively, all these effects could be attributed to a single
molecule. This conclusion arises from previous similar results
described in the literature with Resveratrol [42]. Indeed, this
phytoalexin stilben isolated from grapes, wine and nuts, induces
cell cycle arrest at low concentrations and cell death through

Figure 3. Buxus extract induces autophagy in cancer cells as evidenced by PI/Annexin V double staining and FACS analysis. A–B. PI/
Annexin V double staining of untreated and treated MCF7 (A) and MCF10CA1a (B) cells with IC50 concentration for 24 h and 48 h. C. FACS analysis
with PI/Annexin V double staining of MCF10A cell line (control cell line) treated with MCF7 and MCF10CA1a IC50 respective Buxus extract
concentrations for 24 h and 48 h.
doi:10.1371/journal.pone.0024537.g003
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auto-phagocytosis process in ovarian cancer cells at high
concentrations [42]. This is a very striking finding, since our
preliminary results revealed the absence of Resveratrol in Buxus
extracts. Also, it is worthy to notice that the plant was collected in
an area characterized by unfavorable growth conditions (moun-
tainous and semi-arid region) which are known to trigger the
production of phytoalexin substances.

Our investigation concerning cell cycle arrest revealed also a
highly sought characteristic. The Buxus acetonic extract is able to
block cell cycle in G0/G1 through the decrease in cyclin D1.
Cyclin D1 belongs to the family of three closely related D-type
cyclins, D1, D2 and D3, which are redundant in all proliferating
cell types. D-cyclins together drive cell-cycle progression by
activating their cyclin-dependent kinase partners, CDK4 and
CDK6, which leads to phosphorylation of the retinoblastoma
protein (Rb), and in turn to the advance through the G1 phase of
the cell cycle [43,44]. Cyclin D1 is over-expressed in most breast
tumor cell lines through over-expression and/or amplification at
its genomic locus, 11q13. This feature has been shown to play a
key role in tumorigenesis and confers bad prognosis in breast
cancer [45–47]. Moreover, the cell cycle arrest observed cannot be
the result of CDK inhibitors activation as shown by decreased
levels of p21 and p27 (data not shown). Rather, the effect relies on
a direct decrease in cyclin D1, strongly suggesting that inhibition
of cyclin D1 by Buxus extract could be a good tool to improve
prognosis in breast cancer.

Another interesting feature concerns the concomitant occur-
rence of the two programmed cell deaths, apoptosis and
autophagy, in several breast cancer cells including triple positive
and triple negative ones, since our results have shown markers
related to both of them. Transmission electron microscopy
analyses showed marked differences in localization and shapes of
mitochondria in Buxus extract-treated MCF10CA1a cells. The
cellular distribution of mitochondria is deeply affected during
apoptosis. Mitochondria are normally dispersed throughout the
entire cell; however, during apoptosis triggered by tumor necrosis
factor (TNF), there is a peri-nuclear clustering of mitochondria is
caused by an impaired activity of the molecular motor kinesin
[48]. Also, the loss of integrity of the mitochondria outer
membrane is a very important hallmark of apoptosis. Referred as
MOMP (Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization), it
leads to the release of proteins normally found in the space
between the inner and outer mitochondrial membranes, such as
cytochrome C and AIF (Apoptosis Inducing Factor) [49]. It is
well established that the release of these molecules initiates
apoptosis. Cytochrome C binds to APAF-1 (apoptotic protease
activating factor–1). In the presence of ATP, APAF-1 is allowed
to oligomerization and forms the ‘‘apoptosome’’ which, in turn,
activates Caspase 9 by dimerization. The active Caspase 9
activates executor caspases (Caspase 3 and 7) and this
orchestrates apoptosis through the cleavage of key substrates
within the cell [50]. Also, AIF has a direct effect on isolated
nuclei, triggering chromatin condensation as well as large-scale
chromatin fragmentation [51].

Figure 4. Acetonic extract of Buxus induces autophagy in MCF7
cell line. A. Transmission electron microscopy pictures of untreated
and Buxus extract-treated MCF7 cells with IC50 concentration for 72 h.
Black arrows show degradative autophagic vesicles. White arrows show

lucent electron vesicles. B. Immunoblots of total cell extracts isolated
from MCF7 (treated and untreated, as indicated) probed with different
antibodies demonstrating the occurrence of autophagy. b-actin has
been used as a loading control. C. Immunofluorescence targeting LC3
obtained with untreated and Buxus extract-treated MCF7 cells (IC50,
72 h). Magnification 6400. Ac Bux: acetonic Buxus extract.
doi:10.1371/journal.pone.0024537.g004
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There is more and more evidence that autophagy is a
mechanism of cell survival following plethora of extra-cellular
and intra-cellular stimuli. Numerous studies have demonstrated
that proceeding to autophagy allows cancer cells to escape cell
death [52–55]. Nevertheless, the autophagy is highly contextual, it
can exert both cyto-protective and death-promoting effects.
Indeed, the effect of autophagy may vary dependent on the type
of cancer, individual characteristics of cancer cells, microenviron-
ments, and therapeutic treatment [52]. Nonetheless, it is clearly
assumed that induction of autophagy to high levels leads to
autophagic cell death [56,57].

Interestingly, the Buxus extract induced a decrease in p21 levels,
which could be related to its involvement as an anti-apoptotic
protein. This is exemplified by preventing apoptosis by protecting
the N-terminal moiety of Caspase 3 preventing its activating
proteolysis [58]. Lately, p21 has been reported to play a crucial
role in autophagy [59]; although, the entire mechanism is not fully
understood. Wild-type MEF (Mouse Embryonic Fibroblasts)
undergo apoptosis upon C2-ceramide treatment, and p212/2

MEF undergo autophagy rather than apoptosis upon the same
death stimulus. p21 triggers apoptosis by inhibiting the autophagic
pathway through the suppression of the stability of autophagy-
related proteins in MEF [59]. Hence, decreased levels of p21
observed in the cells treated with the plant extract can trigger cell
death by autophagy.

By decreasing levels of p21, the Buxus extract seems to contain
molecules that inhibit cytosolic p21 and trigger cell death. It has
been already shown that targeting p21 (with an anti-sense
oligodeoxynucleotide) attenuated the growth of Met-1 tumors in
nude mice [60]. Finally, our data demonstrated that the Buxus
extract also decreases levels of Survivin, a 16.5 kDa protein that
belongs to the IAP family (Inhibitor of Apoptosis proteins) [61],
which plays a key role in mitotic spindle formation [62]. However,
two general considerations make Survivin an attractive therapeutic
target in cancer: it is selectively expressed in tumor cells and it is
required for their viability [63,64]. In cancer cells, Survivin
correlates with unfavorable prognosis, resistance to therapy, and
accelerated rates of recurrences [65].

In light of our results, we can conclude that Buxus sempervirens
extract targets many proteins widespread in cancer cells
cytoplasm, leading to cell cycle arrest and autophagy. There is
however a crosstalk between apoptosis and autophagy, which
determines cell fate, but the molecular mechanism is not fully
understood. Previous data suggested that the removal or functional
inhibition of essential proteins from the apoptotic machinery can
switch a cellular stress response from the apoptotic default
pathway to a state of massively increased autophagy. However,
apoptosis develops only when autophagy is inhibited [66]. In our
case, mechanisms of the concomitant occurrence of autophagy
and apoptosis are unclear. A possible explanation for the
autophagy observed in MCF10CA1a cells can be the presence
of Ha-Ras. This aggressive cell line was obtained by transfecting
MCF10A with this oncogene. It has been lately shown that the
presence of this signature leads to the occurrence of autophagy
[67].

Figure 5. Acetonic extract of Buxus induces autophagy in
MCF10CA1a cell line. A. Transmission electron microscopy pictures
of untreated and Buxus extract-treated MCF10CA1a cells (IC50, 72 h).
Black arrows show degradative autophagic vesicles. White arrows show

damaged mitochondria. B. Immunoblots of total cell extracts isolated
from MCF10CA1a (treated and untreated, as indicated) probed with
different antibodies demonstrating the occurrence of autophagy. b-
actin has been used as a loading control. C. Immunofluorescence
targeting LC3 obtained with untreated and treated MCF10CA1a cells
(IC50, 72 h). Magnification 6400. Ac Bux: acetonic Buxus extract.
doi:10.1371/journal.pone.0024537.g005
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Conclusion
Nowadays, it is accepted that the major problem with

conventional chemotherapy lies in the doses used: low doses have
no effect on cancer cells and too high doses induce deleterious side
effects. Thus, the presence of a ‘‘sensitizer’’ that can force cells to
undergo apoptosis even with mild DNA-damaging agents would
greatly enhance the efficacy and limit side effects of conventional
chemotherapy drugs [68]. Hence, targeting p21 and Survivin can
be a good adjuvant therapy to improve cell death in accompa-
niment to other conventional drugs [69,70]. Buxus extract
probably contains molecules that inhibit p21 and Survivin and
thus can be used in addition to commonly used drugs to trigger cell
death.

Another important feature concerning Buxus extract is its
capacity to target the cell cycle which is very promising in cancer
chemotherapy. Agents that induce cell cycle arrest are increasingly

used in combination with traditional cytotoxic drugs to overcome
cell cycle–mediated drug resistance and to improve cytotoxic
efficacy. Among them, Flavopiridol has been shown to directly
inhibit many CDK proteins [71].

Taken together, our data suggest that Buxus sempervirens extract
can induce cell death not only via apoptosis, but also by
autophagy. This is very promising, since it indicates that the
Buxus extract may contain molecules that can be potentially used
in apoptosis-resistant cells. Also, it exhibited increased toxicity
towards cancer cell lines, including triple negative breast cancer
cells. Moreover, it induced cell cycle arrest, depletion of cell
energy, leading to cell death. Finally, Buxus deserves further
investigation to understand the potential use of its molecules in
therapeutic application for cancer treatment.

Materials and Methods

Plant extract preparation
Buxus sempervirens L. (Buxaceae) was collected from remote places

around the province of Béjaia (with the kind permission of the
Parc National de Dujurdjura authorities, Northeastern region of
Algeria) in March 2008. Plant parts (leaves and flowers) used in
this study were chosen on the basis of their use in Algerian
ancestral medicine.

Powdered material (2 g) was macerated in pure acetone
(200 ml) during 24 h, at room temperature with light stirring
(50 rpm), and then filtered using 0.22 mm filters (Millipore). The
flow-through material was evaporated to dryness under reduced
pressure and the solid extract was reconstituted in DMSO solvent
(100 mg/ml stock solution) before storage at 220uC.

Cell culture
MCF7 cells (HTB-22, ATCC) were grown in Dulbecco’s

Modified Eagle Medium (DMEM), 4.5 g/l of glucose, supple-
mented with 5% fetal calf serum, 100 U/mL of penicillin (PAA),
and 100 mg/mL of streptomycin (PAA). MCF10A cells (CRL-
10317, ATCC) were cultured in DMEM/F-12 medium (PAA,
Carlsbad, CA) supplemented with 10 mg/mL of human insulin
(Sigma, St. Louis, MO), 20 ng/mL of epidermal growth factor
(Sigma, St. Louis, MO), 0.5 mg/mL of hydrocortisone (Sigma, St.
Louis, MO), 5% horse serum (Invitrogen), 100 U/mL of penicillin
(PAA) and 100 mg/mL of streptomycin (PAA). T47D (HTB-133,
ATCC), a generous gift from Dr Yegor Vassetzky were grown in
DMEM, 4.5 g/l of glucose, supplemented with 10% horse serum,
100 U/mL of penicillin (PAA), and 100 mg/mL of streptomycin
(PAA). BT-20 (HTB-20, ATCC) and MDA-MB-435 cells (HTB-
129, ATCC) were cultured in DMEM, 4.5 g/l of glucose,
supplemented with 10% fetal calf serum, 100 U/mL of penicillin
(PAA), and 100 mg/mL of streptomycin (PAA). MCF10CA1a cells
[72] were cultured in DMEM/F-12 medium supplemented with
5% fetal calf serum (PAA), 100 U/mL of penicillin (PAA) and
100 mg/mL of streptomycin (PAA). All cited cells were cultured at
37uC in a humidified atmosphere and 5% CO2.

Viability assay
Cell proliferation was determined using the Cell Titer Glo assay

(Promega). Cells were seeded at a density of 36103 cells per well in
96-well plates and maintained 24 h for attachment and then
treated with two-fold serial dilutions of the plant extract. After
72 h incubation, 20 mL of MTT reagent were added. The plates
were incubated during 2 h and absorbance determined at 560 nm
in Glomax Multi-detection System (Promega). Percentages of cell
survival were calculated as follows: % cell survival = (absorbance of
treated cells/ absorbance of cells with vehicle solvent)6100. The

Figure 6. Buxus extract induces apoptosis in MCF10CA1a, T47D
and BT-20 breast cancer cell lines. A. Immunoblots of total extracts
from MCF10CA1a, revealing the presence of the cleaved from of PARP
and cH2AX, hall marks of apoptosis, at the same time, the blot reveals
the absence of active caspase 3, demonstrating the occurrence of
apoptosis without caspase 3 activation. B. and C. Immunoblots of total
extracts from T47D and BT-20, respectively, revealing the presence of
the cleaved from of caspase 3 and cH2AX, hallmarks of apoptosis,
demonstrating the occurrence of apoptosis and an up-regulation of
Beclin-1, proving the occurrence of autophagy at the same time.
GAPDH was used as a loading control. Ac Bux: acetonic Buxus extract.
doi:10.1371/journal.pone.0024537.g006
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half inhibitory concentration (IC50) was calculated from the dose–
response curve obtained by plotting the percentage of cell survival
versus the concentration of plant extract used. All assays were
performed three times in duplicate. During all experiments,
DMSO dilutions of Buxus acetonic extract were adjusted in the
culture media at a final concentration of 0.2% (v/v).

FACS analysis, PI and PI/Annexin V staining
In order to determine the effect of plant extract on the cell cycle,

FACS analysis was carried out. For propidium iodide (PI) staining,
cells were seeded in 6-well plates at a density of 104 cells/ml. After
24 h of attachment, cancer cells were treated with indicated plant
extract concentrations for different time intervals. Floating and
attached cells were harvested, washed in PBS, fixed in ice-cold
ethanol (70% v/v) and stored at 220uC. For analysis, cells were
washed in PBS and suspended in PI (25 mg/ml) in PBS with
RNase A (200 mg/ml).

For PI/Annexin V double staining, treated cells were harvested
and suspended in binding buffer (HEPES pH 7.4, CaCl2 2.5 mM,
NaCl 140 mM). Aliquots of cells were incubated for 15 mn with
Annexin V FITC and PI (5 mg/mL) (Invitrogen).

During all FACS analyses, 105 events for each sample were
analyzed. Flow cytometry analyses were carried out on a
FACScalibur system (BD Biosciences) followed by analysis using
CellQuest Pro software (BD Biosciences).

Ultra-structural study by transmission electronic
microscopy

Treated (IC50/72 h) and control cells were fixed in buffered
(0.1 M) sodium cacodylate, pH 7.4 and 2.5% glutaraldehyde
solution for 2 h. After washing, the cells were post-fixed in 1%
OsO4 solution for 1 h at room temperature, rinsed and
dehydrated in an ethanol gradient (70% to 100%, 10 min for
each bath). Absolute ethanol was replaced by 2,3 epoxy
propylether and further by propylene oxide. Cells were infiltrated
by epoxy resin (R1165, Agar scientific) mixed to propylene oxide
(50%-50%) overnight, followed by three baths with pure epoxy
resin. Samples were polymerized at 60uC during 18 h. Ultra-thin
sections (80 nm) cut with an ultra-microtome (Leica UC6) were
stained with uranyl acetate (20 min) and Reynolds lead citrate
(2 min). Sections were observed at 80 kV, in a TEM Phillips
Tecnai equipped with an Olympus Keenview CCD camera.

Immunofluorescence
Cells were grown on Permanox slides during 24 h before Buxus

acetonic extract treatment (IC50, 72 h). They were fixed with a
paraformaldehyde solution (4%) and permeabilized with 0.1%
Triton X-100 in PBS, before incubation with appropriate
antibodies: a-tubulin (1/5000, Sigma), LC3 (1/200, Sigma)
overnight at 4uC. After extensive washing, slides were incubated
1 h at room temperature with red fluorescent Alexa Fluor 568
dye-labeled anti-mouse IgG for a-tubulin and green-fluorescent
Alexa Fluor 488 dye-labeled anti-rabbit for LC3. Coverslips were
mounted in DAPI (49,6-diamidinole-2-phenolindole) (Sigma
Aldrich). Finally, cells were observed with a Leica DMI 6000 B
microscope and images were treated with MetaMorph software.

Western blot
Cell extracts were prepared in RIPA (50 mM Tris-HCl

(pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% NP40, 0.5% Na-deoxycholate,
0.1% SDS, 1 mM EDTA containing protease inhibitor mixture
(Roche Applied Science). After sonication on a Bioruptor
(Diagenode) at high frequency during 7.5 mn (1 mn of pause

versus 15 sec of sonication), the soluble protein fraction was
collected after centrifugation at 13 500 g during 10 mn. Protein
concentration was determined BCA kit according to manufactur-
er’s instructions (Pierce, Rockford, IL). 30 mg of proteins were
subjected to SDS-PAGE in 4 to 12% gradient gels and separated
proteins were transferred to nitrocellulose membrane (Invitrogen).
Incubation with different antibodies was monitored overnight at
4uC. Membranes were incubated with the appropriate secondary
antibody coupled to HRP (Horseradish Peroxidase), revealed
using West Dura kit (Pierce, Rockford, USA) and ChemiSmart
5000 system (Vilber Lourmat).

Antibodies
The antibodies against p21 (C-19, sc-397), cyclin A2 (C-19, sc-

596), cyclin D1 (DCS-6, sc-20044), cyclin D3 (C-16, sc-182),
cyclin E1 (E-4, sc-25303), Rb (C-15, sc-50) were from Santa
Cruz Technologies. Anti-cleaved caspase 3 (Asp 175 9661) was
purchased from Cell Signaling Technologies. Anti-PARP (33–
3100) was from Zymed Inc, anti-LC3 (L8918). Antibodies against
Beclin-1 (B6061), b-actin (T9026), a-tubulin (A5441) and GAPDH
(G8795), normal mouse and normal rabbit IgG were from Sigma
Aldrich. Anti-Survivin (Ab469) was from Abcam.
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Supporting Information

Figure S1 Dose effect of the acetonic extract of Buxus on
MCF7 cells. A. FACS analysis of treated MCF7 with increasing
concentrations of Buxus extract. The results are the mean 6 SEM
of three experiments. The results demonstrate a dose effect with
increased sub-G1 subpopulation upon plant extract treatment. B.
Immunoblot analyses of total extract of treated MCF7 cells treated
with increasing concentrations of Buxus showing the multiple
targets of the extract at high concentrations. GAPDH was used as
a loading control.
(EPS)

Figure S2 Dose effect of the acetonic extract of Buxus on
MCF10CA1a cells. A. FACS analysis of treated MCF10CA1a
with increasing concentrations of Buxus extract. The results
represent means 6 SEM of three experiments. The results
demonstrate a dose effect with increased Sub-G1 subpopulation
upon plant extract treatment. B. Immunoblot of total extract of
treated MCF10CA1a cells treated with increasing concentrations
of Buxus showing the multiple targets of the extract at high
concentrations. GAPDH was used as a loading control.
(EPS)

Figure S3 Treatment of T47D (an aggressive triple
positive breast cancer cell line) and BT-20 (a triple
negative brast cancer cell line) cells with Bux acetonic
extracts resulted in the accumulation of cells in G0/G1
phase in a dose- and time-dependent fashion. A. and D.
T47D and BT-20, respectively, were treated in increasing
concentrations of the plant extract (IC50/2, IC50 and 26 IC50)
during 24 h and 48 h and resulted in an accumulation of cells in
G0/G1 phase as demonstrated by FACS analyses. The results
represent means 6 SEM of three experiments. B and E. Western
blots analysis of untreated and treated T47D and BT-20 cells,
respectively, showing a decrease of cyclin D1 after their respective
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IC50 treatment with the plant extract during 24 h and 48 h. C
and F. Western blot analysis of total cell extracts from untreated
and treated T47D and BT-20 cells, respectively, with increasing
concentrations of Ac Bux (IC50/2, IC50 and 26 IC50) during
48 h, illustrating a dose effect of Ac Bux on the several targeted
proteins probed. Ac Bux: acetonic Buxus extract.
(EPS)

Figure S4 Treatment of T47D and BT-20 cells with the
plant extract resulted in the accumulation of apoptotic/
necrotic cells. A. T47D cells were treated during 24 h and 48 h
with the plant extract (IC50) and resulted in the accumulation of
apoptotic/necrotic cells as illustrated with the Annexin V-FITC
stained cells analyzed by FACS. B. Annexin V-FITC stained BT-
20 cells showing that after 24 h of plant extract treatment (IC50),
there is an emergence of pre-apoptotic cells that shift to apoptotic/
necrotic cell population after 48 h of treatment.
(EPS)

Figure S5 Buxus extract treatment in T47D and BT-20
cells resulted in autophagy. A and C. Immunofluorescence
targeting LC3 obtained with untreated and treated T47D and BT-
20 cells, respectively, (IC50, 72 h), showing the punctuated staining
of the processed form LC3 II. Magnification 6400. Ac Bux:
acetonic Buxus extract. B and D. Immunoblots of total cell
extracts of untreated and treated T47D and BT-20 cells,

respectively, (IC50 during 24 h and 48 h) demonstrating the
occurrence of the processed form of LC3 and the decrease of p21
levels.
(EPS)

Figure S6 Immunoblot analysis of total cell extracts
isolated from MCF10A demonstrating the absence of the
processed LC3II and caspase 3 in treated cells. Only a
small band related to LC3II is present when cells were treated with
MCF7-IC50. a-tubulin was used as a loading control.
(EPS)
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