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RESUME

L’histone variante H2A.Z, histone de la famille H2A est enrichie dans certaines régions non
transcrites de la chromatine, telles que la chromatine péricentromérique, centromérique et
télomérique. Elle existe sous la forme de deux isoformes, H2A.Z-1 et H2A.Z-2, qui différent par
seulement 3 acides aminés et sont codés par deux geénes distincts, H2afz et H2afv. L histone
H2A.Z apparait impliquée dans divers évenements cellulaires tels que la transcription, la
réparation de I’ADN ainsi que la prolifération et la différenciation cellulaire. La fonction de
H2A.Z a été, jusqu’ici, analysée surtout grace a la culture cellulaire in-vitro. Peu d’informations
sont disponibles concernant le réle de H2A.Z in-vivo dans différents organes, reflétant le manque
de mode¢les animaux permettant I’invalidation génique de H2A.Z. Nous avons créé un mod¢le de
souris transgénique permettant de réaliser in-vivo le double knock-out conditionnel (KI/cKO) des
genes H2afz et H2afv de maniére tissu-spécifique dans les kératinocytes de la peau. Ce modéele
d’étude in-vivo est unique car le seul a ce jour permettant d’éliminer complétement I’expression
de H2A.Z. L’ histone variante est physiologiquement présente dans toutes les cellules wild-type.
Si les deux génes codant pour H2A.Z sont délétés, la concentration de I’histone diminue au fur
et a mesure des mitoses successives et finit par disparaitre.

L’épiderme en constante prolifération (tissu mitotique) mais aussi en constante
différenciation (tissu post-mitotique), ainsi que le follicule pileux ou ces deux processus
intervenent de manicre cyclique lors de la formation du poil, constituent un excellent mode¢le afin

de disséquer le role spécifique de H2A.Z dans les processus de prolifération et de différenciation.

L’induction par le tamoxiféne du transgéne K14CreER™ invalidant les génes H2A.Z (H2afz
et H2afv) dans les kératinocytes, a tout d’abord été réalisée chez la souris adulte dgée de 6-8
mois. Elle entraine progressivement la perte totale de 1’histone variante H2A.Z dans les cellules
d’amplification transitoire (TA) qui se multiplient activement : au niveau du follicule pileux en
phase de croissance (anageéne) et au niveau des cellules situées de place en place au niveau de
1’assise basale de I’épiderme. Le blocage en phase G2/M de ces cellules, perturbe I’homéostasie
de la peau et appelle en retour une migration des cellules souches du follicule pileux vers
I’épiderme, entrainant un épaississement de 1’épiderme et une alopécie dans la région ventrale
thoracique.

Lors de la mise en place de la peau embryonnaire la délétion des deux génes H2afz et H2afv,

ar I’induction du transgéne K14CreER™? suite a I’injection de tamoxiféne ou 1’utilisation du
p g y
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transgene K5Cre dont ’activité est constitutive, entraine la perte progressive de 1’histone H2A.Z
dans toutes les cellules épidermiques et les cellules des bourgeons pileux, qui toutes ont un fort
indice de prolifération. La perte de H2A.Z entrainant le blocage des cellules en phase G2/M, ces

cellules se différencient et s’accumulent dans la couche cornée.

En conclusion, les différents phénotypes développés apres le knock-out de H2A.Z dans les
kératinocytes chez 1’adulte ainsi qu’au cours de I’embryogénése de la peau, nous ont permis de
montrer I’implication de H2A.Z dans la progression de la mitose, et par la méme directement son

implication dans la régulation de I’homéostasie de 1’épiderme.
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ABSTRACT

Histone variant H2A.Z replaces the canonical histone H2A and is particularly enriched at
non-transcribed chromatin regions as pericentromeric, centromeric and telomeric. Histone
variant H2A.Z exists in two isoforms H2A.Z-1 and H2A.Z-2 coded by 2 distinct genes, H2afz
and H2afv, that differ only by 3 amino acids. H2A.Z seems to be involved in several cellular
events as transcription, DNA repair as well as proliferation and cellular differentiation. The
function of H2A.Z has been, until now, mostly studied by the in-vitro cell culture. Few data are
available concerning the role of H2A.Z in-vivo, regarding different organs, reflecting the lack of
animal models to follow the genetic invalidation of H2A.Z. Histone variant H2A.Z is present in
wild-type cells and when the 2 genes coding for H2A.Z are deleted, its concentration decreases
progressively with succeeding mitosis until it disappeared.

We have created a new and unique transgenic mouse model enabling to achieve, in-vivo, a
double conditional knock-out of H2afz and H2afv genes, in a specific tissue, the skin epidermis.
Constantly proliferating (mitotic tissue) and differentiating (post-mitotic tissue), the epidermis
and hair follicles are excellent models to address the role of H2A.Z in cell proliferation and

differentiation.

In adult 6-8 months mice, the induction of the transgene K14CreER™ by tamoxifen
invalidates H2A.Z genes (H2afz and H2afv) and leads to the progressive loss of H2A.Z in
transient amplifying cells (TA) that actively proliferate: in growing hair follicles (anagen) and in
epidermal basal layer. The blocking of cells in G2/M phase, affects skin homeostasis calling in
return the migration of stem cells from the hair follicle and epidermis, resulting in further
epidermis thickening and alopecia of ventral thoracic regions.

During skin embryogenesis, the deletion of both H2A.Z genes, activating K14CreER™?
transgene by tamoxifen or by using the constitutively activated K5Cre transgene, leads to a
progressive loss of histone variant H2A.Z in all epidermal cells and hair bud cells, which both
have a high proliferation index. The loss of H2A.Z results in cell block in G2/M phase, leads to

cell differentiation and finally a build-up of dead skin cells in corneum layer.

To conclude skin phenotypes obtained H2A.Z knock-out in the adult or during skin
embryogenesis, show that H2A.Z plays an essential role in mitosis and appears directly involved

in the regulation of epidermis homeostasis.
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Introduction

Chapitre 1.1 LLa chromatine, une structure en constant

remaniement

I.1.1 Un point sur histoire

Depuis les années 40, les questions concernant la forme sous laquelle se présente le vecteur
de I’information génétique et comment se fait la transmission des geénes au cours des
générations suscitent un grand intérét. En 1944, le médecin-chercheur Oswald Avery a identifi¢
I’acide désoxyribonucléique (ADN) chez les bactéries, comme étant la composante des
chromosomes et qui donc serait responsable de 1’hérédité. A cette époque, la communauté
scientifique pensait que les génes étaient des protéines et que 1’hérédité était transmise par celles-
ci. De ce fait, la constatation du docteur Avery a longtemps été controversée. En 1950 le
biochimiste Erwin Chargaff a découvert que la molécule d’ADN était en fait une macromolécule
constituée de la succession de quatre types de petites molécules, appelées nucléotides, et se
distinguant par leur bases azotées (A : Adénine, T : thymine, C : Cytosine, G : Guanine). Selon
le docteur Chargaff, les nucléotides sont connectés les uns aux autres par leur groupement
phosphate formant un « collier de perles ». Cependant, la disposition de ces perles et donc la
structure de I’ADN, restait encore inconnues.

L’étude de la structure de la molécule d’ADN a débuté grace a 1’utilisation des rayons X.
Rosalind Franklin a obtenu en 1951 la premiére observation de I’ADN visualisé¢ aux rayons X
qui montrait une « structure » trés réguliere en forme de croix. En 1953, James Watson et Francis
Crick découvrirent que la structure de la molécule d’ADN était bien plus complexe. Ils ont
montré une structure d’ADN en double hélice, formée de deux brins identiques composés de
phosphates et de sucres (désoxyriboses) et enroulés 1'un autour de l'autre. Entre les deux brins,
comme des « barreaux d'échelle », sont disposées les bases azotées A, T, G et C. La succession
de ces bases le long de la molécule d'ADN défini l'information, le code génétique. Suite a cette
découverte, Francis Crick, James Watson et Maurice Wilkins partageront en 1962 les honneurs

du Prix Nobel de médecine.

I.1.2 L’organisation structurale de la chromatine

Chez la plupart des organismes et plus particuliérement chez les organismes eucaryotes,
I’ ADN est le support universel de I’information génétique, I’'unité de base de la vie et il doit étre

fidélement transmis a la descendance. En effet, notre survie, notre développement ainsi que nos
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caractéristiques phénotypiques dépendent étroitement de la maniere dont I’ADN est organisé a
I’intérieur des cellules. Notre héritage génétique est bien plus complexe qu’une simple séquence
d’ADN.

La fibre de chromatine a ét¢ identifiée par Walther Flemming en 1881, a I’intérieur du
noyau, visualisée grace a la fixation d’un colorant basique, I’aniline. La fibre de chromatine est
définie par I’ensemble des nucléotides (ADN, ARN), soit 1/3 des composants, et par un certain
nombre de protéines, soit 2/3 des composants. Parmi les protéines constituant la chromatine,
environ 50% sont des petites protéines basiques appelées histones et les 50% autres sont des
protéines diverses appelées « protéines-non histones ».

L’organisation structurale et spatiale de I’ADN constitue la caractéristique principale de la
fibre de chromatine. En effet, elle permet dans un premier temps la compaction de I’ADN dans
un faible volume, contenu dans I’espace restreint du noyau ; dans un deuxi¢me temps, sa structure
et sa composition permettent de protéger ’ADN contre les dommages mais également de

controler I’expression des genes ainsi que la réplication de I’ADN.

I.1.2.1 Le nucléosome, unité de base de la chromatine

Dans les années 70, des progrés majeurs en biophysique et en microscopie électronique ont
conduit a la découverte de I’unité de base de la chromatine, baptisée « nucléosome » en 1975. La
digestion partielle de la chromatine par des nucléases micrococcales engendre des petits
fragments d’ADN d’environ 200 paires de bases, qui sont visibles par microscopie €lectronique
(Figure I.1-1). Ces petits fragments caractérisent le nucléosome comme étant I’unité de répétition
structurale composant la fibre de chromatine (Kornberg, 1974; Olins and Olins, 1974; Oudet et
al., 1975). Le nucléosome se compose de deux parties distinctes: la particule de cceur
(Nucleosome Core Particle ou NCP) autour de laquelle s’enroulent 147 pb d’ADN selon 1,67
tours, puis une région inter-nucléosomale reliant les particules de coeur adjacentes, constitué
d’ADN non enroulé, appelé ADN de liaison, et pouvant comporter plus de 80 paires de bases

(Figure 1.1-7) (Luger et al., 1997).
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Figure I.1-1- Le nucléosome : unité structurale de base de la chromatine.

(a) Chromatine isolée en condition ionique faible. Visualisation de la fibre de 10 nm également appelée fibre en
« collier de perles ». (b) Mono-nucléosomes isolés aprés digestion de la chromatine par la nucléase microccocale.
(¢) Chromatine isolée en condition ionique modérée, afin de maintenir la fibre de chromatine hautement compactée
a 30 nm. Microscopie électronique (Olins and Olins, 2003).

1.1.2.2 Les histones

Parmi toutes les protéines composant la chromatine, environ 50% sont des histones. Ce sont
des petites protéines basiques, riches en résidus lysine et arginine. La famille des histones se
compose de deux types principaux répartis en 5 familles, les histones de cceur (H2A, H2B, H3 et

H4) d’une taille comprise entre 11 et 16 KDa, et les histones de liaison (H1) d’environ 24 KDa.

1.1.2.2.1 Les histones de ceeur

Quatre histones de cceur (H2A, H2B, H3 et H4) composent I’octamére d’histones au centre
de la particule de cceur du nucléosome (Figure 1.1-3). Malgré la faible homologie de séquence
entre les 4 histones de cceur (Figure 1.1-6), elles posseédent des structures secondaires et tertiaires
assez similaires. Elles ont globalement toutes une structure secondaire structurée, une longueur
comprise entre 100 et 140 acides aminés et une masse molaire comprise entre 11 et 16 KDa
(Figure I.1-2, a).

Elles possédent un domaine central globulaire (Central Domain ou CD), flanqué a chaque
extrémité par les queues amino-terminale et carboxy-terminale (Figure 1.1-2, a). Contrairement
au domaine globulaire, les queues N-terminale et C-terminale des histones de cceur sont tres
divergentes et non structurées (Figure .1-6). La queue N-terminale est sujette & de nombreuses
modifications post-traductionnelles (Post Translational Modifications ou PTMs) jouant un rdle

dans la régulation épigénétique. De facon générale, la queue N-terminale est flexible, est
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relativement longue (15 a 45 acides aminés), et contient entre 30-40% de résidus chargés
positivement, tels que la lysine et arginine, pour toutes les histones de cceur. La queue C-
terminale n’est quant a elle souvent constituée que de quelques résidus (Luger et al., 1997). Les
interactions é€lectrostatiques entre les charges positives des queues N-terminales des histones et
les charges négatives apportées par les groupements phosphates de I’ADN contribuent a
I’organisation globale de I’ADN autour de 1’octamére d’histones afin de former le nucléosome
(Figure 1.1-2, Figure 1.1-3, Figure 1.1-7) (Luger and Richmond, 1998).

La caractéristique essentielle des histones de cceur est la présence du domaine structuré dit
histone fold-domain (HFD) (Figure 1.1-2, a). Ce domaine est formé par une longue hélice a2
centrale, puis par deux hélices a plus petites (al et a3) de chaque coté, auxquelles elle est reliée
par deux boucles courtes L1 et L2 (Figure [.1-2, a) (Wang et al., 1994; Luger et al., 1997). Le
HFD permet la dimérisation des protéines qui le contiennent, grace a I’interaction généralement
requalifiée de « poignée de main » (Figure [.1-2, b, c¢). Retrouvé dans un trés grand nombre de
protéines, et plus particuliérement les histones, ce domaine en « poignée de main » se qualifie de

motif histone-like (Arents et al., 1991; Arents and Moudrianakis, 1995).

1.1.2.2.2 Les histones de liaison

Les histones de la famille H1 ne présentent aucune homologie de s€quence avec les histones
de cceur. Elles ont une structure a 3 domaines : un domaine central globulaire, d’environ 80 acides
amings, trés conservé et structuré par un motif dit wing-helix. Ce motif, positionné au centre au
niveau de I’ADN entrant et sortant du nucléosome, n’interagit pas avec les histones de cceur. Puis
aux extrémités, une queue N-terminale non structurée de 20-35 résidus, et enfin un domaine C-
terminal (CTD ou C-terminal domain) d’une centaine de résidus (Allan et al., 1980; Zhou et al.,
1998).

L’association d’une histone de liaison H1 a la particule de cceur forme le chromatosome
(Figure 1.1-7) (voir paragraphe 1.1.2.3). Le domaine globulaire de I’histone de liaison H1 se lie
au niveau des bras d’ADN entrant et sortant du nucléosome (Syed et al., 2010). A cet endroit, il
induit le rapprochement des deux bras d’ADN sur une trentaine de paires de bases d’ADN au
niveau de I’axe de la dyade du nucléosome. Ce rapprochement limite leur mouvement et
verrouille le nucléosome dans une position fermée (Flanagan and Brown, 2016; Bednar et al.,
2017). 11 permet également d’augmenter le nombre de paires de bases d’ADN protégées de la
digestion par la nucléase microccocale, a savoir environ 20 pb en plus des 147 pb déja protégées
par la particule de coeur du nucléosome. Enfin, Stefan Dimitrov et ses collégues ont démontré

qu’en plus de la liaison du domaine globulaire de H1 a la dyade de nucléosome et aux deux bras
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d’ADN de liaison (entrant et sortant), son domaine C-terminal (C-terminal domain ou CTD)
s’associe a un seul des bras d’ADN de liaison (Figure 1.1-3, Figure I.1-4) (Bednar et al., 2017).
Cette derniére interaction perturbe 1’axe de symétrie du nucléosome et influence 1’assemblage et

la conformation de la chromatine d’ordre supérieure.

a)
al L1 o2 L2 a3
N-ter I DN e | Cter
) Domaine N-terminal Domaine «histone fold»
b) N L2
al a2 ! o3
L2 o
L a2
a3
L1
Histone H3 Histone H2A
L1 |2

al

‘a3

Dimére H3-H4 Dimere H2A-H2B
Figure I.1-2- Structure générale des histones de cceur.

(a) Représentation schématique générale d’une histone de cceur. Les segments en gris indiquent les hélices a du
domaine histone-fold (HFD), I’hélice a2 est séparée des deux autres hélices par les boucles L1 et L2. De part
et d’autre du domaine histone-fold central se trouvent les queues N-terminale et C-terminale. (b) Structure
tridimensionnelle du domaine histone-fold de 1’histone H3 et H2A humains. (¢) Les domaines histone-fold
interagissent selon un motif de « poignée de main » qui permet la dimérisation des histones, ici est représenté le
dimere H3-H4 et H2A-H2B. Structure obtenue a partir du fichier PDB ID : 1AOL
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Tétramere (H3-H4),
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Figure I.1-3- Structure de la particule de coeur du nucléosome.

Cette structure a été résolue par cristallographie aux rayons X(Luger et al., 1997). Le tétramere (H3-H4)2 s’associe
avec deux diméres (H2A-H2B) formant 1’octamére d’histones, autour duquel s’enroulent 147 paires de bases
d’ADN formant le nucléosome. Structure obtenue a partir du fichier PDB ID : 1AOL.

a) b)

Distal Proximal

Domaine C-terminal de H1

601 Domaine globulaire de H1

H1.0

Figure I.1-4- Etude de I’interaction des domaines globulaire et C-terminal de I’histone H1 (H1.0).

(a) Microscopie cryo-¢électronique de la particule de cceur du nucléosome et de I’ ADN de liaison superposés avec
la reconstruction 3D du nucléosome 601-H1.0. Le domaine globulaire de H1 est localisé sur I’axe de la dyade
(fléche rouge) et interagit avec 1’ADN entourant la particule de cceur ainsi que I’ADN de liaison entrant et sortant
du nucléosome. (b) Cartographie de la différence de densité entre le nucléosome avec H1 et le nucléosome sans
H1 (en rouge) (Bednar et al., 2017).
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1.1.2.2.3 Les histones canoniques

Les histones peuvent également étre classées en deux catégories, en fonction de la phase du
cycle cellulaire au cours duquel elles vont étre incorporées dans la chromatine. Leur
incorporation peut se dérouler au cours de la réplication ou tout au long du cycle cellulaire.

Parmi toutes les histones, les histones dites « canoniques » ou « conventionnelles » sont
majoritairement représentées. Par définition, I’expression et I’incorporation des histones
canoniques sont couplées a la réplication. Celles-ci sont synthétisées en phase S (Figure 1.1-9)
et immédiatement incorporées dans la nouvelle molécule d’ ADN synthétisée. Leur incorporation
dans la chromatine est réalisée par I’intermédiaire de protéines spécialisées appelées chaperonnes
(voir paragraphe 1.1.4.2). De cette fagon, I’assemblage de la chromatine se fait en grande partie
lors de la réplication. Le tétramére (H3-H4), s’associe d’abord a I’ADN, suivi ensuite de chacun
des diméres (H2A-H2B) puis de I’histone de liaison H1 (Figure 1.1-4).

Les geénes codant pour les histones canoniques ont une structure particuliére : ils sont
présents en multiples copies organisés en tandem. Chez I’homme, HIST1 est le plus long des
tandems de génes codant pour les histones. Situé sur le chromosome 6, il contient 55 génes. Puis,
deux tandems plus courts sur le chromosome 1, HIST2 et HIST3 qui codent pour 6 et 3 geénes
respectivement. Enfin, le géne codant pour I’histone H4 se situe sur le chromosome 12. Ce mode
d’organisation en tandem est retrouvé chez d’autres espéces, dont la souris (Marzluff et al., 2002).
Chaque protéine histone est codée par 10 a 20 génes différents et chacun de ces génes code pour
une séquence d’ARN messager (ARNm) unique. En effet, en plus de génes particuliers, les
histones canoniques posseédent également des ARNm particuliers. Tout d’abord, les ARNm
transcrits depuis ces génes ne possédent pas d’introns. De plus, parmi tous les ARNm eucaryotes
ils sont les seuls a ne pas posséder de queue poly-adénylée (poly-A) a ’extrémité 3°. Au lieu de
cela, la séquence nucléotidique se termine par une structure en « tige-boucle » dont la séquence
est fortement conservée entre les especes. Cette structure en « tige-boucle » est reconnue par une
protéine spécifique appelée Stem-Loop Binding Protein (SLBP) qui permet la régulation de la
stabilit¢ des ARNm en induisant une dégradation des histones canoniques dépendante du cycle
cellulaire (Pandey and Marzluff, 1987). Cette différence majeure additionnée avec 1I’ensemble de
régulations traductionnelles et post-traductionnelles spécifiques permet d’expliquer comment,
lors de la réplication, la cellule est capable de produire une si grande quantité d’histones tout en

¢vitant leur toxicité (Marzluff et al., 2002).
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1.1.2.2.4 Les histones variantes

En opposition aux histones canoniques, dépendantes du cycle cellulaire, il existe une autre
classe d’histones appelée histones « variantes » ou histones de « remplacement ». Alors que
I’incorporation des histones canoniques se fait seulement au cours de la phase S de réplication,
les histones variantes sont synthétisées et incorporées tout au long du cycle cellulaire. Certaines
histones variantes possédent des chaperonnes qui leur sont spécifiques et permettent leur
incorporation ou éviction du nucléosome. Ces évenements sont finement régulés au cours du
développement et leur expression dépend du tissu et/ou du stade de développement dans lequel
se trouve la cellule.

Contrairement aux histones canoniques, les génes codant chaque histone variante sont
présents en seulement une ou deux copies réparties dans I’ensemble du génome. De plus, ils
posseédent tous au moins un intron, une queue poly-adénylée et ont souvent des régions non
traduites 5’ et 3’UTR (UnTranslated Regions) longues (Marzluff et al., 2002).

Les histones variantes sont capables de remplacer les histones canoniques correspondantes,
dans la particule de cceur du nucléosome, ce qui confére au « nucléosome variant » de nouvelles
propriétés structurales et fonctionnelles (Figure 1.1-5). En effet, le remplacement d’une histone
canonique par une de ses variantes va modifier la structure nucléoprotéique de la chromatine en
altérant les interactions ADN-protéines ou protéines-protéines (Maze et al., 2014). Les propriétés

structurales et fonctionnelles des histones variantes seront détaillées dans le paragraphe 1.1.5.
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Figure I.1-5 - Représentation schématique du nucléosome et des histones de cceur.

Les quatre familles d’histones sont représentées par un code couleur (H2A en jaune ; H2B en rouge, H3 en vert,
H4 en bleu et H1 en violet). Chacune des histones conventionnelles posséde des variantes, a I’exception de
I’histone H4 qui ne posséde pas de variante connue a ce jour.
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Figure I1.1-6 - Représentation schématique des séquences protéiques des histones de coeur conventionnelles et
variantes.

Les quatre familles d’histones et leurs variantes sont classées par code couleur (H2A en jaune ; H2B en rouge, H3
bleu et H4 en vert). Les lignes noires représentent les queues N-terminales non structurées. Les acides aminés
représentés montrent les différences majeures entre la s€équence protéine de 1’histone canonique et ses variantes.
Plus la couleur est claire et plus I’histone variante diverge de son histone canonique (Maze et al., 2014).
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I.1.2.3 La particule de cceur du nucléosome et le chromatosome

Comme mentionné en 1.1.2.2.1, la particule de cceur du nucléosome est constituée par
I’assemblage de 2 copies de chaque histone formant un octamére. Tout d’abord, par
I’intermédiaire de leurs HFD les histones de coeur vont former deux dimeéres (H2A-H2B) et un
tétramere (H3-H4), (Figure 1.1-2, ¢, Figure 1.1-3). Afin de former les diméres H3-H4, les boucles
L1 de H3 et L2 de H4 vont s’associer de sorte a créer 3 liaisons hydrogéne chacune en feuillets
B. Le tétramere (H3-H4); se forme par I’intermédiaire de I’interaction entre les deux hélices a2
et a3 des deux histones H3, four-helix bundle, ainsi que par des liaisons hydrophobes. Puis
chaque dimeére H2A-H2B va s’associer séparément au tétramere via une interaction entre les
deux hélices a2 et a3, four-helix bundle, appartenant respectivement aux histones H2B et H4
(Figure I.1-3) (Luger et al., 1997; Andrews and Luger, 2011). Une deuxiéme interaction se forme
entre le domaine d’ancrage de H2A (docking domain) et I’autre moitié¢ du tétramere (H3-H4),
(Figure 1.1-3).

Les interactions en « poignée de main » entre chaque paire d’histones provoquent la
formation de liaisons hydrogene f entre les boucles L1 et L2 (Figure 1.1-3). Celles-ci constituent
une partie des sites de liaison a ’ADN. L’interaction entre le nucléosome et ’ADN se fait
majoritairement par I’intermédiaire de 1’insertion des chaines latérales des résidus Arginine dans
le sillon mineur de la double hélice d’ADN. Les queues N-terminales des histones de cceurs
dépassant de I’ensemble du nucléosome (Figure 1.1-3) vont également pouvoir interagir avec

I’ADN ou d’autres protéines en fonction de leurs caractéristiques €lectrostatiques.

L’ensemble constitué¢ de la particule de cceur, de I’histone de liaison et de 166 pb d’ADN
de liaison forme le chromatosome (Figure 1.1-7) (van Holde and Zlatanova, 1999). Bien qu’il
soit souvent utilisé¢ pour désigner la particule de cceur, le nucléosome est bel et bien défini comme
I’ensemble particule de coeur et ADN de liaison. Les histones de liaison de la famille HI
s’associent aux nucléosomes afin de promouvoir la formation d’une fibre de chromatine dont la
compaction est d’ordre supérieure. Ils constituent un facteur clé de 1’enchainement correcte des
nucléosomes ainsi que du repliement et du maintien de la conformation hautement compactée de

la fibre de 30 nm (Woodcock et al., 2006).
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Figure I.1-7 - Représentation des différentes sous-parties du nucléosome.

La particule de cceur est formée par I’octamere d’histones (2x ([H2A (jaune), H2B (rouge), H3 (vert), H4 (bleu)])
autour duquel s’enroulent environ 147 paires de bases d’ADN. Le chromatosome est formé par 1’association de la
particule de coeur avec une histone de liaison (GHS) (rose) (PDB ID 4QLC) (Zhou et al., 1998, 2015).

I.1.2.4 Organisation d’ordre supérieure de la chromatine

1.1.2.4.1 La fibre de 10 nm

L’ADN s’associe aux histones de cceur pour former les nucléosomes puis la chromatine
adopte différents niveaux d’organisation supérieure, du moins compactée au plus compactée :
structure primaire, secondaire et tertiaire (Woodcock and Dimitrov, 2001). Lors du premier
niveau d’organisation de la chromatine, les nucléosomes sont reliés les uns aux autres par des
petits fragments d’ADN de liaison (15-80 pb). Cette compaction est 6 fois plus importante que
celle de I’ADN nu et résulte en une fibre de 10 nm de diamétre, aussi appelée « collier de perles »,
également appelé « nucléofilament » (Figure 1.1-1, a, Figure 1.1-8) (Olins and Olins, 1974,
2003). Dans des conditions physiologiques, les nucléosomes se présentent rarement sous cette
forme « relachée » en nucléofilament. Ces derniers vont plutdt se compacter davantage de sorte

a former des structures d’ordre supérieur.
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Figure I.1-8 - Les différents niveaux de compaction de la molécule d’ADN.

La double hélice d’ADN s’enroule autour des nucléosomes afin de former le premier niveau de compaction de la
fibre de chromatine qu’est le nucléofilament ou fibre de chromatine de 10 nm. Le surenroulement s’accentue en
passant par la fibre de chromatine de 30nm jusqu’au niveau de compaction le plus élevé qu’est le chromosome
mitotique. Adapté de (Felsenfeld and Groudine, 2003).

[.1.2.4.2 La fibre de 30nm

Le second niveau de compaction consiste en un repliement hélicoidal du nucléofilament qui
aboutit a une structure de 30 nm de diamétre. Les histones de liaison H1 sont un facteur clé
déterminant la succession de nucléosomes formant la fibre de 10 nm (Woodcock et al., 2006) et
sont cruciaux également pour la maintenance de la fibre de 30 nm, ainsi que des structures de
chromatine d’ordre supérieur. Les histones de liaison H1 stabilisent cette structure et multiplient
d’environ 50 fois la compaction de la chromatine (Figure 1.1-1, c, Figure 1.1-8) (Carruthers et
al., 1998; Robinson et al., 2006). Cependant, I’architecture de cette fibre de 30 nm est tres
irréguliére et différentes théories permettant de la décrire ont fait 1’objet de nombreuses
controverses pendant plus de 20 ans. Le débat n’était pas focalisé sur la structure de la particule
de ceeur du nucléosome, qui avait déja été résolue (Moudrianakis and Arents, 1993; Luger et al.,
1997), mais sur I’arrangement et les interactions tridimensionnelles entre la particule de cceur du
nucléosome, I’ADN de liaison et I’histone de liaison H1 (Figure 1.1-4) (Bednar et al., 1995;
Tremethick, 2007). Par la suite, il a ét¢ démontré que différents modéeles de liaisons entre les
complexes « nucléosome-histone de liaison » coexistent en fonction de I’environnement

nucléosomal. L’architecture de la chromatine est sensible a un grand nombre de facteurs internes
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et externes comme la longueur de I’ADN de liaison (internucléosomal) (Zhou et al., 2016), le
type d’histone de liaison (Zhou et al., 2013, 2015; Song et al., 2014), la présence d’histones
variantes, la présence de modifications post-traductionnelles, les conditions ioniques ou
d’interaction avec d’autres protéines chromatiniennes (Li and Reinberg, 2011).

Les derniers travaux publiés par Stefan Dimitrov et ses collégues ont porté sur la structure
cristallographique d’une succession de 6 nucléosomes en présence des histones de liaison
H1(Garcia-Saez et al., 2018). Les données de microscopie cryo-¢léctronique confirment que
I’enchainement de 6 nucléosomes adopte une conformation en « échelle ». Cependant, lors de
changements de force ionique in-vitro, la structure de la chromatine change de conformation pour
adopter une conformation torsadée plus compacte, c’est la fibre de 30 nm. Ces résultats
confirment I’hypothé¢se de la diversité de structures formées par un enchainement de nucléosomes
et donnent un apercu de la plasticité de conformation que peut adopter la chromatine suivant le

contexte dans lequel elle se trouve (Garcia-Saez et al., 2018).

Le repliement de la fibre de chromatine peut encore augmenter jusqu’a atteindre le niveau
de compaction maximal de la chromatine en interphase, appelée euchromatine, avec un facteur
de compaction de 1000, ou le chromosome mitotique qui atteint un facteur de compaction de
10,000. L hétérochromatine maintient généralement un niveau de compaction de 10,000 pendant
I’interphase et la mitose. La fibre de 30 nm forme de grandes boucles ancrées sur un squelette
protéique. Des domaines sous-chromosomiques peuvent ainsi étre détectés en interphase. Ces
boucles de chromatine sont organisées par les protéines condensines pour atteindre, au cours de
la mitose, le niveau maximal de compaction qui est représenté¢ par le chromosome mitotique

(Figure 1.1-8).

I.1.3 Organisation fonctionnelle de la chromatine

[.1.3.1 Le chromosome mitotique eucaryote

Lors de la mitose, la chromatine se réorganise jusqu’a atteindre le degré maximal de
compaction qui est le chromosome mitotique typiquement représenté par un « X ». A cet instant,
le chromosome est formé de deux chromatides sceurs identiques réunies par le centromeére. Afin
que I’information génétique soit correctement transmise a la descendance, les chromosomes
doivent étre répliqués, et ’ADN doublé¢ doit étre équitablement séparé et réparti dans les deux
nouvelles cellules tout en évitant les dommages. Ces différents processus sont finement contrdlés

par trois éléments spécifiques du chromosome.
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Tout d’abord, le chromosome posséde de nombreuses origines de réplications. Celles-ci
permettent a I’ADN d’étre plus rapidement répliqué pendant la phase S du cycle cellulaire. Les
deux chromatides sceurs sont maintenues a proximité I’une de 1’autre par de petites protéines
appelées cohésines. De plus, le centromére, est situ¢ spécifiquement au site primaire de
constriction du chromosome. Pendant la mitose, les centroméres servent de plateforme
d’assemblage des kinétochores. Ces derniers permettent de relier les microtubules aux
chromatides sceurs et de les séparer en deux cellules filles.

Enfin, aux extrémités de chaque chromatide se trouvent les téloméres. Ce sont des régions
riches en séquences répétées (TTAGQG) et non-codantes, dont le role est d’assurer la bonne
réplication de I’ADN en protégeant les terminaisons chromosomiques.

Il est important de noter que la structure de la chromatine au sein du chromosome mitotique
est un sujet controversé. Cependant, tous les modeles et leurs différentes variations sont basés
sur des repliements de la chromatine a un niveau de compaction supérieure a la fibre de 30nm.
La compaction de la chromatine sous la forme du chromosome mitotique met en évidence le fait
que la chromatine n’est pas une structure figée dans le temps. La réorganisation de la chromatine
lui confére des propriétés fonctionnelles permettant notamment la transcription, la réplication ou
encore la réparation de ’ADN. Ce dynamisme est en partie dii a 1’activité de facteurs de
remodelage de la chromatine, a I’ajout de modifications post-traductionnelles (Post-translational
modifications PTMs) sur les histones, mais également a 1I’incorporation de histones variantes au

sein de la particule de cceur du nucléosome (voir section 1.1.4).

I.1.3.2  Le cycle cellulaire

Deux éveénements caractérisent le cycle cellulaire : la phase de croissance ou interphase, au
cours de laquelle I’information génétique et les organites de la cellule mére sont répliqués, et la
phase de division cellulaire ou mitose, pendant laquelle le matériel génétique se sépare et est
transmis aux cellules de la descendance. Ces éveénements se déroulent en différentes étapes
coordonnées dans le temps (Figure 1.1-9).

Au cours de I’interphase, différents événements sont observés : la phase G1, la phase S et
la phase G2 (Figure 1.1-9). La phase G1 est une phase de préparation a la division cellulaire,
mais également une phase de controle de toutes les conditions favorables a une progression
correcte du cycle (checkpoints ou points de controle). Il en existe trois au total. Le premier est le
« point de restriction ». Si toutes les conditions ne sont pas favorables a la poursuite du cycle, les
cellules peuvent soit rester bloquées en phase G1 afin de réparer les erreurs, soit entrer en phase

de quiescence (GO) et reprendre le cycle plus tard, soit mourir par apoptose. La phase S est une
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phase de synthése et correspond a la phase de croissance de la taille de la cellule. Pendant cette
phase, ’ADN et les différents organites sont dupliqués. Suite a la phase S, la cellule entre en
phase G2, qui se résume a un temps d’attente et de préparation avant la mitose. Le passage de la
phase G2 a la mitose correspond au deuxi¢me point de contrdle du cycle, et il permet de vérifier
que I’ADN n’est pas endommagg¢ avant la division cellulaire. Si ce point de controle est franchi,
la cellule entre en mitose ou phase M.

La mitose, phase M, consiste en un enchainement de 5 étapes (Figure 1.1-10). La premicre

¢tape consiste en la prophase. Pendant celle-ci la chromatine interphasique se condense jusqu’a
la formation de chromosomes individualisés. Lorsque la chromatine est condensée au stade
maximal du chromosome mitotique, la transcription est quasiment a 1’arrét. Au méme moment,
les deux centrosomes migrent chacun vers un pole de la cellule et émettent des microtubules dans
toutes les directions. Enfin, I’enveloppe nucléaire se désintégre. Pendant la prométaphase, des
fuseaux mitotiques, composés de microtubules, relient les centrosomes aux centroméres de
chaque chromosome. Les chromosomes, totalement condensés a ce stade, vont migrer au centre
de la cellule puis s’aligner et se placer sur la plaque métaphasique. C’est le mouvement
congressionnel des chromosomes. Ce mouvement est réalisé grace au fuseau mitotique, qui
correspond a I’ensemble des microtubules reliant le centromere de chaque chromosome et le
centrosome. Le troisiéme et dernier point de contréle du cycle cellulaire a lieu au cours de la
métaphase. Les chromosomes restent sur la plaque métaphasique et la cellule s’assure qu’ils sont
bien orientés et que chaque chromatide est correctement attachée au fuseau mitotique par son
centromere. Si toutes les conditions sont favorables, la mitose se poursuit en anaphase ou les
chromatides sceurs sont séparées et amenées aux deux poles opposés de la cellule. Au cours de
la télophase, la migration de chaque chromatide vers son pole est terminée. A ce moment
I’enveloppe nucléaire se reforme, les microtubules se détachent des centroméres, puis les
chromosomes se décondensent. De maniére concomitante a la télophase vient la cytokinése. Cette
étape consiste en la division physique du cytoplasme de la cellule mére en deux cellules filles
distinctes qui vont se fermer progressivement grace a la formation d’un anneau de contraction.
Les cellules filles sont alors reliées par le corps résiduel et sa disparition marque la sortie de la

cellule de la mitose et la fin du cycle de division cellulaire.
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Point de contréle
métaphase

Division du matériel génétique, suivie par
la division du cytoplasme (cytokinése)
)

Phase G0

Cellules quiescentes

Point de contréle
G2/M

Point de restriction
Phase G2

La cellule change son
métabolisme et se prépare
a la mitose

Phase G1

Préparation de la cellule pour la division.
En passant le point de restriction la cellule
s’engage sur la voie menant a la division,
et entre dans la phase de synthése

—

Phase S

Réplication du matériel génétique
Figure 1.1-9 - Les différentes phases du cycle cellulaire.

Le cycle cellulaire consiste en une succession de phases et débute par la phase S, au cours de laquelle I’ADN est
répliqué, et se termine par la division de la cellule mére en deux cellules filles identiques. Entre ses deux phases,
deux étapes de croissance cellulaire ont lieu, la phase G1, avant la phase S, et la phase G2, apres la phase S et
avant la mitose. Pendant la phase G1 et G2, la cellule se prépare respectivement a la réplication du matériel
génétique et a la séparation du matériel génétique. Pour cela, il existe, pour chacune de ses phases, des points de
contrdles. Si les conditions ne sont pas favorables a la poursuite du cycle, la cellule peut rester bloquée en G1 ou
alors entre en quiescence (G0) en attendant de réparer les erreurs.

Prophase

Centrosome

Mitochrondie
Golgi
Chromosomes

Enveloppe nucléaire Prométaphase

Cytokinése

Métaphase

Anaphase

Figure I.1-10 - Les différentes phases de la mitose.

La mitose commence tout d’abord par la disparition de I’enveloppe nucléaire. Lors de la prophase la chromatine
se condense jusqu’au stade de chromosomes mitotiques. En prométaphase et métaphase, le fuseau mitotique se
met en place a partir des deux centrosomes et permet le mouvement des chromosomes jusqu’a leur alignement
complet sur la plaque métaphasique. En anaphase, les chromatides sceurs se séparent et ségrégent vers chacun des
poles opposés. En télophase, la membrane nucléaire et le Golgi se reforment puis les chromosomes se
décondensent. Puis pendant la cytokinése, le cytoplasme de la cellule mére se divise pour donner lieu a deux
cellules filles.
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Une mauvaise répartition des chromatides sceurs pourrait entrainer la perte (aneuploidie),
d’information génétique pour I’une des deux cellules filles et causer des dommages irréparables
de I’ADN. L’ensemble des étapes mitotiques est finement contr6lé en régulant la disponibilité
des effecteurs protéiques nécessaires a la mitose. Deux principaux mécanismes agissant sur la
synthese et la dégradation des effecteurs mitotiques sont mis en jeu. Tout d’abord la dégradation
par protéolyse, puis I’action de nombreuses kinases qui agissent comme des « interrupteurs » et
vont phosphoryler ou déphosphoryler les résidus des protéines en question en vue de leur
dégradation (Dephoure et al., 2008). Pour ce dernier mécanisme, on trouve les kinases de la
famille CDK (les kinases cycline dépendantes), les kinases Aurora (Andrews et al., 2003) et les

kinases de la famille PLK (les kinases polo-like) (Santamaria et al., 2011).

I.1.3.3 Identification des cellules mitotiques

Il existe plusieurs fagons de détecter les cellules en prolifération, I’'une d’entre elles utilise
I’immunohistochimie ou I’immunofluorescence in-situ pour détecter des protéines impliquées
dans la compaction de la chromatine. Les cellules en prolifération peuvent étre marquées a 1’aide
d’une multitude d’anticorps, entre autres, I’anticorps dirigé contre I’histone H3 phosphorylé sur
la sérine en position 10 (H3Ser10P). Cette modification post-traductionnelle est impliquée dans
deux processus complexes, la régulation de I’expression génique et la condensation/ségrégation
des chromosomes (Cerutti and Casas-Mollano, 2009).

Ces processus requierent un niveau de compaction de la chromatine différent. Au cours de
I’interphase, la phosphorylation de H3 est corrélée a un état décondensé de la chromatine. Cette
phosphorylation n’est pas pangénomique, car elle n’affecte pas la totalité du génome, mais est
corrélée a I’activation de la transcription d’un groupe de génes (Prigent and Dimitrov, 2003).

L’induction de la phosphorylation de H3 en fin d’interphase est corrélée a la condensation
chromosomique précédant la mitose (Ajiro et al., 1996a, 1996b).

Le développement d’un anticorps spécifique anti-H3P, reconnaissant la phosphorylation de
la sérine 10 de I’histone H3, a permis de confirmer la corrélation entre la phosphorylation et la
condensation chromosomique au cours de la division cellulaire (Hendzel et al., 1997; Van Hooser
et al., 1998). La phosphorylation sur la sérine 10 de I’histone H3 débute en fin de phase G2 du
cycle cellulaire, sur 1’hétérochromatine péricentromérique, se propage a 1’ensemble de la
chromatine pendant la condensation chromosomique au cours de la prophase, puis diminue lors

de la sortie de la cellule de la mitose (Figure [.1-11) (Prigent and Dimitrov, 2003).
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Figure I.1-11 - Phosphorylation de la Ser10 de 1’histone H3 pendant la progression du cycle cellulaire.

La chromatine phosphorylée ou non sur la Serl0 de H3 est indiquée en rouge ou gris respectivement. Les
microtubules sont indiqués en vert et les centrosomes en bleu. La phosphorylation de la Ser10 débute au cours de
la phase G2 sur la chromatine péricentromérique, puis est complétée en prophase et diminue lors de la sortie de la
cellule de la mitose (Prigent and Dimitrov, 2003).

I.1.3.4  Les territoires chromosomiques

La structure du chromosome mitotique n’est pas conservée dans le noyau d’une cellule en
interphase. Deux états fonctionnels différents de la chromatine peuvent étre distingués de par
leur intensité de coloration : 1’euchromatine et 1’hétérochromatine. En effet, le marquage de
I’euchromatine est plus clair alors que celui de I’hétérochromatine est plus intense suggérant une
densité et une compaction plus forte de la chromatine.

L’euchromatine comprend les régions ou la chromatine est peu compactée. Décondensée,
cette chromatine est généralement associée a des régions du génome transcriptionnellement
actives pendant l’interphase. Elle présente des modifications post-traductionnelles sur les
histones (voir section 1.1.4.3), caractéristiques d’une transcription active, telles que la
méthylation sur la lysine 36 de I’histone H3 (H3K36me), la méthylation sur la lysine 4 de
I’histone H3, ’hyperacétylation des histones H3 et H4 (Rosenfeld et al., 2009). A I’opposé, du
fait de la forte compaction de 1’hétérochromatine, ’ADN y est peu transcrit. Des marques
caractéristiques d’une transcription inactive sont déposées sur les histones comme la
triméthylation sur la lysine 9 de I’histone H3 (H3K9me3), ainsi que la présence de la protéine
HP1 (Heterochromatine Protein 1) (Lachner et al., 2001).

Deux formes d’hétérochromatine peuvent étre observées : 1’hétérochromatine constitutive
et I’hétérochromatine facultative. L’hétérochromatine constitutive est toujours hautement
condensée, contient peu de génes et est enrichie en séquences d’ADN moyennement ou fortement

répétées, telles que les régions satellites qui sont considérées comme €tant transcriptionnellement
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inactives (Lohe et al., 1993). Ces régions satellites se trouvent localisées dans les régions
centromériques, péri-centromériques et sous-télomériques (Grewal and Elgin, 2007).
L’hétérochromatine constitutive est stable, irréversible et est transmise a la descendance entre
chaque division cellulaire ce qui en fait une marque de mémoire épigénétique (Grewal and Elgin,
2007). L’hétérochromatine facultative contient des séquences codantes et est plus flexible car
elle alterne entre des états de condensation et de décondensation. La décondensation se passe en
dehors de la phase de réplication (phase S) et la chromatine devient alors transcriptionnellement
active.

La caractéristique majeure de la chromatine est son organisation structurelle et spatiale. En
général, chez I’homme, 1’hétérochromatine des noyaux en interphase se trouve en périphérie du
noyau, proche de la membrane nucléaire. Il existe également une organisation fonctionnelle des
chromosomes interphasiques. En effet, chaque chromosome en interphase est régionalisé dans le
noyau et forme des territoires chromosomiques (CTs ou chromosome territories) (Cremer and
Cremer, 2001, 2010). L’agencement des territoires chromosomiques les uns par rapport aux
autres n’est pas aléatoire, les petits chromosomes étant préférentiellement localisés a I’intérieur
du noyau et les plus grands a la périphérie. De plus, le contenu génique peut également jouer sur
la localisation chromosomique. En effet, a taille égale, un chromosome pauvre en génes est plutot
situé a la périphérie alors qu’un chromosome riche en génes sera plutdt localisé a I’intérieur.
Enfin, au sein d’un territoire chromosomique, la localisation des geénes semble étre liée a
I’expression : les geénes transcriptionnellement actifs sont préférentiellement localisés en

périphérie du CT (Cremer and Cremer, 2010).

Figure I.1-12 — Chaque chromosome est arrangé en territoires chromosomiques au sein du noyau.

(a) Chromosomes diploides de poulet en métaphase. (b) Coloration de chaque chromosome avec des anticorps
spécifiques (¢) grace a la technique de FISH. (d) Section d’un noyau de fibroblaste de poulet et territoires
chromosomiques visualisés par différentes couleurs. Chaque chromosome a une localisation unique, et les
chromosomes homologues sont localisés séparément dans le noyau (Cremer and Cremer, 2001).
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I.1.3.5 La transcription

La transcription est le processus biologique permettant de passer d’une séquence génique a
la protéine correspondante. La premicre étape de ce processus nécessite en premier la production
d’une molécule d’ARN, a partir de la séquence d’ADN qui lui est complémentaire, et ensuite
cette séquence d’ARN sera traduite en protéine.

La transcription est un processus doté d’une grande complexité et qui implique différents
niveaux de controle. Sa régulation est essentielle au développement et a I’homéostasie cellulaire ;
celle-ci permet 1’expression de geénes spécifiques d’un type cellulaire, d’un stade du cycle
cellulaire, et aussi d’un certain stade du développement. Ainsi, une dérégulation de la
transcription impacte séveérement différentes fonctions cellulaires et est la cause de I’occurrence
d’un grand nombre de pathologies. Pour cette raison, le processus de transcription est un des
processus cellulaires les plus étudiés, mais un grand nombre de mécanismes reste a découvrir.

La transcription est un processus cyclique. Briévement, au cours de I’initiation de la
transcription, les activateurs de la transcription se lient sur des séquences d’ADN qui leur sont
spécifiques, en aval du promoteur du géne. Le promoteur lie un certain nombre d’effecteurs, tels
que des facteurs de transcription, qui vont positionner I’ARN Polymérase II (Pol II) au site
d’initiation de la transcription (7ranscription Starting Site ou TSS) afin de former le complexe
d’initiation de la transcription. Chez les eucaryotes supérieurs, I’ARN Pol II est a I’arrét dans la
région proximale du promoteur. Afin d’initier 1’étape d’¢élongation, son extrémité carboxy-
terminale (COOH-) doit impérativement étre phosphorylée. Lors de I’élongation, I’ARN Pol 11
écarte les deux brins d’ADN et se déplace du site d’initiation jusqu’au site de terminaison de la
transcription. Au site de terminaison, cette derniére va relacher ’ARN messager (ARNm)
transcrit, et va se détacher de ’ADN.

Dans un noyau interphasique, 1’euchromatine et hétérochromatine définissent différents
états de transcription basés sur 1’état de condensation de la chromatine. Cependant, méme si
I’euchromatine est moins compacte que I’hétérochromatine, elle reste tout de méme dense du

point de vue de sa structure nucléosomale.
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I.1.4 La régulation épigénétique

Le terme « épigénétique » se définit par I’ensemble des modifications réversibles, qui
agissent sur les mécanismes de régulation de I’expression des geénes sans pour autant changer
leur séquence d’ADN. Ces modifications sont vues comme des marques épigénétiques sur le
génome et sont associées a des changements de structure de la chromatine afin de la réorganiser
en domaines fonctionnels.

Les nucléosomes, plus particuliérement leur composition ainsi que leur positionnement sur
la séquence d’ADN, conférent a la chromatine une structure hiérarchique et dynamique. Cette
organisation structurale et spatiale variable de la chromatine lui donne de nouvelles propriétés
fonctionnelles. Celles-ci vont permettre 1’accés aux machineries moléculaires nécessaires a la
transcription, a la réplication ou a la réparation des dommages de I’ADN. Ces propriétés varient
avec le cycle cellulaire, ce qui montre que la chromatine n’est pas une structure figée dans le
temps. A I’échelle du nucléosome, il existe trois mécanismes principaux capables de jouer le role
de régulateur chromatinien structural : les facteurs de remodelage de la chromatine; les
mécanismes d’assemblage/désassemblage des nucléosomes; et la composition des nucléosomes
en histones canoniques et en histones variantes au sein de la particule de cceur (Jin et al., 2005;

Workman, 2006).

I.1.4.1 Les facteurs de remodelage

Le remodelage de la chromatine se fait par le biais de I’action de plusieurs protéines
appelées facteurs de remodelage qui s’associent en complexes. Ces complexes de remodelage
ont pour fonction de remodeler la structure de la chromatine en provoquant le déplacement des
nucléosomes, leur €jection ou la modification de leur composition. Ces complexes de remodelage
sont ATP-dépendants, ce qui signifie que leur sous-unité catalytique est une ATPase, qui utilise
I’énergie produite par 1’hydrolyse de la molécule d’ATP pour induire des changements de
conformation des nucléosomes et altérer les liaisons ADN-protéine. Ainsi, les complexes de
remodelage permettent le contrdle de I’expression génique.

Il existe quatre familles de complexes de remodelage qui se classent selon la similarité de
leur sous-unit¢ ATPase (Figure 1.1-13). La famille ISWI (Imitation SWitch) possede des
domaines SANT (SWI3, ADA2, NCoR, TFIIIB) qui sont capables de se lier aux queues des
histones et a I’ADN. La famille SWI/SNF (Switching defective/Sucrose Non-Fermenting)
possede un domaine BROMO lui permettant d’interagir avec les lysines acétylées. La famille

INOS8O (INOsitol requiering 80-SWiltch related complex 1) dispose d’un domaine ATPase
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fractionné en deux. Enfin, la famille CHD (Chromodomain-Helicase-DNA binding) contient un
domaine CHROMO capable de lier les lysines méthylées. Ces quatre familles sont associées a
une chromatine relachée et a une activation de la transcription. Il existe une derniere famille, le
complexe Mi-2/NuRD (Nucleosome Remodeling Deacetylase), formé d’une histone désacétylase

et d’un facteur de remodelage. Mi-2/NuRD agit comme un répresseur de la transcription.

ATPase Bromodomain
SWI/SNF
class
SANT
ISwWi ——_’—"—]
class L e  lel |
Chromodomain DNA-binding

CHD I T
class [] | PSS — ]
cass | e
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Figure I.1-13 - Structure générale de la sous-unité ATPase des quatre différentes classes de facteurs de remodelage
de la chromatine ATP-dépendants.

En rouge sont indiqués les domaines ATPase, en violet le bromodomaine, en rose le chromodomaine, en bleu le
domaine SANT et enfin en vert le domaine de liaison a I’ADN (Tsukiyama, 2002).

1.1.4.2 Les chaperonnes des histones

Les histones étant de petites protéines chargées positivement et I’ADN étant chargé
négativement, ils interagissent ensemble naturellement par des liaisons électrostatiques. Les
chaperonnes reconnaissent spécifiquement les structures des histones et les escortent depuis leur
synthése jusqu’a leur incorporation et leur assemblage dans les nucléosomes. Les chaperonnes
escortent a nouveau les histones apreés leur éviction des nucléosomes par les facteurs de
remodelage (Burgess and Zhang, 2013; Gurard-Levin et al., 2014). Ainsi, les histones libres sont
fondamentalement inexistantes dans le contexte cellulaire.

Les chaperonnes se distinguent selon la fonction qu’elles occupent. L’interaction entre une
histone et une chaperonne n’est pas exclusive. Plusieurs chaperonnes sont capables de lier un
méme dimeére H2A-H2B comme NAP1 (Nucleosome Assembly Protein 1) ou FACT (Facilitates
Chromatin Transcription) (Winkler and Luger, 2011). D’autres chaperonnes peuvent reconnaitre
et lier a la fois le dimére H2A-H2B ou le tétramére (H3-H4), comme NAP1 (McBryant et al.,
2003; Andrews et al., 2010; D’Arcy et al., 2013). A I’inverse, certaines chaperonnes comme

CAF-1 (Chromatin Assembly Factor) ne peuvent lier que les diméres H3-H4 afin de former le
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tétramere (H3-H4), (Winkler et al., 2012). 11 existe également des chaperonnes qui ne se lient
qu’aux dimeéres contenant des histones variantes. C’est le cas de HIURP (Holliday Junction
Recognition Protein) qui est impliquée dans la déposition du variant CENP-A (Foltz et al., 2009),
ou la chaperonne HIRA (HIstone Regulator A) et DAXX (Death-domain associated protein) qui
ne reconnaissent que le variant H3.3 (Goldberg et al., 2010; Loppin et al., 2005).

La redondance de ces interactions s’explique par la facon dont les chaperonnes lient les
histones. Certaines chaperonnes, comme NAPI, se lient aux histones par le domaine Aistone fold,
commun a toutes les histones de cceur canoniques, et ne peuvent donc pas faire la distinction
entre le dimére H2A-H2B ou le dimére H3-H4 (McBryant et al., 2003; Andrews et al., 2010;
D’Arcy et al., 2013). D’autres chaperonnes sont capables de reconnaitre des régions spécifiques
des dimeéres, comme par exemple ASF-1 qui interagit avec le domaine de tétramérisation entre
H3 et H4 ainsi qu’entre H3.3 et H4 car ils sont identiques. Enfin, les chaperonnes qui
reconnaissent spécifiquement les histones variantes se lient a une région présente seulement sur
ces dernieres. C’est le cas par exemple de la chaperonne HIURP (Holliday Junction Recognition
Protein) qui reconnait spécifiquement le CATD (CENP-A targeting domain) présent uniquement
dans I’histone CENP-A (Foltz et al., 2009) et permet sa déposition dans les nucléosomes
centromériques. Les chaperonnes ANP32e et YLI reconnaissent spécifiquement 1’hélice aC de
I’histone variante H2A.Z et sont responsables respectivement de son éviction et de son

incorporation (Obri et al., 2014; Latrick et al., 2016).

I.1.4.3 Les modifications post-traductionnelles

Tout comme les complexes de remodelage, les modifications post-traductionnelles (PTMs)
des histones, plus particuliérement des extrémités amino-terminales des histones, sont des acteurs
de la régulation épigénétique. En effet, les queues N-terminales des histones non-structurées se
projettent en dehors du nucléosome et sont la cible de nombreuses PTMs. Ces modifications sont
responsables d’altérations au niveau des interactions ADN-histone ou histone-histone qui
modifient la stabilit¢ et la dynamique des nucléosomes. Les PTMs les plus étudiées sont
I’acétylation, la méthylation, la phosphorylation, la sumoylation, et 1’ubiquitinylation. Une
multitude d’autres PTMs ont été récemment identifiées. Parmi ces modifications, I’acétylation et
la méthylation sont les plus fréquentes ; elles seront donc abordées plus en détail dans cette
section.

Les modifications covalentes des queues des histones peuvent agir de deux maniéres non-
exclusives : elles peuvent modifier les propriétés des nucléosomes et marquer la chromatine de

sorte a recruter certains complexes. Les modifications post-traductionnelles peuvent étre
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nombreuses sur une méme histone, la diversité des différentes combinaisons possibles forme un
véritable langage nommé « code d’histones ». Ce code est lu et interprété par des protéines
régulatrices qui vont ensuite le traduire en un état chromatinien (actif, permissif, restrictif ou
inactif). Une modification peut en influencer une autre de maniére synergique ou antagoniste,
comme par exemple I’acétylation et la méthylation.

L’acétylation consiste en I’ajout du groupement acétyl sur des résidus lysine par des
enzymes nommeées histones acétyl-transférases (HAT). L’acétylation entraine un relachement de
la chromatine lui permettant une meilleure accessibilité aux facteurs de transcription et la rendant
transcriptionnellement active (euchromatine). Ceci est observé lors de 1’acétylation de 1’histone
H3 sur la lysine 27 (H3K27ac) (Rosenfeld et al., 2009). Les enzymes histones désacétylases
(HDAC) permettent a la chromatine de retourner vers un état transcriptionnellement inactif.

La méthylation consiste en I’ajoute d’un et jusqu’a trois groupements méthyl sur des résidus
lysines ou arginines par des méthyltransférases (HMT). Le nombre de résidus méthylés ainsi que
le nombre de groupements méthyl ajoutés peuvent mener a différents types de réponses. En effet,
les marques H3K9me2, H3K9me3 et H3K27me3 sont associées avec la répression de
I’expression génique et la formation d’une structure d’hétérochromatine (Sims et al., 2003). A
I’inverse les marques H3K4me ou H3K4me3 sont associées avec des geénes actifs et un état ouvert

de la chromatine, I’euchromatine (Barski et al., 2007).

I.1.4.4 L’incorporation des histones variantes

En plus des facteurs de remodelage de la chromatine et des modifications post-
traductionnelles des histones, 1’incorporation d’histones variantes fait partie des trois principaux
mécanismes responsables des changements de caractéristiques structurales essentielles a la

spécification de 1’état de la chromatine.

[.1.5 Les histones variantes

Les histones variantes sont des isoformes non-alléliques des histones conventionnelles avec
lesquelles elles partagent un certain pourcentage d’homologie. Elles remplacent les histones
canoniques dans la particule de cceur du nucléosome et modifient leurs propriétés structurales et
fonctionnelles.

Il en existe pour chacune des familles d’histones (H1, H2A, H2B, H3) a I’exception de
I’histone H4 (Figure I.1-5 et Figure 1.1-6). Malgré le fait que les histones variantes soient codées

par des génes distincts des histones canoniques, leur s€quence protéique présente des degrés de
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similarité¢ variables et parfois assez importants (Figure 1.1-6). C’est le cas par exemple de
I’histone H3.1 et de sa variante H3.3 qui présentent une homologie de séquence d’environ 96%
alors que CENP-A n’en présente que 47% (Szenker et al., 2011). Un autre exemple est celui de
la variante H2A.Z qui présente seulement 60% de similarité avec son histone canonique H2A
(Bonisch and Hake, 2012).

Des expériences d’invalidation génétique d’histones variantes, dans divers systémes
cellulaires, ainsi que 1’étude de mutations dans les cellules cancéreuses, suggeérent un réle crucial
des histones variantes dans la régulation de processus biologiques tels que la prolifération, la
différenciation au cours du vieillissement, ou le développement de maladies. Cependant, malgré
les nombreuses ¢études effectuées jusqu’a présent, il reste beaucoup a découvrir en ce qui
concerne le role structural et fonctionnel des histones variantes au sein de la chromatine. Dans le
paragraphe qui suit, je décrirai brievement 1’histone variante CENP-A, variante de la famille de
I’histone H3, connue pour étre essentielle a la prolifération cellulaire et je poursuivrai ensuite par
une description détaillée de I’histone variante H2A.Z, mes travaux de thése se focalisant
essentiellement sur 1’étude du role de 1’histone variante H2A.Z, variante de la famille de 1’histone
H2A, dans la prolifération et différenciation au cours du processus d’homéostasie et de

développement de la peau.

[.1.5.1 Les histones variantes de la famille H3

Les histones variantes de la famille H3 différent par plusieurs parameétres, dont leur
séquence primaire d’acides aminés, leur localisation sur la chromatine, les protéines composant
leur machinerie de déposition, le moment de leur déposition et leur fonction au sein de la structure
chromatinienne. A ce jour, huit membres ont été identifiés comme appartenant a la classe de la
famille des histones H3. Tout d’abord H3.1 et H3.2 qui sont les histones les plus abondantes dans
les cellules et sont reportées comme étant des histones « conventionnelles » ou « canoniques ».
Il existe ensuite quatre variantes de H3: H3.3, H3.4 (aussi appelé¢ TH3, H3.1t ou encore H3.t),
H3.5, H3.X, H3.Y et CENP-A reportées chez ’homme (Figure I.1-5, Figure I.1-6) (Tachiwana
et al., 2011). Alors que les histones canoniques sont exprimées et incorporées dans la chromatine
de manicre ubiquitaire, les histones variantes sont exprimées de maniére spécifique dans un
organisme, dans un tissu ou a un stade de développement particulier. C’est le cas, par exemple,
des histones H3.X et H3.Y qui sont spécifiques des primates, et aussi des histones H3.4 et H3.5

qui sont exprimés spécifiquement au niveau des testicules.
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[.1.5.2 L’histone variante CENP-A

[.1.5.2.1 La structure du nucléosome CENP-A

La protéine CENP-A (Centromeric protein A) est une variante de 1’histone canonique H3.1
(Sullivan et al., 1994). Comme toutes les histones, I’histone variante CENP-A est composée de
deux domaines distincts : une extrémité amino-terminale (NH2) flexible et non structurée et un
domaine carboxy-terminal (COOH) globulaire et structuré. L ’histone variante CENP-A différe
fortement de I’histone canonique H3.1. Les différences se localisent surtout sur la queue flexible
N-terminale (résidus 1 a 47) qui partage la caractéristique flexible et basique de celle de H3.1
mais qui n’ont aucune similarit¢ de séquence. La plus forte homologie de séquence (62%
d’identité) entre 1’histone variante CENP-A et H3.1 est observée au niveau du domaine globulaire
(histone fold domain ou HFD) (Maze et al., 2014), plus précisément au niveau des régions de la
boucle L1 et de I’hélice aN qui interagissent avec I’histone H4 pour former le nucléosome
(Tachiwana et al., 2011). L’hélice aN de CENP-A est un tour d’hélice plus courte que celle de
I’histone canonique H3.1. Ces différences structurales reflétent la capacité de I’octamere CENP-
A a enrouler seulement 121 pb d’ADN autour de lui-méme au lieu de 147 pb pour I’octameére
canonique (Tachiwana et al., 2011). L’hélice aN de I’histone variante CENP-A augmente la
flexibilité des bras d’ADN entrant et sortant du nucléosome CENP-A. Ceci empéche I’interaction
des nucléosomes centromériques avec I’histone de liaison H1 (Roulland et al., 2016) qui est donc
absente de la chromatine centromérique. La délétion de I’hélice aN de CENP-A empéche
¢galement la formation du complexe CCAN (Constitutive Centromere-Associated Network) et
donc la formation du kinétochore fonctionnel. Ceci affecte sévérement la ségrégation des
chromosomes (Roulland et al., 2016). La boucle L1 posséde deux résidus Arginine (Arg80) et
Glycine (Gly81) supplémentaires qui vont former une boucle plus longue qui dépasse du
nucléosome (Tachiwana et al., 2011). Ces deux résidus sont essentiels au maintien de CENP-A
dans le nucléosome centromérique. De plus, la région de la boucle L1 de CENP-A contient le
CATD (Cenp-A Targeting Domain), site de reconnaissance spécifique par la chaperonne HIRUP
(Foltz et al., 2009), permettant sa déposition dans la chromatine centromérique (Tachiwana et
al., 2011; Panchenko et al., 2011).

Les régions de I’extrémité N-terminale, de la boucle L1 et de I’extrémité C-terminale
contiennent des sites de liaison spécifiques pour certains facteurs, tels que CENP-C et CENP-N,
membres du CCAN (Constitutive Centromere Associated Network), nécessaires a la formation

et au maintien et de la fonction du centromeére.
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[.1.5.2.2 Localisation et fonction du nucléosome CENP-A

Chez les mammiféres, I’ADN centromérique est caractéris¢é par 1’incorporation de
nucléosomes sur lesquels I’histone conventionnelle H3 a été remplacée par son histone variante
CENP-A (voir paragraphe 1.1.5.1).

Au cours de la phase de réplication de I’ADN centromérique (phase S), les nucléosomes
CENP-A sont équitablement distribués entre les deux molécules d’ADN naissantes. A cet instant,
le manque de nucléosomes CENP-A laissant des « trous », ce dernier est remplacé par des
nucléosomes H3. Pendant la phase G2, de nouvelles protéines CENP-A sont synthétisées et sont
reconnues par la chaperonne HJURP (Holliday Junction Recognition Protein), strictement
spécifique de I’histone variante CENP-A, au niveau du domaine CATD (Centromere Targeting
Domain) de CENP-A (Foltz et al., 2009; Ray-Gallet and Almouzni, 2010). Le chargement des
protéines CENP-A dans la chromatine centromérique semble avoir lieu pendant les phases M et
Gl.

Le processus de dépot de CENP-A sur la chromatine fait tout d’abord intervenir les
protéines Mis18a, Mis18fB, RbAp46, RbAp48 et M18BP1. Ces protéines sont transitoirement
associées a la chromatine centromérique entre la télophase et le début de Gl et sont
indispensables au dép6t de CENP-A sur la chromatine. En revanche, ces protéines ne sont jamais
en contact direct avec CENP-A, ce qui suggere que leur fonction est seulement de préparer la
chromatine centromérique a recevoir ultérieurement le chargement de CENP-A. La déposition
effective de CENP-A sur la chromatine centromérique s’étend lors des premiéres heures de la
phase G1 et nécessite 1’intervention de HIURP, de la marque H3K4me?2, ainsi que des complexes
de remodelage de la chromatine (Perpelescu et al., 2009; Bergmann et al., 2011). La derniére
étape, en fin de phase G1, consiste en la stabilisation des nucléosomes nouvellement incorpor¢s,
et implique les GTPases, Cdc42 et Rac, ainsi que leurs facteurs associés (Lagana et al., 2010).

In-vivo, les nucléosomes contenant CENP-A alternent avec les nucléosomes contenant
I’histone canonique H3. Cette organisation permet de créer une structure chromatinienne avec
les nucléosomes CENP-A orientés vers D’extérieur afin recruter les protéines formant le
kinétochore qui servira de plateforme d’attachement aux microtubules (Sullivan and Karpen,
2004) (voir section 1.1.6.2). L’incorporation de cette variante confére a la chromatine
centromérique des propriétés uniques (Tachiwana et al., 2011; Goutte-Gattat et al., 2013). La
surexpression de CENP-A mene a la formation de nouvelles unités centromériques partielles,
appelées néocentromeres, qui recrutent certaines protéines constituant le kinétochore telles que

CENP-C. Cependant, le néocentromere n’est pas fonctionnel (Beh et al., 2016).
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Chez tous les eucaryotes, cette histone variante est considérée comme la marque
épigénétique du centromere, elle est spécifiquement incorporée au niveau de la chromatine
centromérique ou elle remplace 1’histone H3 sur un grand nombre de nucléosomes (Palmer et al.,
1987; Black et al., 2004). CENP-A a deux fonctions majeures. Premiérement, elle est nécessaire
a la formation ainsi qu’a la maintenance du centromeére (Warburton, 2004; Black et al., 2007).
Deuxiémement, elle permet de créer la plateforme sur laquelle s’assemble le kinétochore, permet
I’accrochage des microtubules et par conséquent la ségrégation des chromosomes en mitose.

L’histone variante CENP-A est essentielle a la survie. En effet, la délétion génétique
constitutive de CENP-A in-vivo chez la souris provoque de sévéres défauts mitotiques
engendrant le déces des embryons a 6.5 jours de gestation (Howman et al., 2000). Des études in-
vitro d’invalidation génique conditionnelle (conditional knock-out ou cKO) de I’histone variante
CENP-A dans des cellules embryonnaires de souris (Mouse Embryonic Fibroblasts ou MEFs)
provoque également de séveres défauts mitotiques engendrant des cellules aneuploides. Ces
défauts mitotiques se traduisent par 1’apparition de chromosomes retardataires (lagging
chromosomes) au cours de la métaphase, correspondant a un mauvais alignement des
chromosomes sur la plaque métaphasique, ainsi de ponts chromosomiques (chromosome bridges)
au cours de I’anaphase, correspondant a une ségrégation défectueuse des chromatides sceurs. Ces
défauts sont visibles ensuite durant 1’interphase par 1’apparition de noyaux polylobées ou de

micronoyaux (Goutte-Gattat et al., 2013; Roulland et al., 2016).

[.1.5.3 Les histones variantes de la famille H2A

Il existe cinq variantes de 1’histone canonique H2A : H2A.Z, H2A. X, H2ABbd, macroH2A
et TH2A, cette derniére étant spécifique du testicule. Les variantes H2A.Z et H2A . X, sont parmi
les histones variantes les plus étudiées et se retrouvent chez tous les eucaryotes. En revanche, les
histones H2ABbd et macroH2A sont spécifiques des vertébrés. Le grand nombre de variantes
souligne I’importance de la position unique occupée par I’histone canonique H2A dans le
nucléosome. En effet, comme mentionné précédemment, H2A est essentiel a la cohésion de la
particule cceur du nucléosome et crée, avec I’histone H2B, la poche acidique (acidic patch)
permettant au nucléosome de pouvoir interagir avec d’autres protéines (Kalashnikova et al.,

2013).
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[.1.5.3.1 L’histone variante H2A.Z

[.1.5.3.1.1La structure du nucléosome H2A.Z

L’histone variante H2A.Z est ['une des histones variantes les plus conservées au cours de
I’évolution (Iouzalen et al., 1996). Elle partage environ 90% de similarité de séquence entre
especes telles que la levure et ’homme.

Cependant, H2A.Z ne partage qu’environ 60% d’homologie avec sa contrepartie canonique
H2A (Jackson and Gorovsky, 2000; Suto et al., 2000). La région de I’histone variante H2A.Z qui
lui confére ses propriétés uniques se trouve enfouie a I’intérieur du nucléosome, suggérant un
role essentiel de H2A.Z dans la compaction et le maintien de la stabilité de la chromatine
(Clarkson et al., 1999). En 2000, Suto et ses collaborateurs ont publi¢ la structure
cristallographique du nucléosome contenant H2A.Z avec une résolution de 2.6 A (Suto et al.,
2000). Cette structure est trés similaire a la structure de 2.8 A du nucléosome canonique (Luger
et al., 1997), a quelques différences pres. L’alignement des séquences d’acides aminés de H2A
et H2A.Z met en évidence cinq régions qui divergent considérablement. Trois régions
divergentes sont situées dans le domaine globulaire structuré : la boucle L1, la boucle L2 et le
domaine d’ancrage (docking domain) (Figure 1.1-14). Les deux autres régions divergentes sont
localisées au niveau des queues N- et C-terminales (Figure I.1-14). Puisque 1’histone variante
posseéde environ 60% de similarité de séquence avec celle de 1’histone H2A, elle est capable de
se substituer a 1’histone canonique H2A, sans perturber I’arrangement de I’octamére, ni modifier
I’enroulement de I’ADN autour de la particule de cceur (Figure 1.1-14b). Les quelques
différences entre H2A et H2A.Z soumettent le nucléosome a des contraintes structurales
suggérant que la variante H2A.Z est apparue afin d’assurer des fonctions bien spécifiques.

L’analyse cristallographique du nucléosome H2A.Z par le laboratoire du Dr. Luger (Suto
et al., 2000) a révélé que 1’échange de H2A par H2A.Z aboutit a une différence fondamentale
dans I’interaction entre les deux diméres (H2A-H2B) et (H2A.Z-H2B). Cette interaction a lieu
grace au contact des deux boucles L1 entre H2A/H2A’ ou H2A.Z/H2A.Z’ de chaque dimere et
permet de maintenir les deux gyres de la super-hélice d’ADN ensemble (Figure 1.1-14, d). Ces
changements dans la boucle L1 permettent un parfait alignement des hélices al de H2A.Z et
H2A.Z’ alors qu’elles sont dans une conformation paralléle pour H2A et H2A’(Figure 1.1-14, d).
Cette conformation rend défavorable la coexistence de dimeres H2A-H2B et H2A.Z-H2B dans
un nucléosome hybride H2A/H2A.Z par souci d’encombrement stérique (Suto et al., 2000).

La deuxiéme différence structurale se trouve au niveau de la poche acidique (ou acidic

patch) située a la surface du nucléosome (Figure 1.1-14, ¢). Cette zone, riche en résidus chargés
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négativement (H2A (D9, E94, E95) et H2A.Z (D90, E91, E92) (Suto et al., 2000)), crée une
poche acidique élargie sur la surface du nucléosome afin de lier d’autres protéines telles que des
facteurs de remodelage de la chromatine, ainsi que la queue N-terminale de H4 d’autres
nucléosomes environnants.

Enfin, la derni¢re différence structurale se trouve au niveau du domaine d’ancrage (docking
domain) a I’extrémité C-terminale. Ce domaine d’ancrage est nécessaire a I’amarrage du dimeére
(H2A-H2B) au tétramere (H3-H4),, et concerne les résidus 81 a 119 de H2A (Figure 1.1-14, a).
La substitution du résidu Glu104 d’H2A par le résidu Gly106 de H2A.Z résulte en la perte de 3
ponts hydrogeéne et donc dans la déstabilisation de ’interaction H2A.Z/H3. De cette fagon
I’interaction entre le dimére H2A.Z-H2B avec le tétrameére (H3-H4), est fragilisée (Thakar et al.,
2009).
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Figure I.1-14 - Différences majeures structurales entre les nucléosomes H2A.Z et H2A.

(a) Alignement des séquences protéiques de H2A (xénope) et H2A.Z (souris). Les différences entre les deux
séquences sont indiquées en rouge et les régions essenticlles aux fonctions de H2A.Z sont encadrées. (b)
Superposition des structures nucléosomales H2A-NCP et H2A.Z-NCP. (¢) Superposition de la structure tertiaire
de H2A et de H2A.Z. Le cadre indique le domaine d’ancrage (docking domain). (d) Superposition des hélices a
et des boucles L1 des deux copies H2A (H2A et H2A’, en orange et jaune) et des deux copies de H2A.Z (H2A.Z
et H2A.Z’, en bleu clair et gris). () Potentiel électrostatique de la surface du nucléosome H2A.Z et du nucléosome
H2A. La fléche indique la poche acidique (Suto et al., 2000).
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[.1.5.3.1.2Les deux isoformes de H2A.Z : H2A.Z-1 et H2A.Z-2

H2A.Z possede deux isoformes protéiques H2A.Z-1 et H2A.Z-2, différant par 3 résidus
(Thrl4/Alal4, Ser38/Thr38, Vall27/Alal27 respectivement (Figure 1.1-15, a)) et codées par
deux genes distincts (H2afz et H2afv). Les acides aminés en position 14 et 127 sont localisés sur
les régions non-structurées des extrémités N-terminale et C-terminale respectivement. L’acide
aminé en position 38 est quant a lui localisé sur le domaine histone-fold (Figure 1.1-15, a) (Luger
et al., 1997; Suto et al., 2000). La région de la boucle L1, résidus 39-48, des nucléosomes H2A,
H2A.Z-1 et H2A.Z-2, présente une particularité (Figure I.1-15, b). Cette différence structurale
est due au remplacement de 1’acide aminé en position 38, situé sur 1’extrémité C-terminale de
I’hélice al et juste avant la boucle L1. Elle affecte la structure de cette derniere en la rendant
plus flexible que celle de H2A (Horikoshi et al,, 2013).

Malgré leur grande similitude de séquence, leur profil phylogénétique a fortement évolué
au cours de I’évolution des vertébrés (Eirin-Lopez et al., 2009). Chez I’homme, ces deux
isoformes sont toutes deux exprimées dans un grand nombre de tissus. Cependant la distribution
des protéines H2A.Z-1 et H2A.Z-2 déposées dans la chromatine, ainsi que 1’association avec
I’histone H3K4me3 différent (Dryhurst et al., 2009). De plus, malgré une séquence protéique tres
similaire entre les deux isoformes, ceux-ci posseédent des séquences promotrices trés différentes,
ce qui résulte en une expression temporelle, ainsi que tissu-spécifique différentes (Dryhurst et
al., 2009). Ces informations laissent penser que les deux isoformes ont des fonctions cellulaires
différentes. L’isoforme H2A.Z.-1 est la seule indispensable a la survie de la drosophile et de la
souris (Faast et al., 2001). Apres la délétion du géne H2afz, H2afv est incapable de compenser la
perte de H2afz chez la souris (Vardabasso et al., 2014). L’étude in-vivo du rdle des isoformes
H2A.Z-1 et H2A.Z-2 a cependant ¢été ralentie par I’inexistence de modeles animaux
génétiquement modifiés. Au cours de mon projet de these, j’ai créé¢ une lignée de souris
transgéniques a partir de laquelle il est possible d’invalider a la fois le géne H2afz, codant pour

I’isoforme H2A.Z-1, et le géne H2afv, codant pour I’isoforme H2A.Z-2.
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Figure I.1-15 - Les deux isoformes de 1’histone variante H2A.Z, H2A.Z-1 et H2A.Z-2.

(a) Alignement des séquences protéiques humaines de I’histone canonique H2A et des deux isoformes de I’histone
variante H2A.Z, H2A.Z-1 et H2A.Z-2. La structure secondaire est représentée en haut. Les résidus différant sont
représentés sur fond blanc. (b) Structure cristallographique des nucléosomes contenant les isoformes H2A.Z-1
(bleu) et H2A.Z-2 (violet) avec deux angles de vue différents. La région de la boucle L1 est encadrée. Adapté de
(Horikoshi et al., 2013).

1.1.5.3.1.3Localisation et fonctions connues de H2A.Z

Ces particularités suggérent que H2A.Z a une fonction cruciale et distincte des autres
variantes (Suto et al., 2000). Peu d’informations sont disponibles concernant le role de H2A.Z
in-vivo, mais il est connu que H2A.Z est essentielle a la survie de plusieurs organismes. Les
levures S. pombe, privées du géne H2A.Z, croissent lentement et présentent des défauts de
ségrégation des chromosomes mitotiques. Le role essentiel du géne H2A.Z a été également
montré chez Tetrahymena thermophila, chez la drosophile et chez la souris, organismes pour
lesquels I’invalidation du géne est 1étale (Carr et al., 1994; Jackson and Gorovsky, 2000; Faast
et al., 2001; Zlatanova and Thakar, 2008).

L’histone variante H2A.Z a été rapidement associée a la transcription des génes. Cependant,
son role dans 1’activation ou la répression de la transcription est flou et parfois contradictoire.
Des études chez le Tetrahymena thermophila ont montré que le variant d’histone H2A.Z était

présent dans le macronoyau transcriptionnellement actif mais absent dans le micronoyau
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transcriptionnellement inactif, et donc qu’il était impliqué dans ’activation de la transcription
(Allis et al., 1980; Faast et al., 2001). Chez la levure, les premiers travaux ont montré la présence
du nucléosome contenant H2A.Z sur une vaste majorité de promoteurs de génes, comme GAL1
et PHOS, au niveau desquels il réprimerait la transcription. Lors de [’activation de la
transcription, le variant H2A.Z disparaitrait aprés remodelage de la chromatine (Santisteban et
al., 2000; Adam et al., 2001).

En 2003, une étude réalisée par le groupe de Madhani a identifi¢ chez la levure
approximativement 200 genes, dont 1’expression est diminuée lorsque I’histone variante H2A.Z
est délétée. En conditions normales, ces geénes sont enrichis en nucléosomes H2A.Z au niveau
des régions sous-télomériques ainsi qu’a la frontiére entre des régions d’euchromatine (zone de
transcription active) et des régions d’hétérochromatine (zone dite silencieuse). Les nucléosomes
H2A.Z permettraient de définir la frontiére entre ces deux domaines chromatiniens en délimitant
les zones d’euchromatine et d’hétérochromatine (Meneghini et al., 2003).

En 2005, plusieurs groupes ont réalis¢ des études pangénomiques chez la levure et la
drosophile afin de déterminer la distribution des nucléosomes contenant H2A.Z. Chez la levure,
la localisation de la variante est restreinte, pour une grande majorité des génes, a une zone d’un
a deux nucléosomes bordant le NFR (Nucleosome Free Region) sur les nucléosomes -1 et +1
(Guillemette et al., 2005; Raisner et al., 2005). En revanche, chez la drosophile la localisation de
H2A.Z aux promoteurs se limite au nucléosome +1 (Mavrich et al., 2008). En plus des
promoteurs, le variant d’histone H2A.Z est également présent au niveau des éléments de
régulation comme les amplificateurs (ou enhancers) et les isolateurs de génes (Barski et al.,
2007). A I’opposé, H2A.Z se trouve également enrichie dans certaines régions non transcrites a
savoir 1’hétérochromatine péricentromérique, centromérique et télomérique (voir paragraphe
[.1.6.1) (Meneghini et al., 2003; Rangasamy et al., 2003; Greaves et al., 2007).

Les localisations trés variées de 1’histone variante H2A.Z suggérent que celle-ci présente
une grande diversit¢ de fonctions en ce qui concerne l’activation ou la répression de la
transcription, mais également dans le maintien de la structure du centromere. H2A.Z se trouve
impliquée dans la différenciation des cellules souches (Li et al., 2012), dans la réparation de

I’ADN, ainsi que dans le processus de senescence.
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1.1.5.3.1.4Le mécanisme de déposition de H2A.Z

Le complexe SWRI1 a été le premier facteur de remodelage ATP-dépendant identifié¢ chez
la levure. Ce complexe reconnait la poche acidique crée par le dimeére H2A.Z-H2B afin de le
déposer sur la chromatine. En fait, la chaperonne Nap1 permet I’import des diméres H2A.Z-H2B
du cytoplasme vers le noyau et ensuite la chaperonne Chzl s’associe au dimére H2A.Z-H2B et
le présente au complexe SWR1 afin qu’il procede a 1I’échange avec le dimére H2A-H2B
(Dronamraju et al., 2017).

Chez I’homme, le complexe p400-TIP60 et le complexe SRCAP montrent des similitudes
avec le complexe SWR1 en ce qui concerne sa composition et son mode de fonctionnement. La
chaperonne ANP32e est un membre du complexe P400-TIP60 et facilite 1’éviction de H2A.Z
(Obri et al., 2014). Elle reconnait spécifiquement le variant d’histone H2A.Z parmi toute la
famille H2A grace a la présence d’un résidu glycine sur 1’hélice aC spécifique de H2A.Z. La
délétion de la chaperonne ANP32e résulte en une augmentation significative de la quantité
d’H2A.Z au niveau des promoteurs ainsi qu’a I’apparition de nouveaux pics d’H2A.Z au niveau
des amplificateurs et des isolateurs de genes. Ces résultats montrent que cette chaperonne permet
le retrait de H2A.Z des nucléosomes (Obri et al., 2014). De plus, il existe une autre chaperonne
appelée YL1 qui reconnait spécifiquement le variant d’histone H2A.Z et qui est responsable de
sa déposition dans le nucléosome. L’extrémité N-terminale de la chaperonne YL1 (YL1 ZID)
s’associe avec le dimere H2A.Z-H2B et permet une extension de 1’hélice aC de H2A.Z de 2 tours
supplémentaires. Cependant, contrairement a la chaperonne ANP32e, YL1 ne se lie pas avec
I’extension de aC de H2A.Z, mais crée plusieurs extensions avec le dimére H2A.Z-H2B en
suivant le sillon d’ADN (Latrick et al., 2016). De plus, I’extrémité N-terminale de YLI se lie a
la poche acidique de H2A.Z, mais pas a celle de H2A, par I’intermédiaire d’une ancre Arginine

ou « arginine anchor mechanism » (Latrick et al., 2016).

[.1.6 La mitose

[.1.6.1 Le centromere

Le centromere est une région du chromosome mitotique hautement spécialisée et essentielle
a la séparation des chromosomes afin de répartir le matériel génétique a part égale pendant la
mitose et la méiose. Tout d'abord, il forme une plateforme d’attache entre les microtubules et la
chromatine chromosomique. Plus spécifiquement, le centromére permet 1’assemblage du

kinétochore qui a son tour est nécessaire a la capture, la fixation et 1’orientation des fuseaux
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mitotiques. De plus, le centromere est nécessaire pour réguler les forces de cohésion entre les
chromatines sceurs. Pour finir, il est aussi considéré comme une étape controle de la mitose
(mitotic checkpoint) (Figure 1.1-9).

On distingue deux types de centromeres, qui eux-mémes définissent deux types de
chromosomes : les chromosomes holocentriques dont le centromére est réparti sur I’ensemble de
sa longueur et les chromosomes monocentriques dont le centromeére se concentre en un seul site
de constriction du chromosome.

La région centromérique se divise en deux sous-régions : le cceur du centromere et le

péricentromere (Figure 1.1-16).

[.1.6.1.1 Le coeur du centromére et la chromatine centromérique

La chromatine centromérique présente des caractéristiques qui la distingue de
I’hétérochromatine et de I’euchromatine et en font une chromatine unique et spécialisée.

Chez I’homme, les séquences centromériques sont toutes composées de séquences o-
satellites. La présence de ces séquences répétées ne semble pas étre un prérequis a la formation
du centromeére, mais favorise sa stabilisation. Par conséquent, en absence d’une séquence d’ADN
universelle, il existe une autre caractéristique déterminante dans la définition du centromeére : la
présence spécifique de 1’histone variante CENP-A. On parle de détermination €pigénétique du
centromere.

Par définition, le cceur du centromére est spécifiquement caractérisé par 1’incorporation du
variant d’histone CENP-A (Centromeric protein-A) dans les nucléosomes de la chromatine
centromérique (Sullivan and Karpen, 2004). La présence de cette variante est cruciale a la
formation du complexe macro-protéique qu’est le kinétochore, donc au déroulement correct de
la mitose.

Pendant de nombreuses années, la chromatine centromérique a été associée a
I’hétérochromatine et a donc été considérée comme une région dont la transcription était
inexistante. Cette idée a été longtemps confortée par le fait que cette région contenait peu de
genes dans ses séquences. Cependant, lorsque des séquences codantes sont présentes, il a été
démontré qu’elles pouvaient étre transcrites (Saffery et al., 2003; Yan et al., 2006).

Des analyses quantitatives ont montré que les nucléosomes CENP-A ne constituent que 4%
de tous les nucléosomes composant la chromatine centromérique, et qu’ils s’intercalent entre les
nucléosomes H3 (Bodor et al., 2014). Lorsque des genes sont présents, ils se trouvent
généralement dans des régions contenant des nucléosomes H3 plutét que des nucléosomes

CENP-A. Afin de comprendre la distribution tridimensionnelle des nucléosomes H3 et des
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nucléosomes CENP-A dans la chromatine centromérique, des analyses de chromosomes
mitotiques par microscopie électronique ont été réalisées. Il s’est avéré que les domaines
contenant des nucléosomes CENP-A occupaient environ les 2/3 de la longueur, 1/3 de la hauteur
et 1/3 de la largeur du site primaire de constriction du chromosome mitotique (Marshall et al.,
2008). Des analyses de microscopie corrélative et de microscopie électronique a balayage (MEB)
ont également montré que dans ces domaines les nucléosomes CENP-A sont exposés en surface
des centromeres, alors que les nucléosomes conventionnels sont plutot placés en profondeur
(Figure 1.1-16).

Il s’avere que les marques H3K4me?2 sont trouvées sur les nucléosomes H3 intercalés avec
les nucléosomes CENP-A (Sullivan and Karpen, 2004). Cette marque est fréquemment associée
a des régions promotrices. De plus, ces nucléosomes H3K4me2 sont souvent hypoacétylés et sont
¢galement enrichis avec I’histone variante H2A.Z (Greaves et al., 2007; Boyarchuk et al., 2014)
(Figure 1.1-16). L’enrichissement de I’histone variante H2A.Z au niveau de la chromatine
centromérique varie selon les espeéces et est trés controversée. Chez les mammiféres, H2A.Z se
trouve déposée au niveau de la chromatine centromérique et péricentromérique, ou elle joue un
role clé dans I’organisation et la fonction du centromere (Greaves et al., 2007). La présence de la
marque épigénétique H3K4me2 est importante pour le recrutement de la chaperonne HIURP au
centromere et pour la maintenance de I’histone variante CENP-A au centromeére pendant

plusieurs divisions successives (Bergmann et al., 2011).

1.1.6.1.2 Le péricentromere et la chromatine péricentromerique

La chromatine centromérique ne représente, chez 1’homme, qu’entre 500 et 1500 kb
(kilobases) d’ADN, alors que les séquences a-satellites peuvent s’étendre sur plusieurs
mégabases. La chromatine située de part et d’autre de la chromatine centromérique est désignée
comme la chromatine péricentromérique.

Les péricentromeéres jouent un réle important dans le controle de la ségrégation des
chromosomes. Ensemble, les molécules de cohésine, de condensine ainsi que la chromatine
péricentromérique apportent €lasticité et résistance mécanique permettant la cohésion des deux
chromatides sceurs (Labbé, 2005; Ribeiro et al., 2009). Au cours de la réplication cellulaire, les
protéines cohésines se stabilisent et vont coller ensemble les deux chromatides sceurs sur toute
leur longueur (Nasmyth and Haering, 2009). Une fois en anaphase, la résistance mécanique
diminue rapidement par clivage protéolytique permettant a chacune des chromatides de migrer

vers les deux poles opposés de la cellule.
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A la différence de la chromatine centromérique, caractérisée par la présence des
nucléosomes CENP-A, la chromatine péricentromérique ne contient pas de CENP-A et présente
un grand nombre de caractéristiques de I’hétérochromatine comme I’accumulation de la protéine
HP1 (Heterochromatin Protein 1), ainsi que la présence de marques épigénétiques telles
H3K9me3, retrouvées sur les chromosomes murins et humains (Sullivan and Karpen, 2004). Au
niveau de I’hétérochromatine péricentromérique, I’histone variante H2A.Z colocalise avec la
protéine HP1 ainsi qu’avec la protéine INCENP (Inner centromere protein) (Rangasamy et al.,

2003; Fan et al., 2004).
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Figure I.1-16 - Schéma de 1’organisation générale de la chromatine centromérique et péricentromérique chez
I’homme.

L’ hétérochromatine centromérique est composée de blocs intercalés de nucléosomes CENP-A et de nucléosomes
H3K4me2. La marque épigénétique H3K9me?2 est présente sur le kinétochore interne, entre les deux chromatides
sceurs ainsi que sur les régions entourant la chromatine CENP-A. De cette fagon 1’ensemble des nucléosomes
CENP-A se retrouvent orientés vers la face externe des chromosomes mitotiques afin de pouvoir recruter les
protéines du kinétochore externe (Sullivan and Karpen, 2004). De la méme manicre, les nucléosomes
H2A.Z/H3K4me?2 se retrouvent positionnés sur la face interne, au niveau de la jonction entre les deux chromatides
sceurs (Greaves et al., 2007).

63



Introduction

[.1.6.2 Composants structuraux mis en place au cours de la mitose

Le kinétochore est une structure macroprotéique, constituée d’environ 200 protéines, qui
s’assemblent au niveau du centromere lors de la mitose. Son but est de former une plateforme
d’interface entre I’ ADN contenu dans la chromatine centromérique et les microtubules du fuseau
mitotique (Figure 1.1-17).

La premiére caractérisation des kinétochores et I’étude de leur structure par microscopie
¢lectronique ont été réalisées des la fin des années 60 (Jokelainen, 1967). Ces études ont montré
que le kinétochore présente une morphologie trilamellaire révélant 3 régions : le kinétochore
interne, externe et central. Le kinétochore interne s’assemble & la surface de la chromatine. A
I’interface entre le centromeére et la couche interne du kinétochore se trouve le complexe CCAN
(Constitutive Complex Associated Protein). 11 est constitué¢ de 16 protéines au total (CENP-C,
CENP-T-W-S-X, CENP-H-I-K-M, CENP-N-L, et CENP-O-P-Q-R-U), qui reconnaissent la
chromatine centromérique et forment la plateforme d’assemblage du kinétochore (Figure I.1-
17). Le kinétochore externe, d’une épaisseur de 50-60 nm, se compose de protéines situées du
coté extérieur du kinétochore et qui sont donc impliquées dans 1’attachement aux microtubules.
Ces protéines forment le réseau KMN, réseau formé par les complexes Knll, Mis12 et Ndc80
(Figure 1.1-17). Enfin, le kinétochore central est une région dense aux électrons qui sépare les
deux précédentes régions. A ce niveau se trouvent des protéines responsables du contrdle de
I’attachement spatio-temporel des microtubules (Figure 1.1-17). Cette interface est extrémement

dynamique et repose sur différentes interactions a différents stades du cycle cellulaire.
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Figure I.1-17 — Mod¢le d’organisation structurale d’un kinétochore chez les vertébrés.

Le kinétochore est assemblé au niveau de la chromatine centromérique contenant des nucléosomes CENP-A. (a)
Représentation schématique simplifiée des interactions protéiques entre les composants majeurs du kinétochore.
Le kinétochore est formé en trois couches : interne, centrale et externe. Le nucléosome CENP-A recrute les
composants du complexe du CCAN, constitué de 16 protéines (CENP-C, CENP-T-W-S-X, CENP-H-I-K-M,
CENP-N-L, et CENP-O-P-Q-R-U). Les protéines CENP-C et CENP-N interagissent directement avec CENP-A.
Les protéines CENP-T-W-S-X se lient a I’ADN via I’extrémité C-terminale de leur domaine histone-fold (HFD).
Les protéines CENP-N-L et CENP-H-I-K-M permettent de réguler la fonction et la structure du centromere.
CENP-I et CENP-C sont impliqués dans la I’incorporation de CENP-A dans la chromatine centromérique. CENP-
H-I-K-M-L-N aident au recrutement de CENP-C et CENP-T, principalement dans les cellules en interphase. Les
protéines CENP-C et CENP-T constituent de voies de secours au recrutement du kinétochore externe essentiel a
I’attachement des microtubules. L’extrémité N-terminale de CENP-C lie le complexe Misl2, qui a son tour
interagit avec le complexe protéique de liaison aux microtubules (Knl1 et Ndc80). (b) Liste de tous les composants
du kinétochore fonctionnel (Nagpal and Fukagawa, 2016).

I.1.7 Lien entre les pathologies impliquant les histones variantes CENP-A,

H2A.Z et la mitose

Comme mentionné précédemment, 1’histones variante CENP-A joue un role majeur dans la
ségrégation chromosomique lors de la division cellulaire. Une perturbation de I’expression de
CENP-A, ou son incorporation a un mauvais endroit de la chromatine, sont susceptibles de
provoquer une ségrégation chromosomique défectueuse causant une aneuploidie cellulaire. Ce
phénomene d’aneuploidie chromosomique est une caractéristique souvent rencontrée dans les

cellules cancéreuses. L’histone variante CENP-A est présumée directement impliquée dans le

65



Introduction

développement de certaines tumeurs ou elle est surexprimée. Ceci a été démontré dans le cas du
cancer colorectal, ou I’histone variante CENP-A est surexprimée et par conséquent est incorporée
de maniére incorrecte au niveau des bras chromosomiques, ailleurs que sur les centromeres
(Tomonaga et al., 2003). La surexpression de 1’histone variante CENP-A semble étre la cause de
la perte de la protéine du rétinoblastome (pRb) engendrant une instabilité génomique favorable
au développement tumoral (Amato et al., 2009). L’analyse de cellules germinales prélevées sur
des tumeurs testiculaires a mis en évidence CENP-A comme un des principaux marqueurs du
développement de ce type de cancers, avec une augmentation de son expression d’un facteur 20
par rapport a un tissu testiculaire sain (Biermann et al., 2007).

L’histone variante H2A.Z semble étre également impliquée dans la ségrégation
chromosomique ainsi que lors de la progression du cycle cellulaire. Tout comme dans le cas de
CENP-A, I’analyse de biopsies de cancer chez certains patients a montré une surexpression de
I’histone variante H2A.Z, en particulier au stade métastasique. C’est le cas du cancer du sein, des
poumons, de la prostate, de la vessie et du cancer colorectal (Vardabasso et al., 2014). De méme,
il a été reporté que I’isoforme H2AZ-2 pourrait étre un vecteur du mélanome, dans lequel elle est

surexprimée (Vardabasso et al., 2015, 2016).

De maniére générale, les derniers résultats indiquent que les histones variantes, telles que
CENP-A et H2A.Z, sont des acteurs potentiels de I’initiation et/ou de la progression des cancers.
Depuis plusieurs années, un grand nombre de projets de recherche sont mis en place afin de
disséquer le lien entre la structure et la fonction de chacune de ses histones variantes. En effet,
cibler leur déposition ainsi que la machinerie de remodelage de la chromatine pourrait étre une

alternative thérapeutique dans un grand nombre de cancers.
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Chapitre 1.2 La peau : modéle choisi pour étudier le role de
H2A.Z lors de la prolifération et de la différenciation des

kératinocytes épidermiques

I.2.1 La peau, ses deux tissus et ses annexes

La peau est le plus grand des organes. Recouvrant la totalité du corps, sa superficie chez
I’homme correspond a environ 2 m?. Son épaisseur variant de 1,5 a 4 mm, en fonction de la
région anatomique, la peau représente 15% du poids corporel.

La peau crée une barriére de protection naturelle qui protége le milieu intérieur de
I’organisme des agressions pouvant étre causées par 1’environnement. Elle protége 1’organisme
contre I’invasion par des agents infectieux tels que les microorganismes (bactéries, champignons,
virus), évite les dommages dus a des agents environnementaux qui pourraient altérer I’intégrité
du patrimoine génétique des cellules (UV, produits chimiques), et aussi protége de la
déshydratation. La peau se compose de deux tissus, le derme et I’épiderme. Dans le derme, se
trouvent les vaisseaux sanguins. L’épiderme repose sur le derme par I'intermédiaire de la lame
basale et I’ensemble est supporté par I’hypoderme (Figure 1.2-1). Constamment soumise a des
contraintes physiques et chimiques, 1’épiderme est composé de cellules appelées kératinocytes
qui font I’objet d’un perpétuel renouvellement, les cellules mortes, totalement différenciées étant
exfoliées. Ce phénomene est appelé « I’homéostasie » de I’épiderme.

Les mammiferes sont caractérisés par la présence de poils a la surface de la peau. La peau
des mammiféres comporte des annexes, notamment les follicule pileux associés aux glandes
sébacées, ainsi que des glandes sudorales, permettant la régulation thermique et 1’excrétion des
déchets (Figure 1.2—1). Leur nombre ainsi que leurs caractéristiques varient en fonction de la
région anatomique et du role qu’ils y jouent. Le muscle horripilateur du poil s’ insere dans le tiers
supérieur du follicule pileux (Figure 1.2—1). Pour éviter les pertes de chaleur le muscle se
contracte et permet au poil de se redresser. L air qui se retrouve entre les poils est réchauffé par

le corps et sert de couche tampon. Ce phénomeéne est retrouvé lors du frissonnement.
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Figure 1.2—1- Structure anatomique de la peau et de ses dérivés.

La peau est composée de 2 tissus qui sont, de la profondeur vers la surface le derme et 1’épiderme, et repose sur
un hypoderme. L unité pilosébacée, constituée d’un follicule pileux et de deux glandes sébacées, s’invagine dans
le derme. Le follicule pileux est divisé en 3 parties différentes de par leurs caractéristiques de prolifération (a),
différenciation (b) et cornification (c). Les 2/3 inférieurs du follicule sont constamment renouvelés et constituent
la zone de prolifération et de différenciation, au niveau du bulbe et au-dessus du bulbe respectivement. Les 1/3
supérieurs du follicule, comprenant le bulge, constituent la zone permanente du follicule pileux.

[.2.1.1 L’hypoderme

Le compartiment le plus profond de la peau, situé¢ sous le derme, est appelé hypoderme et
consiste en un tissu adipeux lache. Le tissu adipeux est divis¢ en lobules adipeux. Ces lobules
adipeux contiennent les adipocytes, cellules spécialisées dans 1’accumulation et le stockage des
graisses, et sont séparés par des cloisons conjonctives par lesquelles passent un grand nombre de
terminaisons nerveuses et de vaisseaux sanguins qui s’invaginent dans le derme (Figure 1.2-1).
Ainsi, ’hypoderme a un role de réserve énergétique et d’organe endocrinien. De par le coté
isolant de la graisse, il joue un rdle essentiel dans la thermorégulation, mais également dans la

protection contre les chocs mécaniques.

[.2.1.2 Le derme

Le derme adhére fortement a 1’épiderme par 1’intermédiaire de la lame basale (Figure 1.2—
3). Il provient des crétes neurales, au niveau de la téte, et du mésoderme embryonnaire pour le
reste du corps. Il est majoritairement composé de fibroblastes, mais abrite également des cellules
immunitaires, entre autres, les macrophages, les lymphocytes et les cellules dendritiques. Le
derme est un tissu conjonctif de soutien. Il est caractérisé par plusieurs types de fibres, les fibres

de collagene, les fibres d’¢lastine ainsi que par des protéoglycanes. L’ensemble de ces protéines
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forment la matrice extracellulaire (MEC). Les fibres de collagéne conférent au derme sa
résistance aux tractions, les fibres du systeme élastique lui donnent ses propriétés €lastiques et
les protéoglycanes sont responsables de sa résistance a la compression.

A la différence de I’épiderme, le derme est vascularisé (Figure 1.2—1), ce qui lui permet non
seulement d’apporter a 1’épiderme 1’énergie et les nutriments, mais aussi de jouer un rdle
primordial dans la thermorégulation et la cicatrisation. Il est également pourvu d’un important
réseau de terminaisons nerveuses. Les annexes de la peau (glandes sébacées, glandes sudoripares
et follicules pileux) proviennent de I’épiderme, mais sont profondément ancrées dans le derme.
Ce dernier est requis pour leur formation au cours de 1’embryogénése ainsi que pour leur
renouvellement chez I’adulte.

Outre son épaisseur, il existe peu de différences anatomiques entre les dermes humain et
murin, le premier étant le plus épais (Figure 1.2-2)(Tableau 1.2-1). Chez I’homme, des
invaginations d’épiderme (rete ridges) s’intercalent avec des extensions du derme, dans le cas du
derme papillaire. Ces structures permettent d’augmenter la surface d’interaction entre le derme
et I’épiderme et par conséquent de renforcer 1’attachement entre les deux tissus. Lorsque la peau
est de fine épaisseur, au niveau du tronc, ces invaginations dermo-épidermiques sont peu
nombreuses car ce sont des zones peu soumises aux frictions. Chez la souris, au niveau de ces
mémes régions il n’existe pas de rete ridges proéminentes. Cependant des structures similaires
(rete ridges-like) se mettent en place lors du processus de cicatrisation aprés ulcération
(Sundberg, 2004). Le pelage chez la souris protége leur peau du stress li¢ aux forces de friction,
ce qui rend inutile la présence de rete ridges. En revanche, au niveau des coussinets plantaires,
ou la peau est plus épaisse et dépourvue de poils, on peut observer la formation de quelques-unes
de ces structures (Sundberg, 2004).

La vascularisation ainsi que la densité du poil sont deux autres caractéristiques qui différent
entre ’homme et la souris. Le derme humain est hautement vascularisé. Ce réseau vasculaire
pénetre dans le derme profond et est particulierement riche au niveau du derme papillaire. A
I’opposé, le derme de souris est faiblement vascularisé et les vaisseaux les plus prédominants

sont associé¢s aux bulbes folliculaires (Sundberg et al., 2012).

[.2.1.3 L’épiderme

L’¢épiderme est un ¢épithélium pavimenteux stratifié et kératinisé, qui provient de
I’ectoderme embryonnaire. Chez ’homme, son épaisseur varie entre 50 a 100 pum (peau fine) et

1 a 4 mm (peau épaisse) selon la localisation anatomique (Figure 1.2-2). Chez la souris,
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I’épiderme est moins €pais et varie entre 10 a 15 pm (peau fine) et 70 a 80 pm (peau épaisse des

coussinets plantaires) (Figure 1.2-2)(Tableau 1.2-1).

a) b)

Epiderme dosal humain Epiderme dorsal de souris

1
A<CB N 50"Em i
g i M e |

Figure 1.2-2 - Principales différences entre 1’épiderme dorsal humain (a) et 1’épiderme dorsal murin (b,c) chez
I’adulte.

L’épaisseur plus fine de 1’épiderme de souris est notable (environ 10 um pour la souris et 150 um pour I’homme).
Chez I’homme, ’épiderme (E) est épais et on visualise les différentes couches : couche basale (CB), couche
épineuse (CE), couche granuleuse (CG), couche cornée (CC). Chez la souris, noter la présence de nombreux
follicules pileux (HF) et des glandes sébacées (SGs). Derme(D). Coloration HE (a) et HES (b, ¢).

Quatre types de cellules différentes composent 1’épiderme. La grande majorité des cellules
(90-95%) sont des cellules épithéliales nommées kératinocytes, mais il contient aussi des
mélanocytes, ainsi que les cellules de Langerhans et les cellules de Merkel. Chacun de ses quatre
types cellulaires posseéde des fonctions qui leur sont propres. Les kératinocytes de la couche
basale proliférent et se différencient progressivement pour former cinq couches différentes
(Figure 1.2-3). Cette prolifération permet ’homéostasie de la peau. Situés au niveau de la couche
basale de I’épiderme, et envoyant des prolongements entre les kératinocytes, les mélanocytes
synthétisent le pigment responsable de la couleur de la peau (la mélanine, contenu dans des
mélanosomes) et protegent les kératinocytes des rayons ultra-violets. Les cellules de Langerhans
sont des éléments essentiels du systéme de défense de I’organisme. Enfin, les cellules de Merkel
jouent un role de mécanorécepteur et sont impliquées dans la fonction du toucher. Contrairement

au derme, 1’épiderme ne contient aucun vaisseau sanguin ni lymphatique. Il est strictement
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dépendant du derme pour s’alimenter en oxygeéne et autres nutriments. Par ailleurs, il renferme

de nombreuses terminaisons nerveuses libres.

Feature

Mouse

Human

Epidermal thickness of body (thin) skin
Epidermal thickness of thick skin

Thin (10-15pum)
Tail (70-80pm), footpad (150-400pm), muzzle
(20-30 pm), eyelid (50-60pm)

Thicker (50-100 pm)
Thicker (300-400pm)
Palms of hands, soles of feet

Hair types: body

Hair types: other

Emergence of hair

Hair cycle
Tail and tail hairs

Guard

Auschene

Zigzag

Awl

Cilia (eyelashes)

Facial/muzzle (vibrissae, specialized
somatosensory organ with blood-filled sinus)

Perianal

Distal limbs (vibrissae, specialized somatosensory

organ with blood-filled sinus)
Tail
Ear
5 days postpartum
Wave pattern with zones in adults
Yes

Vellus
Terminal

Cilia (eyelashes)
Eyebrow

Pubic
Facial (beard, mustache)

Axillary
19-21 weeks of gestation

Mosaic pattern
No

Sebaceous glands
Modified sebaceous glands

Yes
Meibomian glands
Zymbal’s gland

Yes
Meibomian glands
Ceruminous glands

Preputial gland
Clitoral gland
Perianal gland

Eccrine glands
Apocrine sweat glands

Yes; footpads Yes; entire body, including soles and palms
Mammary glands; mice do not have ceruminous Yes; axilla, genitoanal region, ceruminous
sweat glands. glands, mammary glands

Tableau 1.2-1- Différences entre la peau et les glandes annexes de I’homme et la peau de souris adulte, d’apres
(Sundberg, 2004).

[.2.1.3.1 Couche basale

La couche basale constitue la strate la plus profonde de I’épiderme, au contact de la lame
basale. Elle se compose d’une seule assise de kératinocytes de forme cubique ou cylindrique et
dont le noyau de forme allongée est perpendiculaire a la jonction dermo-épidermique (JDE)
(Figure 1.2-3, b). Elle participe a la formation de la jonction dermo-épidermique par des
hémidesmosomes (Figure 1.2—6, b, c), ainsi que par la sécrétion entre autres de la laminine. Elle
contient les cellules souches de 1’épiderme. Par division asymétrique une cellule souche donne
une cellule souche de remplacement et une cellule transiente qui va migrer et proliférer. Les
kératinocytes basaux sont les seules cellules de 1I’épiderme mitotiquement actives. Cette
caractéristique leur permet d’assurer, par des mitoses successives, le renouvellement de
I’épiderme. En effet, afin d’étre perpétuellement renouvelé 1’épiderme doit maintenir un nombre
relativement constant de cellules. Pour cela, les kératinocytes subissent un cycle cellulaire en 3

phases distinctes : la mitose, la différenciation et I’exfoliation.
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a) b)

Jonction dermo-épidermique
Couche cornée

Couche de transition

BP230/BP180

Couche granuleusJ Hémidesmosome

[

(e Membrane cellulaire

Couche épineuse Collagéne XVII

Lamina densa
- i (Collagéne IV)
<— Collagéne VI
Tto Fibrilles de collagéne

Couche basale interstitielles (I et lll)

Lame basale

Figure 1.2-3 - Composition cellulaire de 1’épiderme.

(a) L’épiderme est formé de cinqg couches cellulaires successives qui sont, de la plus profonde a la plus
superficielle, la couche basale, la couche épineuse, la couche granuleuse, la couche de transition (qui existe
seulement dans la peau épaisse) puis la couche cornée. (b) Composition de la jonction dermo-épidermique (JDE).

1.2.1.3.2 Couche épineuse

Alors que la couche basale se compose seulement d’une seule assise de cellules, la couche
épineuse est constituée chez ’homme de 3 a 4 assises de kératinocytes, dans les zones de peau
fine, a 5 a 6 assises, dans les zones de peau épaisse (Figure 1.2—-2). Chez la souris la couche
épineuse de la peau du corps ne compte qu’une seule assise de cellules (Figure 1.2-2) (Sundberg
et al., 2012) et 5 a 7 assises de cellules au niveau des coussinets plantaires. Les kératinocytes de
la couche épineuse ont une forme polyédrique et un noyau arrondi. Les membranes
cytoplasmiques des kératinocytes voisins sont plissées et fortement imbriquées les unes aux
autres, d’ou le nom de couche « épineuse ». Au niveau de cette couche se trouvent plusieurs types
cellulaires autres que les kératinocytes, les mélanocytes, les macrophagocytes et les cellules de

Langerhans.

1.2.1.3.3 Couche granuleuse

La couche granuleuse est considérée comme une couche de transition. Elle sépare les
couches épidermiques plus profondes « vivantes ou actives » de la couche cornée, la plus
superficielle, dite « morte ». Chez ’homme, elle est composée de 3 a 5 strates de kératinocytes

aplatis, avec un noyau paralléle a la jonction dermo-épidermique et un cytoplasme rempli de
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granulations de kératohyaline. Les constituants de la cellule granuleuse sont profondément

remodelés, pour finalement aboutir a la formation des cornéocytes de la couche cornée.

1.2.1.3.4 Couche cornée

Chez I’homme, la couche cornée constituée en moyenne de 5 a 15 assises de kératinocytes
anucléés et aplatis, nommés cornéocytes. Les cornéocytes sont €liminés en continu et remplacés
par des cellules provenant des couches profondes. Chez I’homme et la souris ce processus dure
approximativement 3 semaines (Houben et al., 2007).

Les cornéocytes sont des kératinocytes apoptotiques ayant subi un processus de maturation
et de différenciation, nommé abusivement « kératinisation ». A la fin de ce processus, aussi
appelé « différenciation terminale ». Les cellules vont perdre leur noyau et leurs organites
intracellulaires. La résistance et la cohésion de la couche cornée est assurée par des structures

spécialisées dérivées des desmosomes et appelées cornéodesmosomes.

[.2.2 Les annexes cutanées

[.2.2.1 L’unité pilosébacée

1.2.2.1.1 Le follicule pileux

Le follicule pileux est « I’usine » de fabrication du poil. Il s’accompagne en permanence de
deux glandes sébacées et d’un muscle horripilateur. L unité constituée de deux glandes sébacées
et du follicule pileux se nomme unité pilosébacée (PiloSebaceous Unit ou PSU) (Nowak et al.,
2008) (Figure 1.2—4, a, b). Les glandes sébacées ne peuvent étre dissociées des follicules pileux
car le bon fonctionnement de ce dernier en dépend.

Le follicule pileux est implanté obliquement dans le derme par invagination de 1’épiderme
(Figure 1.2-5). Les principales parties du follicule pileux sont la tige du poil (Hair Shaft ou HS),
partie devenant visible a la surface de la peau et constituée de kératinocytes cornifiés, et la racine,
partie enchassée dans le derme et dont I’extrémité (le bulbe pileux) recoit la papille vasculaire
nourriciere appelée papille dermique (Dermal Papilla ou DP) (Figure 1.2—4, a, Figure 1.2-5).
Autour du bulbe pileux s’enchevétrent des terminaisons nerveuses formant le plexus de la racine
du poil (Figure [.2-1).

Observé longitudinalement, le follicule pileux est principalement divisé en trois

compartiments du bas vers le haut du follicule (Figure 1.2—1, a, b, c¢) qui sont respectivement les

73



Introduction

compartiments de prolifération, de différenciation et de cornification. La zone de prolifération
cellulaire si situe au 1/3 inférieur du follicule pileux et constitue le bulbe (Figure 1.2—-1, a). Au-
dessus de ce compartiment et jusqu’a I’insertion du muscle horripilateur, se trouve la zone de
différenciation cellulaire (Figure 1.2—1, b). Dans le dernier compartiment les cellules entrent en
phase de différenciation terminale, ou cornification (Figure 1.2—1, c). La tige du poil va étre
poussée vers ’extérieur par la multiplication des cellules provenant du 1/3 inférieur. Ceci se
passe au niveau de 1’isthme, portion courte entre 1’insertion du muscle horripilateur et le conduit
des glandes sébacées. L’ infundibulum est la région la plus superficielle et s’é¢tend de I’entrée du
conduit des glandes sébacées a 1’épiderme interfolliculaire. C’est a ce niveau que la tige du poil,
débarrassée de la gaine interne, fait irruption.

Le follicule pileux est essentiellement constitu¢ de six a sept couches de kératinocytes
organisés de maniére concentrique. On trouve, de I’extérieur vers ’intérieur, la gaine externe
(Outer Root Sheath ou ORS) formée d’une seule couche de cellules, en continuité avec la couche
basale de 1’épiderme. La gaine folliculaire externe contient les cellules souches dans sa partie
supérieure (Hair Follicle Stem Cells ou HFSCs). La gaine folliculaire interne (/nner Root Sheath
ou IRS) formée de trois couches de cellules, accompagne la croissance de la tige du poil et sera
dissoute lors de son passage au niveau des glandes sébacées. Enfin, la tige du poil est formée de
deux a trois couches de cellules composant la cuticule et le cortex accompagné ou non de la
medulla (Figure 1.2—4, a, ¢) (Coulombe et al., 1989; Sundberg et al., 2012). Les kératines et les
protéines associées exprimées au niveau des différentes couches du follicule pileux différent de

celles exprimées dans 1’épiderme interfolliculaire.

[.2.2.1.2 La glande sébacée

Les glandes sébacées (Sebaceous Glands ou SGs) sont présentes sur tout le corps, a
I’exception des paumes de mains et des plantes de pieds ou il n’y a pas de poils. Souvent au
nombre de deux, les glandes sébacées sont toujours annexées au poil et proviennent d’une seule
formation embryonnaire, la placode (Figure 1.2-9). Elles débouchent sur la partie supérieure de
I’infundibulum du follicule pileux (Dhouailly and Oftedal, 2016).

Les glandes sébacées sont tapissées de cellules transientes (Transit Amplifying Cells ou TA)
qui constituent une réserve de cellules pouvant se différencier en sébocytes. Les glandes sébacées
sont des glandes exocrines. Elles sécrétent le sébum par mode holocrine (apoptose des sébocytes)
dans I’infundibulum folliculaire. Composé de lipides et de débris cellulaires, le sébum joue le
role de bactéricide, lubrifie le poil et imperméabilise la peau afin d’éviter son desséchement. Le

sébum est également riche en enzymes protéolytiques qui, lorsqu’elles sont déversées dans
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I’infundibulum, « décortiquent » la tige pilaire de la gaine interne (IRS) et permettent la
progression du poil vers la surface (Figure 1.2—-5) (Sundberg et al., 2012; Dhouailly and Oftedal,
2016). Un déficit dans les glandes sébacées provoque une alopécie cicatricielle progressive, ¢’est-
a-dire une destruction du follicule pileux et son remplacement par des tissus cicatriciels menant

a la perte permanente des poils.

a)

Tige du poil ———
Gaine folliculaire
interne (IRS)

Glande sébacée
Gaine folliculaire
externe (ORS)

Isthme

Muscle
horripilateur

(GC)

Bulbe [ //
(74 Cellules matricielles

Papille dermique

Figure 1.2—4 — L unité pilosébacée se compose d’un follicule pileux et de deux glandes sébacées.

(a) Représentation schématique (a gauche) et coupe longitudinale d’un follicule pileux humain au stade anagéne
(a droite) (Coulombe et al., 1989). (b) Les deux glandes sébacées, SG (fleches) entourent la partie supérieure du
follicule (infundibulum ; I). Le muscle horripilateur du poil, APM s’attache en dessous des glandes sébacées. Les
sébocytes en prolifération (en périphérie) et en cours de différenciation (au centre) de la glande sébacée sont
visibles dans I’encadrement. (c¢) Le bulbe du poil (HB) d’un follicule pileux humain au stade anagéne. Au niveau
de la papille dermique, les cellules de la matrice (de coloration bleu foncé) sont entourées par des mélanocytes
(fléches). (d) Le muscle horripilateur du poil (APM) s’insére au niveau du bulge du follicule. Le site d’insertion
est encadré. (e) Section transversale du follicule pileux (ligne en pointillés en (a)), tige du poil (HS). Adapté de
(Sundberg et al., 2012).
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.. . ~&——Epiderme
%) Gaine folliculaire
interne (IRS)

Gaine folliculaire
externe (ORS)

Figure 1.2-5 - Peau de souris montrant un follicule pileux au stade anagene du cycle du poil.

(a) Epiderme (E), derme (D), follicule pileux (HF) (encadrements), hypoderme (HD), muscle pannicule charnu
(PCM). L encadrement supérieur et inférieur du follicule sont respectivement élargis en (b) et (¢). Sont représentés
la coiffe de cellules de la papille dermique (C), la papille dermique (DP), la matrice (M), la ligne d’Auber (A),
séparant les cellules non différenciées des cellules différenciées du bulbe, la membrane basale (BM) et le feuillet
de la gaine externe (ORS). Adapté de (Sundberg et al., 2012).

1.2.2.1.3 Les glandes sudoripares : eccrine et apocrine

Les glandes sudoripares sont des glandes exocrines. Implantées dans le derme profond
(Figure 1.2-1) elles proviennent d’une invagination de 1’épiderme. De forme tubuleuse, elles
conduisent de I’eau, des sels minéraux et des toxines jusqu’a I’extérieur de la peau. Leur role est
de réguler la température du corps par I’intermédiaire de la transpiration. La production de sueur
humidifie la surface de la peau et des poils, ce qui via I’évaporation abaisse la température
corporelle. Chez I’homme il existe deux types de glandes sudoripares : les glandes « eccrines »
et les glandes « apocrines ». Leurs localisations, leurs fonctions et la composition de la sueur
qu’elles sécretent sont différentes (Tableau 1.2-1).

Les glandes eccrines (« eccrine sweat glands » ou ESGs) se situent majoritairement sur la
paume des mains, sur la plante des pieds et sur le front. Leur canal excréteur débouche, dans le
derme supérieur, par un canal intra-épidermique étroit et en spirale a la surface de la peau. Les
glandes eccrines sont constituées d’un canal formé de deux couches de cellules, qui se poursuit
par une portion sécrétrice tubulaire et super-enroulée dans le derme inférieur. La portion

sécrétrice est constituée d’une couche externe de cellules myoépithéliales reposant sur une lame

76



Introduction

basale et d’une couche interne de cellules sécrétrices luminales (Lu and Fuchs, 2014; Dhouailly
and Oftedal, 2016).

Les glandes apocrines (« apocrine sweat glands » ou ASGs) sont localisées sous les
aisselles, autour de 1’anus et des mamelons, elles sont généralement plus grosses que les glandes
eccrines et leurs conduits débouchent dans I’infundibulum du follicule pileux. Alors qu’elles sont
trés nombreuses chez ’homme, elles sont absentes chez la souris, qui ne possédent que des
glandes eccrines. Ces derniéres débouchent sur les pelotes plantaires. Les secrétions de sueur
interviennent dans le marquage de territoire ; elles contiennent en effet des substances chimiques

propres a l'individu, chaque animal laissant une trace sur le sol, reconnaissable par tous les autres.

I.2.3 La composition de I’épiderme

[.2.3.1 Les filaments intermédiaires : les kératines

Le cytosquelette des cellules est constitué de polymeéres de protéines classés en trois
catégories : les filaments d’actine, les microtubules et les filaments intermédiaires (/ntermediate
Filaments ou IFs). Ces derniers mesurent 8 a 10 nm de diamétre les classant entre les
microfilaments d'actine et les microtubules. Ce sont les éléments les moins dynamiques et les
plus résistants du cytosquelette de la cellule. Ces propriétés leurs conférent un role primordial
dans le maintien de I’architecture des cellules épithéliales et plus particuliérement dans le
maintien du noyau et 1’ancrage des organites cellulaires.

Les filaments intermédiaires font partie d’une grande famille de protéines, trés conservées
au cours de I’évolution. La régulation des génes correspondants se fait de maniére spécifique en
fonction du tissu et du stade de différenciation cellulaire. Il existe 5 sous-types de filaments
intermédiaires (type I-V), qui different par le type de protéines fibrillaires: les filaments de type
I et IT (kératines), les filaments de type III (vimentine, protéines fibrillaires des cellules gliales
(GFAP), desmine), les filaments de type IV (neurofilaments (NF)) ainsi que les filaments de type
V (lamines) (Fuchs and Weber, 1994). Les lamines constituent le cytosquelette soutenant la
membrane nucléaire et s’expriment de maniére ubiquitaire dans tous les types cellulaires. La
nature des filaments intermédiaires est variable d'un type de cellule a 1'autre, la vimentine étant
typique des fibroblastes, les neurofilaments des neurones et les cytokératines des cellules
épithéliales.

Les kératines font partie du plus grand et du plus complexe sous-groupe des filaments
intermédiaire (Moll et al., 2008). On les trouve dans les différents types de cellules épithéliales

et plus spécifiquement dans les cellules épidermiques ainsi que les annexes épidermiques,
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glandes, cheveux, poils et ongles. On distingue les kératines de type I, relativement petites (40-
56,6 KDa) et acides (pKi=4.5-5.5), et les kératines de type II, plus lourdes (52-67 KDa) et plus
basiques (pKi=5.5-7.5). Il existe 54 geénes codant pour les kératines, hautement conservés au
cours de 1’évolution, dont 28 de type I et 26 de type II. Parmi les 28 génes codant pour les
kératines de type I, 17 sont des kératines épithéliales et 11 sont des kératines du cheveu. De la
méme fagon, parmi les 26 geénes codant pour les kératines de type II, 20 sont des kératines
épithéliales et 6 sont des kératines du cheveu (Schweizer et al., 2006).

Les genes codant pour les kératines de type I et II sont regroupés sur les chromosomes
17921.1 et 12q13.13 respectivement a I’exception du géne codant pour la kératine 18 de type I
qui est localisée a coté du géne Krt8 sur le cluster du type II (Hesse et al., 2004).

Les kératines sont exprimées par paires formant des hétérodimeres de chaines
polypeptidiques acides (type I) et basiques (type II) (Fuchs and Weber, 1994), suivant un rapport
de 1/1. Un seul type de kératine ne permet pas de former de filament de kératines. Le passage
des kératinocytes de la couche basale a la couche épineuse est caractérisé par un changement
d’expression des kératines de la couche basale (K5, K14, K15) vers celle les kératines
épidermiques des couches suprabasales (K1, K10).

Des mutations des geénes des kératines sont susceptibles de diminuer considérablement la
résistance des filaments ou d’annihiler la formation de ces dernieres, selon la région du
polypeptide concernée. Ces mutations provoquent la fragilité des cellules et par conséquent des
tissus. Il existe trois principaux exemples de troubles cutanés impliquant des mutations des génes
codant pour les kératines, ou kératinopathies: 1’épidermolyse bulleuse simple (EBS),
I’hyperkeratose épidermolitique (HKE) et la kératodermie épidermolytique palmo-plantaire
(PPK), ainsi que la pachyonychie congénitale (PC) qui se traduisent par I’apparition de cloques

cutanées (Fuchs and Weber, 1994; Knobel et al., 2015).

e Epidermolyse bulleuse simple (EBS) :

Les kératinocytes composant la couche basale d’un épiderme squameux stratifié¢ et
kératinisé sont liés les uns aux autres par des desmosomes qui eux-mémes sont attachés aux
filaments intermédiaires de kératine K5 et K14 (Figure 1.2-6, a, ¢). Des mutations sur les génes
codant pour les kératines 5 ou 14 sont responsables de I’apparition de divers sous-types
d’épidermolyse bulleuse simple (EBS) se caractérisant par une fragilité mécanique des cellules
basales qui vont se décoller les unes des autres et créer des cloques. Les maladies bulleuses
peuvent ¢galement étre dues a des mutations portant sur ['un des constituants de la jonction

dermo-épidermique (Figure .26, c).
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e Hyperkératose épidermolytique (HKE) :

Des mutations sur les génes codant pour les kératines K1 et K10, exprimées par les cellules
suprabasales de I’épiderme, causent I’hyperkératose épidermolytique. Ce trouble cutané se
caractérise par un érythroderme, une hyperkératose et un détachement des couches suprabasales
de I’épiderme. Une hyperprolifération des kératinocytes résulte en des I€sions ichtyosiformes

particuliérement visibles sur des zones de flexion.

e Kératodermie épidermolytique palmo-plantaire (EPPK) :
La kératine 9 est caractéristique des cellules suprabasales de I’épiderme palmo-plantaire.
Des mutations touchant cette kératine entrainent une peau hyperkératotique au niveau des plantes

et des palmes.

e Pachyonichie congénitale (PC) :
C’est un groupe de génodermatoses causées par des mutations des kéraines : K6, de K16 et
de K17. Les individus affectés développent un kératoderme plantaire douloureux, une

hypertrophie dystrophique des ongles, une leukokératose orale et des cystes épidermiques.

79



Introduction

a) c)

Jonction cellule-cellule Jonction dermo-épidermique

Espace
intercellulaire

Cytoplasme U<— K14/K5
Plectine i’ BP230/BP180
- Hémidesmosome
Intégrine
Famille des cadhérines abR4

2. . Membrane cellulaire
(Desmogléine, desmocoline)

(Desmoplakine, plakoglobine) Laminine-332/311 '~'

Laminine-511/322 Collagéne XVl

Lamina densa
-~ (Collagéne IV)
Collagéne VII

Filaments
intermédiaires
(kératines)

) «———— Fibrilles de collagene
interstitielles (I et Ill)

Membranes
plasmiques

Figure 1.2—6- Les filaments intermédiaires de kératine sont impliqués dans le maintien des adhésions cellulaires.

(a-b) Les desmosomes. (a) Représentation schématique d’un desmosome. (b) Microscopie électronique de
I’adhésion de deux portions de cellules de la couche épineuse de 1’épithélium de la joue d’hamster caractérisé par
la présence de desmosomes (J.T. Albright and M.A. Listgarten). (c-d) Les hémidesmosomes. (¢) Représentation
schématique d’un hémidesmosome. (d) Adhésion d’une portion de cellule basale de 1’épiderme de larve
salamander Ambystoma punctatum caractérisée par la présence d’hémidesmosomes régulicrement espacés (E.
Hay). Adapté de (‘'The Cell, 2nd Ed.' by Don W. Fawcett M.D.).

1.2.3.2 Les kératinocytes de la couche basale

Deux populations de kératinocytes différentes ont été identifiées au niveau de la couche
basale de I’épiderme : les cellules souches (Stem Cells ou SCs) et les cellules d’amplification
transitoires (Transit Amplifying Cells ou TA). Afin de maintenir un nombre de cellules constant
dans leur réservoir, les cellules souches vont se diviser de manicre symétrique ou asymétrique.

Lors de la division symétrique, la cellule mére se divise en deux cellules filles identiques

qui adoptent le méme destin. Ainsi, soit la cellule souche mére donne deux nouvelles cellules
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souches, processus d’auto-renouvelement des cellules souches, soit la cellule souche mére donne

deux cellules qui vont se différencier (Moore and Lemischka, 2006).

Le maintien du nombre de cellules souches constant est préférentiellement expliqué par la
division asymétrique, selon laquelle la cellule souche meére se divise et donne une cellule souche
et une cellule d’amplification transitoire (TA). Il existe deux types de divisions asymétriques. Le
fuseau mitotique peut étre perpendiculaire ou parallele a la lame basale. Au cours du
développement embryonnaire de la peau, les cellules souches se divisent de maniére asymétrique
avec un plan de division perpendiculaire a la lame basale (Blanpain and Fuchs, 2009). Lorsque
les cellules épidermiques se divisent perpendiculairement, une des deux cellules filles reste
attachée a la lame basale et I’autre ¢loignée, débute la différenciation terminale. En revanche
chez I’adulte, les cellules souches se divisent encore de maniére asymétrique, mais selon un plan
de division parall¢le a la lame basale, donnant deux cellules filles qui restent transitoirement sur
la couche basale (Blanpain and Fuchs, 2009). Une des deux cellules est maintenue dans le
réservoir de cellules souches alors que 1’autre se détache de la lame basale et initie un programme
de différenciation, appelé abusivement « kératinisation » ou mieux différenciation terminale

(Lechler and Fuchs, 2005; Blanpain and Fuchs, 2009).

[.2.3.3 La différenciation terminale

1.2.3.3.1 Changements structuraux

L’expression des kératines est caractéristique du type d’épithélium ainsi que du stade de
différenciation des cellules épithéliales et en font des marqueurs de choix pour distinguer les
différentes sous-populations cellulaires (Fuchs, 2008a). Elle peut étre hautement modulée par les
phénoménes de cicatrisation, d’infection ou de maladie cutanée (Toivola et al., 2015).

Les kératinocytes situés au niveau de la couche basale expriment la paire de kératines K5
(type 1I), K14 (type I) ainsi qu’une faible quantité¢ de K15 (type I) (Fuchs and Green, 1980). Ces
kératines s’expriment spécifiquement dans les kératinocytes des couches basales des épithéliums
stratifiés et des follicules pileux humains et murins, ainsi que dans la langue, la cornée et
I’cesophage. La paire K5/K 14 est considérée comme le marqueur biochimique de référence de la
couche basale des épithéliums squameux stratifiés.

Lors de I’initiation de la stratification de 1’épiderme, les kératinocytes arrétent de proliférer,
se détachent de la lame basale et entament le processus de différenciation. Les cellules vont subir

des changements morphologiques et modifient I’expression de marqueurs spécifiques tout en
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migrant au travers du compartiment suprabasal. L’expression des kératines K5 et K14 diminue
au dépend de I’expression de la paire de kératines K1(type II) et K10 (type I) qui elles sont
spécifiques de la couche épineuse (Figure 1.2—7) (Fuchs and Green, 1980; Byrne et al., 1994;
Houben et al., 2007). Les kératinocytes vont perdre I’expression de récepteurs tyrosine kinase,
tels que les récepteurs a ’EGF, a I'IGF, au TGF-B, mais également celle de marqueurs de
prolifération tels que p63 (Blanpain and Fuchs, 2007; Fuchs, 2008). Les kératinocytes de la
couche épineuse expriment la protéine involucrine. Lors du passage des kératinocytes de la
couche épineuse vers la couche granuleuse, les kératinocytes subissent un fort aplatissement,
I’expression d’involucrine (Figure 1.2—7) diminue et des granules de kératohyaline commencent
a s’accumuler (Figure 1.2—7) (Matoltsy, 1975). Les granules de kératohyaline contiennent de la
profilaggrine et de la loricrine. La profilaggrine est un polymére qui se scindera ensuite en
filaggrine (Figure 1.2-7), permettant I’agrégation des filaments de kératine en cables macro-
fibrillaires, rendant le cytosquelette plus rigide et résistant. La loricrine se retrouvera ensuite
attachée sous la membrane plasmique, formant une couche de protection de 10 mm d’épaisseur
(Figure 1.2-7) (Steven et al., 1990).

Auniveau de la couche cornée, les kératinocytes apparaissent aplatis. Ils perdent leur noyau
et leurs organites, laissant place a une enveloppe cornée trés rigide, résistante et imperméable.
Celle-ci est formée grace a la libération d’enzymes protéolytiques (transglutaminases) qui
catalysent les liaisons isopeptidiques a partir de différents précurseurs protéiques, entre autres
I’involucrine et la loricrine. La filaggrine est également protéolysée en acides aminés polaires
libres, en acide urocanique, en acide pyrrolidone carboxylique (PCA), qui constituent des
composants hydratants naturels en surface de la couche cornée, aussi appelés « natural moisturing
factors » ou NMF (Fuchs, 2008). Au niveau du pole apical des cellules granulaires, les corps
lamellaires fusionnent avec la membrane plasmique et vont libérer leur contenu lipidique dans
I’espace inter-cornéocytaire. Ces lipides vont s’associer en lamelles qui vont se superposer de
facon paralléle aux cornéocytes afin de former un « ciment » qui rend la peau imperméable

(Madison et al., 1987).
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Figure 1.2—7 - Caractérisation de la différenciation terminale de 1’épiderme.

Coupes de peau de queue de souris aprés immuno-marquage, montrant la distribution des marqueurs protéiques
caractéristiques des différentes couches de 1’épiderme. HF : follicule pileux, E : épiderme, D : derme, CB : couche
basale, CE : couche épineuse, CG : couche granuleuse, CC : couche cornée. Adapté de (Sundberg et al., 2012).

1.2.3.3.2 Changements morphologiques

Le processus de différenciation terminale s’accompagne d’une activation ou d’une abolition
de I’expression de certains groupes de geénes. De plus, ce processus montre des différences dans
I’ organisation micro-anatomique du noyau, en comparaison avec les cellules de la couche basale.
Lors de la différenciation terminale se produit une diminution du volume nucléaire, une
internalisation et une diminution du nombre de nucléoles, ainsi qu’une augmentation du nombre

de clusters d’hétérochromatine péricentromérique.

1.2.4 L’embryogénése de la peau et du follicule pileux

1.2.4.1 Le développement de I’épiderme inter-folliculaire et son maintien

chez ’adulte

L’embryogénése de la peau est un processus divisé en plusieurs étapes: la spécification,

I’engagement, la stratification, la différenciation terminale de 1’épiderme, ainsi que la
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morphogénése de ses annexes, follicule pileux, glandes sébacées et sudoripares (Liu et al., 2013).

Les différentes étapes ont été étudiées chez I’embryon de souris (Figure 1.2—7 et Figure 1.2-8).

a. La spécification de I’ectoderme

La premiére étape du développement de 1’épiderme est la spécification de I’ectoderme
embryonnaire a partir du neuroectoderme. Les cellules mésenchymateuses envoient des signaux
(Wnt, FGF et BMP) au neurectoderme afin d’orienter cette spécification en neuroderme ou en
ectoderme. En absence de signaux Wnt, la voie BMP est inhibée et les cellules s’orientent vers
la formation du neuroderme, alors qu’en présence de signaux Wnt, le neurectoderme répond aux
signaux BMP et les cellules s’orientent vers la formation d’ectoderme. L’ectoderme
embryonnaire consiste en un épithélium simple composé d’une seule couche de cellules aplaties
exprimant le couple de cytokératines 8 et 18 (K8/K18). L’ectoderme est a 1’origine du futur
épiderme, ainsi que des annexes cutanées, dont les follicules pileux, les glandes, dont les glandes
sébacées, les glandes sudoripares, les glandes mammaires et de 1’épithélium cornéen des glandes
lacrymales. A 8.5 jours de gestation (E8.5) la surface ectodermique est recouverte par le
périderme qui exprime également K8 et K18 (Figure 1.2-8) (Byrne et al., 1994). Son role est de
créer une barriere de protection pendant la stratification initiale de I’épiderme. Il sera dégradé a

environ 17.5 jours de gestation.

b. L’engagement de I’ectoderme en épiderme

Les dates données ci-apres correspondent au développement de la région dorsale, qui se
déroule en avance sur la région ventrale. A E9.5, les cellules ectodermiquess remplacent
I’expression du couple de cytokératines K8/K18 par I’expression du couple K5/K14 (Byrne et
al., 1994). Ce remplacement est a 1’origine de 1’engagement des cellules ectodermiques dans la
lignée de cellules épidermiques. L’épiderme embryonnaire primitif est une monocouche de
cellules cubiques qui persiste jusqu’a 12.5 jours de gestation (E12.5) (Figure 1.2-8) (Byrne et al.,
1994). Celle-ci donnera, les jours suivants, naissance a toutes les structures de I’épiderme adulte,

tandis qu’une lame basale sous-jacente se mettra en place.

c. La stratification de 1’épiderme
Le processus de stratification de I’épiderme commence & 12.5 jours de gestation (E12.5). A
E14.5, les cellules de la couche basale, ont proliféré et formé une couche intermédiaire, située
entre la couche basale et le périderme. Puis la maturation de I’épiderme se fait entre E15.5 et
E19.5 (Figure 1.2-8). A E17.5 la stratification est pratiquement terminée, la couche intermédiaire

comprend deux a trois assises de cellules qui se différencient, formant la couche épineuse, qui
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exprime le couple de cytokératines K1/K10 (Byrne et al., 1994). Les cellules épineuses vont
continuer de se différencier et vont migrer en surface afin de former la couche granuleuse. A
partir de E18, 1’épiderme consiste en une couche de cellules basales capables de proliférer, ainsi
qu’en plusieurs couches de cellules suprabasales en cours de différenciation ou différenciées,
formant successivement la couche épineuse, la couche granuleuse et la couche cornée (Figure
1.2-8) (Liu et al., 2013). La couche granuleuse exprime I’involucrine et les transglutaminases et
la couche cornée exprime la filaggrine et la loricrine (Jetten and Harvat, 1997). La couche cornée
est constituée de cellules mortes, aplaties, anuclées, permettant de créer la barriére qui caractérise
I’épiderme. Notons qu’a la naissance de la souris, I’épiderme est relativement épais sur
I’ensemble du corps. Chez I’embryon de souris a E17,5, 1’épaisseur de I’épiderme est composée
de 4 a 5 cellules (Figure IV.4-1). Lorsque le pelage commence a se développer, 1’épiderme
s’amincit rapidement pendant les deux premicres semaines aprés la naissance (Sundberg et al.,
2012). Chez la souris adulte, 1’épaisseur de 1’épiderme se compose de 1 a 2 cellules (10 a4 15 pm)

et reste constante tout au long de la vie de la souris (Figure IV.3—4, Figure IV.3-6) (Sundberg et

al., 2012).
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Figure .28 - Développement de la peau dorsale de I’embryon de souris (Liu et al., 2013).
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Le facteur de transcription p63 est un membre de la famille des génes p53 (p53, p63 et p73).
Il existe deux isoformes majeurs de p63 : ANp63 et TAp63 (Yang et al., 1998). Chez I’embryon
a 8.5 jours de gestation, 1’expression de p63 est détectée en aval de K5/K14, deux des premiers
marqueurs de différenciation épithéliaux. P63 est un facteur de transcription essentiel au
développement et a la stratification de 1’épiderme. En effet, les nouveau-nés p63”- ne
développement pas un épiderme stratifié mais un épiderme formé d’une seule couche (Yang et
al., 1999). P63 continue d’étre exprim¢ au cours du développement embryonnaire de la peau,
mais au fur et a mesure de la maturation de I’épiderme son expression se restreint au
compartiment basal. Chez I’adulte I’expression du facteur de transcription p63 est prédominante
au niveau basal ou il participe a la maintenance du compartiment basal, ou il est majoritairement
exprimé (Yang et al., 1998; Truong and Khavari, 2007). 11 a ét¢ démontré par la suite que le
facteur p63 est un facteur clé du maintien du réservoir des cellules souches (Pellegrini et al.,
2001). II a été démontré que I’expression de p63 est reliée a la capacité proliférative des cellules,
la région ou I’expression de p63 est la plus forte correspond a la localisation des cellules TA
jeunes, puis son expression diminue dans les cellules TA agées, ce qui permet a ces dernicres de
s’engager dans le processus de différenciation terminale jusqu'a la mort des cellules (Pellegrini

et al., 2001; Koster and Roop, 2004).

I.2.4.2 Le follicule pileux

Les cellules permettant le développement du follicule pileux ainsi que le développement
des deux glandes sébacées qui I’accompagnent pour former I’unité pilosébacée (PSU),
proviennent de la couche basale de 1’épiderme embryonnaire. La morphogénése du follicule
pileux débute a environ 14.5 jours de gestation et fait ’objet de plusieurs étapes successives

(Figure 1.2-9).

a. Placode et condensation dermique
Les cellules de la couche basale sont a I’origine de la placode, formant un épaississement
de I’épiderme. Les kératinocytes basaux sont verticalement polarisés avec la partie proximale
dirigée vers la couche cornée et la partie distale dirigée vers le derme. Rapidement, les cellules
mésenchymateuses vont s’accumuler sous la placode et forment une condensation, a I’origine de

la papille dermique (dermal papilla ou DP) (Figure 1.2-9) (Dhouailly and Oftedal, 2016).
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b. Germe du poil (Hair Peg ou HP)
Les interactions epithélio-mesenchymateuses stimulent les cellules épithéliales afin de
former un bourgeon qui va s’allonger et pénétrer dans le derme, c’est le germe du poil (Hair
Germ ou HG). Il se caractérise par une forme plus allongée, avec la partie distale arrondie et

protégée par la condensation dermique.

c. Cone du poil (Hair Cone ou HC)

Le germe du poil comprend ensuite un céne du poil (Hair Peg ou HP) dont I’extrémité
proximale élargie est concave alors que les cellules qui sont situées au-dessus dégénérent et sont
repoussées vers la surface (Figure 1.2-9) (Dhouailly and Oftedal, 2016). Dans le creux du
follicule naissant, la condensation dermique forme la papille dermique qui s’entoure de
kératinocytes de la matrice. Au méme moment, un épaississement de la partie proximale du

follicule donne naissance au bulbe.

d. L’unité pilo-sébacée

Les kératinocytes centraux sont disposés en colonnes concentriques entourant 1’axe vertical
du follicule. Les kératinocytes basaux de 1’épiderme sont a ’origine de la gaine folliculaire
externe (Outer Root Sheath ou ORS), ainsi que de la matrice du poil. A la base du follicule pileux,
dans le bulbe, les kératinocytes de la matrice (TA) proliférent et forment la gaine folliculaire
interne (/nner Root Sheath ou IRS) ainsi que la tige du poil (Hair Shaft ou HS).

A ce stade, les glandes sébacées sont complétement formées et se composent de sébocytes.
L’IRS, contenant la tige du poil, se dirige vers le canal du poil en direction de la surface de
I’épiderme. Les enzymes protéolytiques secrétées par les sébocytes digeérent I’IRS et permettent

au poil de sortir dans le canal du poil et d’émerger.
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Figure 1.2-9 - La formation du follicule pileux au cours de I’embryogénése, de la placode jusqu’a 1'unité

pilosébacée.

I.2.5 Les cellules souches

[.2.5.1 Les cellules souches de I’épiderme

L’¢épiderme interfolliculaire contient des cellules souches résidant dans la couche basale et
adhérant a la membrane basale. Elles permettent le renouvellement continu des cellules
suprabasales en cours de différenciation terminale et des cellules mortes de la couche cornée qui
sont ¢liminées a la surface. Chez I’adulte, deux populations de kératinocytes différentes ont été
identifiées au niveau de la couche basale de I’épiderme : les cellules souches (Stem Cells ou SCs)
et les cellules d’amplification transitoires (7Transit Amplifying Cells ou TA).

Les cellules souches (SCs) sont peu nombreuses et ne représentent que 1% des kératinocytes
basaux. Elles sont dotées d’un fort potentiel de prolifération et d’une capacité a régénérer
I’ensemble des couches de 1’épiderme, mais les TA sont celles qui proliférent. La vitesse de
prolifération des SCs et des cellules TA est différente. Les cellules souches sont quiescentes,
bloquées en phase GO/G1 du cycle cellulaire elles se divisent rarement, alors que le cycle de
division des cellules TA est fréquent (Mascré et al., 2012). Cependant, le nombre de divisions
des cellules TA est limité puis elles s’engagent dans un programme de différenciation terminale
(Mascré et al., 2012).

Les cellules souches générent, a chaque division, soit deux cellules souches filles identiques
(division symétrique) soit une cellule souche fille et une cellule fille TA, qui aprés quelques

divisions s’engagera dans le processus de différenciation (division asymétrique).
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Alors que les SCs sont multipotentes, pouvant donner différents types cellulaires, les
cellules TA sont unipotentes et ne sont capables de proliférer et de se différencier qu’en un seul
type cellulaire, le kératinocyte des couches suprabasales. Les études pionnicres réalisées ont
montré que les cellules souches se situent a la base d’unités prolifératives épidermiques (EPU)

(Allen and Potten, 1974).

[.2.5.2 Le cycle du poil et les cellules souches folliculaires

Lors de la vie postnatale, la croissance du follicule pileux se déroule en 3 phases cycliques
successives : la phase anagene, la phase catagene, et la phase télogéne (Figure 1.2—10). La portion
inférieure du follicule (2/3 inférieurs) est celle qui subit le plus de transformations lors de ce
cycle. La phase anageéne correspond a la phase de croissance continue du poil et est caractérisée
par une activité mitotique intense au niveau du bulbe. Les cellules matricielles (7Transient
Amplifying Cells ou TA), proliférent et se différencient afin de former I’IRS ainsi que la tige du
poil. Cette phase est également associée a la production de la mélanine. En moyenne, cette phase
dure environ 2 a 3 semaines, la durée de ce cycle variant en fonction de 1’espéce et de la région
anatomique étudi¢e (Miiller-Rover et al., 2001). Les follicules pileux de souris ne restent pas
longtemps dans cette phase, le temps nécessaire a la production d’un poil d’une longueur définie

par la région anatomique ou il se situe. Une fois la capacité de différenciation des cellules

matricielles épuisée, arrive la phase catagéne de transition, pendant laquelle la prolifération
s’arréte. Cette phase dure environ 2 semaines chez I’homme et 2-4 jours chez la souris (Miiller-
Rover et al., 2001; Sundberg et al., 2012). Au cours de cette phase, les 2/3 inférieurs du poil
(bulbe et IRS) subissent une apoptose massive. Le follicule pileux va régresser et se raccourcir
ce qui permet de ramener la papille dermique au plus pres du bulge. La phase télogeéne correspond
a une phase de repos ou les cellules de la matrice (TA) sont inactives et le follicule s’atrophie.
La plupart des follicules pileux murins adultes demeurent en phase télogéne pour de trés longues
périodes (1-2 jours et 3 semaines pour la premicre et deuxiéme phase télogeéne respectivement)
ce qui explique la longueur constante des poils de souris adulte (Miiller-Rover et al., 2001). En
revanche, chez ’homme a 1’age adulte, le follicule se trouve le plus souvent en phase anagéne
(phase de croissance). Chez I’homme, les cheveux poussent continuellement durant une période
qui varie entre 3 et 7 ans selon le sexe et les individus. En moyenne le cycle de vie du cheveu
chez I’homme serait en général de 3 ans, alors que les femmes ont des cycles plus longs (entre 4

et 7 ans).
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La régénération de la portion cyclique du poil, aprés la phase catagéne, nécessite un
réservoir de cellules souches. Ces cellules souches résident dans le 1/3 supérieur de 1’unité
pilosébacée mature, ou se trouve la portion non-cyclique du poil, et précisément dans la gaine
folliculaire externe (ORS). Celle-ci héberge deux types cellulaires : les cellules souches du
follicule (Hair Follicle Stem Cells ou HFSCs) et les cellules souches de la glande sébacée. Elles
sont localisées dans le bulge du follicule pileux ainsi que dans une niche particuliére du bulge, le
germe du poil (Hair Germ HG). Dans les années 2000, des expériences ont démontré que les
cellules du bulge étaient multipotentes, pouvant étre a I’origine de la formation des glandes
sébacées, de 1’épiderme et des nouveaux follicules pileux. Ce sont des cellules quiescentes qui
se divisent trés lentement, mais lorsqu’un nouveau cycle de régénération du poil débute les
HFSCs et plus particuliérement les cellules du germe du poil vont étre activées afin de proliférer.
Les cellules du germe sont les premicres activées car pendant la phase télogéne ce sont les plus
proches de la papille dermique, elles percoivent les signaux mésenchymateux déclenchant la
nouvelle phase anagéne. Ces cellules, a la base du bulge, vont générer les cellules d’amplification
transitoires (TA) qui alimentent la matrice du poil dans le bulbe. Aprés plusieurs cycles de
divisions, les TA se différencient en direction de la surface afin de former la tige et la gaine
interne (IRS), et ainsi régénérer la portion cyclique du follicule pileux (Blanpain and Fuchs, 2009;

Fuchs, 2016).
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a) Développement embryonnaire

b) cycle pileux chez I’adulte

Télogéne

Catagéne

Papille
dermique

Anagéne

Figure 1.2—-10 — Apres le développement du premier follicule pileux, au cours de I’embryogénese, la croissance du
poil, chez I’adulte, est cyclique.

Le cycle du follicule pileux se déroule en 3 phases : anageéne, catagéne et télogéne. Adapté de (Blanpain and Fuchs,
2009).
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Cellules souches de I'épiderme
interfolliculaire (SCs)

mutipotentes

Cellules souches résidentes de
I'Isthme

Cellules souches sébacées
(HFSCs)

Cellules souches folliculaires
(HFSCs) multipotentes (Bulge)

Cellules d’amplification transitoire (TA)
unipotentes (Matrice)

Figure 1.2—-11 — Les cellules souches résidentes et les cellules d’amplification transitoire (TA) de 1’épiderme et du
follicule pileux.

Les HFSCs situées dans le bulge sont multipotentes et résident dans la portion permanente du follicule. Les cellules
souches de I’épiderme interfolliculaire sont multipotentes et résident dans la couche basale de I’épiderme. Les
cellules TA résidentes de I’isthme et des glandes sébacées se localisent dans la gaine folliculaire externe (ORS).
Les cellules d’amplification transitoire (TA) résident dans la matrice et sont alimentées par les HFSCs du bulge.

Chez I’homme la croissance du poil se fait par vagues in-utero et les premiers poils
émergent a la surface de la peau a environ 24 semaines de gestation, puis les cycles chez I’adulte
se produisent en mosaique a la surface du corps (Sundberg et al., 2012). Chez la souris les
premiers poils émergent 5 jours apres la naissance (Miiller-Rover et al., 2001). Le premier cycle
du poil postnatal commence aux alentours de la 2°™ semaine aprés naissance ou la croissance du
follicule pileux suit le cycle folliculaire composé d’une phase anagéne (croissance), d’une phase
de régression (catagéne) ainsi que d’une phase de repos (télogeéne) (Figure 1.2—-10, b). Chez la
souris, les cycles folliculaires se synchronisent et se déroulent par vagues définies comme une
progression ordonnée dans le temps et dans ’espace, des follicules pileux entrant dans la phase
anagene. Les différentes vagues de croissance adoptent une configuration cyclique régionale
s’étendant de la région antérieure vers la région postérieure et de la région ventrale vers la région

dorsale (Figure 1.2—12) (Chase and Eaton, 1959; Miiller-Rover et al., 2001).
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Figure 1.2—12 — Suivi de la propagation des vagues de régénération du follicule pileux sur la peau ventrale d’une
souris adulte, pendant 93 jours (Plikus and Chuong, 2008).

1.2.6 Identification des cellules souches

1.2.6.1 Technique de rétention cellulaire (Label-retaining cells ou LRCs)

Plusieurs techniques ont été¢ développées dans le but de pouvoir identifier et étudier les
cellules souches de 1’épiderme adulte comme, entre autres, la technique de rétention cellulaire
(label-retaining cells ou LRCs) utilisée par C.S Potten lors de ses travaux pionniers (Potten et al.,
1974). Ces cellules sont visualisées grace a la technique du « pulse-chase ». La phase de pulse
consiste en I’administration continue d’analogues de nucléotides (BrdU, bromodésoxyuridine,
3H-thymidine, thymidine tritiée) qui s’intégrent dans I’ ADN en phase de réplication. Cette phase
permet de marquer I’ensemble des cellules ayant traversé la phase S du cycle cellulaire. La
période d’attente (chase) est plus ou moins longue et consiste une incubation dans un milieu dit
froid, contenant le méme précurseur, mais cette fois-ci non radio-marqué. La plupart des cellules

en phase active de prolifération perdent leur marquage par dilution. Les cellules d’amplification
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transitoire (TA) se divisent rapidement et vont donc diluer le marquage alors que les souches
adultes se divisent plus lentement et retiennent le marquage. C’est la raison pour laquelle les
cellules souches sont appelées Label-Retaining Cells (ou LRCs). Elles ont été identifiées, chez
la souris au niveau de la région permanente du follicule pileux (bulge), par Cotsarelis et ses
collaborateurs (Cotsarelis et al., 1990). Fuchs et ses collaborateurs ont adapté cette derniére
technique afin de visualiser 1’histone H2B couplé au fluorochrome GFP (H2BGFP) (Tumbar,
2004).

[.2.6.2 Détection et isolation des HFSCs

Depuis plusieurs années, différentes populations de cellules souches ont ét¢ identifiées dans
différentes niches. Malgré leur localisation différente, les cellules souches de 1’épiderme et de
I’unité pilosébacée partagent un certain nombre de caractéristiques. Tout d’abord elles résident
toutes au niveau de la couche basale de I’épiderme, interagissent avec la lame basale et expriment
fortement les kératines K14, K5 et les intégrines (a6p4 et a3p1) (Figure 1.2—13), ainsi que p63
(Fuchs, 2008).

Depuis plusieurs années différents autres marqueurs ont été identifiés dans le bulge mais
¢galement dans le germe du poil tels que Sox9 (Nowak et al., 2008), K15 (Morris et al.,
2004)(Troy et al., 2011), K19 (Youssef et al., 2010), Lgr5 (Jaks et al., 2008), glil (Liu et al.,
2013) (Figure 1.2—-13).

Au cours du développement embryonnaire de la peau, a E12, toutes les cellules de la couche
basale sont prolifératives. Lors de la formation des placodes, les cellules qui gardent leur
caractére embryonnaire ségrégent pour donner lieu aux différentes populations de cellules
souches « adultes », localisées dans le bulge (HFSCs). Ces cellules permettront de renouveler le
poil, ainsi que les glandes sébacées. Noter que les HFSCs « adultes » expriment Sox9, cependant
leur cycle cellulaire est lent et elles sont quiescentes, alors que les SCs embryonnaires, a I’origine
du bourgeon du poil, expriment Sox9 mais sont hautement prolifératives (Yi, 2017). Selon leur
localisation, ces cellules souches « adultes » expriment des marqueurs spécifiques. Les HFSCs
du bulge peuvent étre identifiées par 1’expression, entre autres, des marqueurs K15, de CD34,
Sox9. Les HFSCs du second germe du poil, permettant la pousse du nouveau poil, expriment
¢galement la K15 (Plikus et al., 2012). Les SCs du germe de poil sont Lgr5+, les SCs des glandes
sébacées sont Lrigl+ et les SCs de I’épiderme sont Lgr6+ (Figure 1.2—13) (Plikus et al., 2012;
Schepeler et al., 2014).

Les HFSCs peuvent également contribuer au renouvellement de I’IFE en cas de besoin de

cicatrisation rapide (Plikus et al., 2012). Autour de la zone de cicatrisation, les cellules souches
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de I’infundibulum et de I’isthme (Lrigl+ et Lgr6+), ainsi que les cellules du bulge (K15+) vont
s’activer et générer des cellules d’amplification transitoire (TA) qui migrent du follicule et
participent a la re-épithéalisation de 1’épiderme. Cependant, alors que les cellules souches du
bulge (K15+) ne permettent de donner que des cellules TA, qui ne vivront pas longtemps, les
cellules souches de I’isthme et de I’infundibulum (Lrigl+ et Lgr6+) générent des clones de
cellules souches. Ceci a pour conséquence la perte progressive des HFSCs du bulge si le besoin

de cicatrisation s’avere étre long (Plikus et al., 2012).

Apres la mise au point de la technique des LCRs par Cotsarelis et ses collaborateurs
(Cotsarelis et al., 1990), de nouvelles méthodes ont été¢ développées afin d’isoler spécifiquement
les cellules souches du follicule pileux (HFSCs) en couplant [’utilisation de marqueurs
spécifiques avec la technologie du FACS (cytrométrie en flux). Le Cluster de différentiation 34
(CD34) est I’'une des premiéres protéines identifiées qui est exprimée a la surface membranaire
des cellules souches hématopoiétiques. C’est une protéine transmembranaire impliquée dans la
localisation et I’adhérence des progéniteurs hématopoiétiques dans leur niche, la moelle osseuse.
Lors de la différentiation, 1’expression de CD34 est perdue. Jusqu’a présent, CD34 reste le
marqueur le plus fiable et le plus utilisé afin d’enrichir les cellules souches du bulge (Figure 1.2—
13 et Figure 1.2—14) (Schepeler et al., 2014). Par la suite, Morris et ses collaborateurs ont créé
une lignée de souris qui exprimaient la protéine GFP sous le promoteur de la kératine 15 (Figure
[.2-14) (Morris et al., 2004). 11 a par la suite été démontré que les HFSCs positives pour la
kératine 15 dans le bulge et dans le germe du poil fluorescaient en vert et qu’elles co-localisaient
avec I’expression du marqueur membranaire CD34. Les autres populations de cellules souches

et de cellules TA du follicule pileux peuvent également étre isolées et triées par la méme méthode.
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Figure 1.2-13 - Emergence des différentes populations de cellules souches au cours du développement de I’unité
pilo-sébacée.

(a) Les cellules souches initiales expriment différents marqueurs de maniére concomitante (Lrigl, Lgr6, Sox9).
Au cours des différents stades du développement de 1’unité pilo-sébacé et de la ségrégation des différentes lignées
de cellules, I’expression de certains marqueurs devient de plus en plus spécifique d’une région. Les cellules de
plusieurs couleurs expriment des marqueurs multiples. (b) Le follicule pileux adulte (télogéne) est constitué de
différentes populations de cellules souches. Chacun des compartiments est caractérisé par 1’expression de
marqueurs spécifiques. Adapté de (Schepeler et al., 2014)).

Figure 1.2—14 - Localisation de I’expression du marqueur membranaire CD34 et de la kératine 15 dans les follicules
pileux murins.

(a) Marquage avec un anticorps anti-CD34 de peau de souris dorsale. Le follicule en en phase telogene. La fléche
indique les cellules exprimant CD34. (b) Marquage avec un anticorps anti-K 15 de peau de souris dorsale. La fléche
indique les kératinocytes du bulge exprimant K15. Barre d’échelle : 100um. Adapté de (Schepeler et al., 2014).

1.2.7 Les dermatoses
Une dérégulation du controle de la prolifération, de la différenciation ou de 1’apoptose peut
entrainer une perturbation de I’homéostasie de 1’épiderme, et aboutir a I’apparition de plusieurs

troubles cutanés (Jetten and Harvat, 1997). Je détaillerai ci-aprés deux d’entre eux, le psoriasis

et le mélanome.
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I.2.7.1 Psoriasis et I’hyperprolifération de I’épiderme

Le psoriasis est une maladie inflammatoire systémique et chronique due a une dérégulation
immunitaire. La prévalence de cette maladie est grande puisqu’elle affecte entre 3 a 5% de la
population européenne. Du fait de ses origines multifactorielles cette affection est d’aspect
clinique polymorphe et posseéde une grande variété de localisations corporelles. Un grand nombre
d’organes sont touchés et plus particuliecrement la peau, les articulations, le systéme
cardiovasculaire et les muqueuses, se traduisant par une inflammation du derme et de 1’épiderme
ainsi que par un renouvellement excessif des cellules de 1’épiderme. Cette maladie non
contagieuse, ne se guérit pas et les traitements connus permettant seulement de freiner ou de
résorber 1’inflammation associée.

Les kératines K6 (type II) et les kératines K16, K17 et K19 (toutes de type I) ont une
expression limitée dans 1’épithélium sain. Par contraste, les kératines K6, K16 et K17 sont
fortement induites dans les maladies chroniques impliquant une hyperprolifération de 1’épiderme
(Navarro et al., 1995; Leigh et al., 1995). La prolifération excessive des cellules d’amplification
transitoire (TA) est une des caractéristiques morphologiques du psoriasis.

L’analyse phénotypique de 1’expression de marqueurs caractéristiques de la prolifération et
de la différenciation cellulaire, tels que la K15, ’intégrine B1 et le Ki67, dans des modé¢les de
souris mimant des conditions d’hyperprolifération telles que le psoriasis, a montré qu’en général
« P’activation » des kératinocytes résulte d’une diminution de la transcription du géne codant
pour la kératine 15 (Bose et al., 2013; Jia et al., 2016).

Le niveau d’expression de I’intégrine B1 a la surface des cellules de la couche basale est
impliqué dans le contrdle de la transition des cellules basales vers les cellules suprabasales. Les
cellules souches de la couche basale expriment trés fortement 1’intégrine B1 et adhérent fortement
a la lame basale. Les cellules TA, au contraire, ont une expression de 1’intégrine 1 moindre,
perdent leur adhésion a la lame basale, migrent dans le compartiment suprabasal et vont entamer
le programme de différenciation terminale, qui s’accompagne d’une diminution de la
transcription de K15 et une augmentation de celle de K10 (Figure 1.2—15) (Jia et al., 2016). Ces
derniers résultats montrent que la kératine 15 ne refléte pas seulement la présence de cellules
souches ou de cellules TA dans la couche basale, mais refléte également la réponse de cellules
basales a une perte d’homéostasie et a une entrée dans un programme de différenciation
terminale. Pour cette raison, 1’utilisation du marquage de la K15 seul afin de caractériser et
d’isoler les cellules souches est controversé, et il est préférable de 1’utiliser en concomitance avec

le marquage CD34.
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Dans les tissus psorasiques on observe un déséquilibre entre les divisions cellulaires
perpendiculaires et paralléles a la lame basale. Le pourcentage de ségrégations asymétriques
perpendiculaires est significativement accru, en comparaison avec les ségrégations paralléles (Jia
et al., 2016). L’inhibition des cellules souches hyperactives présente une cible thérapeutique

potentielle afin de combattre I’hyperplasie épidermique psoriasique.

K15 K10 intB1 Ki67

Peau

Lesion

Figure 1.2—15 - Caractéristiques moléculaires d’une peau humaine psoriasique.

Les coupes histologiques montrent une hyperplasie de 1’épiderme et un élargissement flagrant du compartiment
des cellules TA dans I’épiderme psoriasique (K15-/K10 +/ intégrine Bl faible/ Ki67+) accompagné d’une
diminution du nombre de cellules souches (K15+/ K10 -/ int f1+/Ki67+). Adapté de (Jia et al., 2016).

1.2.7.2 Le mélanome et ’implication des histones H2A.Z

Le mélanome, ou tumeur mélanocytaire, est le plus souvent un cancer de la peau et des
mugqueuses qui se développe a partir des mélanocytes. Chaque année, 1’incidence de ce cancer
augmente de plus de 2%, mais dans certains pays ce pourcentage tend a se stabiliser du fait des
changement d’habitude d’exposition au soleil. La mortalité liée aux mélanomes cutanés a
tendance a diminuer du fait que la plupart des mélanomes détectés sont de petite taille et de
meilleur pronostic. Malgré leur faible incidence, les mélanomes cutanés sont plus dangereux que
les carcinomes car ils ont un potentiel métastatique élevé.

De nombreuses études ont été réalisées dans le but de caractériser et de cibler des mutations
génétiques dans le mélanome et ainsi de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques. Ces études
ont montré une implication particuliere de la régulation épigénétique, tels que celle des histones,
dans la pathogénicité du mélanome (Vardabasso et al., 2014)(Vardabasso et al., 2016). L histone
variante macroH2A est, entre autres, un suppresseur de tumeurs dans le mélanome par
I’intermédiaire de la régulation de la CDKS (cyclin-dependent kinase 8) (Kapoor et al., 2010).

De plus, les histones variantes H2A.Z-1 et H2A.Z-2 sont été mentionnées comme étant fortement
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exprimées dans un certain nombre de cancers dont le mélanome, et cette forte expression de
H2A.Z-1 et H2A.Z-2 est corrélée avec un trés faible taux de survie des patients. Cependant des
analyses plus poussées d’invalidation génique ont permis de faire la distinction entre les roles de
chacune des isoformes, H2A.Z-1 et H2A.Z-2. L’invalidation génique de H2A.Z-2 provoque
I’arrét des cellules du mélanome en phase G1/S, alors que celle de H2A.Z-1 non. Ainsi, H2A.Z-
2 est la seule de ces deux isoformes directement impliquée dans le mélanome. H2A.Z-2 est donc
essentiel a la prolifération cellulaire (Vardabasso et al., 2015).

La protéine BRD2 (bromodomain-containing protein 2) est également surexprimée dans le
mélanome. Elle forme un complexe avec H2A.Z-2. Il semblerait que H2A.Z-2 recrute BRD2
ainsi que deux facteurs de transcription, E2F1 et E2F4, connus pour étre essentiels a la
progression du mélanome et des métastases (Alla et al., 2010; Vardabasso et al., 2015). Les cibles
des facteurs de transcription E2Fs sont surtout des génes impliqués dans le contrdle du cycle
cellulaire et donc dans la prolifération. Ainsi, 1’axe H2A.Z-2-BRD2-E2Fs conduit a la
progression du mélanome (Vardabasso et al., 2015).

La structure cristallographique de la chaperonne ANP32E, permettant I’éviction de H2A.Z,
complexée avec le dimére H2A.Z-H2B est connue depuis quelques années (Obri et al., 2014). 11
serait intéressant de synthétiser des médicaments qui permettraient d’inhiber la formation de ce
complexe et de dégrader ensuite 1’histone variante H2A.Z soluble. Ceci pourrait étre une nouvelle
stratégie thérapeutique permettant d’éviter la progression du mélanome ainsi que la résistance

¢ventuelle a des chimiothérapies existantes.

1.2.8 Controle épigénétique du développement et de I’homéostasie de la

peau

Comme mentionné précédemment, 1’organisation structurale de la chromatine joue un réle
essentiel dans la régulation de I’expression génique. Ainsi, pendant que les cellules souches (SCs)
proliférent et se différencient, la structure de la chromatine subit un processus de remodelage
dynamique afin de réguler I’expression génique. Pendant le remodelage de la chromatine, I’ADN
ainsi que les histones subissent un certain nombre de modifications qui donnent a la chromatine
un profil épigénétique caractéristique. Parmi ces modifications on trouve la méthylation de
I’ADN, mais aussi des modifications post-traductionnelles des queues d’histones (méthylation,
I’acétylation, l’ubiquitinylation) et I’incorporation de histones variantes. Celles-ci vont
contribuer a la régulation de la transcription lors de I’engagement des cellules souches dans un
programme de différenciation pendant ’embryogenése ou dans un programme de régénération

tissulaire chez ’adulte.
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Depuis plusieurs années il a été démontré que le variant d’histone H2A.Z joue un rdle
crucial et spécifique dans la régulation de la structure chromatinienne au cours du développement
(Kapoor et al., 2010) mais également lors de certaines pathologies (Chen et al., 2013). Depuis
peu de temps les liens entre certains facteurs de remodelage de la chromatine et la plasticité des
cellules souches, déterminant le destin cellulaire au cours de ’homéostasie et la régénération
tissulaire, commencent a émerger. La peau est un excellent modele afin d’étudier le contrdle
épigénétique des cellules souches adultes, SCs et HFSCs, leur auto-renouveélement et leur
différenciation.

Les cellules souches embryonnaires (ESCs) présentent une structure chromatinienne
dynamique caractérisée par un état hypomethylé (H3K4/K9/K27me3) de I’ADN, ou la
chromatine se trouve extrémement compactée. Cet état hypométhylé semble étre essentiel au
maintien de la pluripotence et de I’auto-renouvelement des ESCs. En effet, les régions des
promoteurs des geénes Oct4 et Nanog, en plus de la présence de H2A.Z, sont au départ
hypométylées, puis sont hyperméthylées pendant la différenciation des ESCs (Berdasco and
Esteller, 2011). Ainsi, le changement du profil de méthylation des promoteurs d’un certain
groupe de genes est un facteur clé de la différenciation en une lignée cellulaire donnée. Pendant
la phase catagene du cycle du poil, les cellules souches folliculaires (HFSCs) en quiescence (GO)
sont hypométhylés (H3K4/9/27me3) avec un faible niveau d’expression des ARNs messagers
des HMTs (histone methyltransferases), Ezh2 (H3K27me3), Suv39 h2 (H3K9me3) et Setdlb
(H3K4me3), suggérant une haute plasticité cellulaire (Lee et al., 2016). Les cellules souches vont
alors soit s’auto-renouveler dans le bulge soit se différencier afin de devenir des cellules TA du
germe du poil et enfin des cellules de la matrice et de la gaine folliculaire interne (IRS).

La pluripotence et 1’auto-renouvelement des cellules souches embryonnaires de souris
(mESCs) sont régulés par des facteurs extrinseques, comme le LIF (Leukemia inhibitory factor),
BMP (bone morphogenetic protein) et les membre de la famille Wnt (wingless-type integration
site familly), et intrinséques comme Oct4, Nanog et Sox2. En I’absence de Oct4, Nanog et Sox2
les cellules souches embryonnaires se différencient (Hyslop et al., 2005). L’étude pangénomique
des ESCs a montré que I’incorporation de I’histone variante H2A.Z au niveau des séquences
promotrices et amplificatrices permet d’améliorer 1’accessibilité de la chromatine a certains
facteurs de transcription essentiels au maintien de 1’état pluripotent des ESCs et de leur auto-
renouvelement comme Oct4 (Hu et al., 2013). Nanog est un autre facteur de transcription qui agit
en coopération avec le complexe Oct4-Sox2 afin de diminuer 1’expression des geénes impliqués
dans la différenciation et d’augmenter I’expression des génes impliqués dans le maintien de la
pluripotence. L’analyse biochimique des partenaires directs de Nanog a révélé une interaction

directe de Nanog avec I’histone variante H2A.Z. Wang et ses collaborateurs ont démontré que
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I’invalidation génique de H2A.Z, in-vitro, induit la différenciation des ESCs non seulement par
le biais de la régulation de I’accessibilité aux régions promotrices et amplificatrices, mais
¢galement par le biais de la modulation directe de la quantité de protéines Nanog (Wang et al.,

2015).

I.2.9 Limites de ’utilisation du modele souris pour I’étude de la peau et de

son extrapolation a ’homme

Les follicules pileux murins et humains partagent des caractéristiques essentielles en ce qui
concerne leur structure et leur fonction. De plus, ils sont constitués par les mémes types
cellulaires et leurs cycles respectifs alternent entre des phases de croissance active (anagene), de
régression (catagéne) et de quiescence ou de repos (télogene) (Figure 1.2—-10). Cependant, I’étude
du développement et de ’homéostasie des follicules pileux murins ne peut pas toujours étre
extrapolée a ’homme. En effet, certaines caractéristiques du follicule pileux de souris ne sont
pas retrouvées a I’homme.

C’est le cas par exemple de la localisation des cellules souches. Alors que les cellules
souches du follicule pileux murin se trouvent localisées au niveau du bulge, seule région
identifiée comme étant un réservoir de cellules souches, le follicule pileux en phase anagéne chez
I’homme contient deux réservoirs, un sur le 1/3 supérieur et un sur le 1/3 inférieur de I’ORS. Ces
deux régions vont fusionner pendant la transition catageéne-télogéne et réapparaissent sur le
nouveau poil en phase anagéne (Commo et al., 2000). De la méme fagon, en ce qui concerne les
marqueurs spécifiques des HFSCs murines, il n’est pas certain qu’ils puissent tous étre extrapolés
aux HFSCs humaines (Purba et al., 2014).

Enfin, le cycle du follicule pileux, chez la souris et chez ’homme, présente également de
nombreuses différences. Chez la souris, le cycle des follicules pileux est synchronisé entre tous,
ne dure que quelques semaines, et la transition entre les phases anagéne-télogéne et telogene-
anagene s’accompagne d’un profond remodelage tissulaire impliquant I’hypoderme (Festa et al.,
2011). Chez I’homme, en revanche, le cycle des follicules pileux est asynchrone, et les follicules

pileux peuvent fonctionner de 3 a 7 ans (voir section 1.2.2.1.1).
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Objectifs

Quel est le mécanisme de transmission des informations épigénétiques ? Les histones
variantes ainsi que les complexes permettant leur assemblage dans les nucléosomes pourraient
en étre le support.

Chaque cellule eucaryote exprime, en plus des histones de cceur conventionnelles, des
histones variantes. Les histones peuvent faire I’objet de modifications post-traductionnelles qui
influent sur les relations locales de la chromatine avec le complexe de transcription, c’est a dire
sur I’état transcrit ou non-transcrit de chaque géne. Il semblerait que ces modifications post-
traductionnelles, sur les queues N-terminales des histones, puissent étre transmises lors d’une
division cellulaire et permettre ainsi de propager des informations épigénétiques.

Les histones variantes pourraient transmettre aux cellules filles lors d’une division cellulaire
des informations épigénétiques et notamment les divers états de la chromatine. Le remplacement
d’une histone canonique par sa forme variante peut induire une déstabilisation ou au contraire
une stabilisation du nucléosome sur la fibre chromatinienne rendant ainsi plus ou moins possible
I’accessibilité de I’ADN aux complexes protéiques actifs de la transcription, de la réparation, etc.
Les histones variantes seraient des facteurs épigénétiques qui jouent un role essentiel dans la
régulation des propriétés structurales et fonctionnelles du nucléosome et de la chromatine. Par
conséquent, les histones variantes seraient impliquées dans de multiples états cellulaires tels que

la différenciation, I’embryogenése, le cancer, ou le vieillissement.

Les données scientifiques disponibles jusqu’a présent suggerent que, chacune des histones
variantes H2A.Z-1 et H2A.Z-2, et de fagon générale I’histone variante H2A.Z, pourraient étre
impliquées dans divers événements cellulaires tels que la transcription, la réparation de I’ADN
ainsi que la prolifération et la différenciation cellulaire. L histone canonique H2A peut étre
remplacée par I’histone variante H2A.Z dans certaines régions de la chromatine. L’ histone
variante H2A.Z appartient a la famille de I’histone H2A et s’exprime sous la forme de deux
isoformes, H2A.Z-1 et H2A.Z-2, qui différent par seulement 3 acides aminés et sont codés par
deux genes distincts, respectivement H2afz et H2afv.

La fonction de H2A.Z a été, jusqu’ici, analysée surtout grace a des techniques in-vitro de
culture cellulaire. Peu d’informations sont disponibles concernant le role de H2A.Z in-vivo dans
différents organes, dii au manque de mode¢les animaux permettant le 1’invalidation conditionnelle
(aussi appelée knock-out ou KO) de H2A.Z. Le premier objectif de mon projet de these a donc
été d’établir un modele murin permettant d’invalider les deux génes H2afz et H2afv, afin de

disséquer la fonction de H2A.Z in-vivo.
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Jai utilisé comme modéle d’étude la peau. La peau est un organe trés intéressant car
I’épiderme est en perpétuel renouvellement. Il est a la fois en constante prolifération (tissu
mitotique), mais aussi en constante différenciation (tissu post-mitotique), ce qui permet
d’analyser le role de H2A.Z dans ces deux processus. Le but de ma thése a été de comprendre les
effets de 1’absence de H2AZ-1 et de H2AZ-2 sur la prolifération et sur la différenciation
cellulaire, en prenant comme modele les kératinocytes épidermiques. Afin de comprendre la
fonction particuliére de I’histone variante H2A.Z lors de la mitose, j’ai, au début de mon projet
de theése, créé de nouveaux et uniques modeles de souris transgéniques de knock-out conditionnel
(KO) permettant I’invalidation deux genes H2afz (H2A.Z-1) et H2afv (H2A.Z-2). La
particularité de ces modeles est que I’invalidation conditionnelle est tissu-spécifique, au niveau
de I’épiderme. En effet, ces souris expriment sous le controle des promoteurs des génes K14 ou
K5 (K14CreERT2 ou K5Cre), spécifiques de la couche basale de 1’épiderme, une Recombinase-
Cre, et vont ainsi par différentes méthodes exciser les séquences flanquées par deux sites loxP,
et donc les génes H2afz et H2afv. Mon projet a ensuite consisté en la caractérisation cellulaire et

moléculaire du phénotype développé par les souris KO pour H2afz et H2afv.

Mes derniers résultats me permettent d’avancer I’hypothese selon laquelle I’histone variante
H2A.Z jouerait un role crucial dans le maintien de I’homéostasie de la peau par le biais de la
régulation de la mitose et donc de la prolifération. Le but suivant sera d’identifier les mécanismes
sous-jacents mis en jeux par 1’histone variante H2A.Z au cours de la mitose. Mon projet de thése
s’inscrit donc dans un projet complétement nouveau et innovant qui fait face a des problémes
fondamentaux non seulement dans le domaine de 1’épigénétique fonctionnelle, mais également
dans la compréhension de 1’altération des fonctions de H2A.Z dans différentes maladies, telles

que le cancer.
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Chapitre I11.1 Expérimentation animale

I11.1.1 Elevage et création des lignées de souris transgéniques

III.1.1.1 La lignée murine transgénique (KI/cKO) H2A.Z-1 et la lignée
murine transgénique (KI/cKO) H2A.Z-2

Les lignées de knock-out conditionnel (cKO) pour H2afz, codant pour 1’histone variante
H2A.Z-1, et de knock-out conditionnel (cKO) pour H2afv, codant pour la I’histone variante
H2A.Z-2, ont été générées a I’Institut Clinique de la Souris (ICS) a Illkirch. Ces deux lignées
proviennent de souris C57BL/6N et ont été créées en utilisant les approches standards de
génétique par recombinaison homologue (Figure I1.1-1).

Deux séquence loxP ont été ajoutées, par recombinaison homologue, de part et d’autre des
exons 2-4 pour le géne H2afz (Figure III.1-1, a) et des exons 4-5 pour le géne H2afv (Figure
II.1-1, b). Les génotypes des souris de chacune des lignées sont respectivement H2afz 7 et
H2afv ", Lorsque les souris expriment une Recombinase-Cre, cette enzyme reconnait les sites
loxP et la séquence positionnée entre ces deux sites sera excisée (Figure II1.1-1). Le génotype de
ces souris est alors H2afv - et H2afv 7~ respectivement (Figure III.1-1). Cette excision conduit
a la perte de I’expression des protéines H2A.Z-1 et H2A.Z-2 respectivement. C’est le principe

de I’invalidation génétique par la technique de Knock-out conditionnel.

| Il ] v \'

a)
) S W W H2afzsauvage (Wrou+)
loxP FRTloxP
2) — > -  H2afz floxées (cKO ou fl)

Expressiondela ™ - -

Recombinase-Cre  ° 7
) —i—;«_— H2afz défloxées (KO ou -)

b) | I m [\ \"
) N 2t sawage Weou s
RTloxP loxP .
2) ; -~ H2afv floxées (cKO ou fl)
Expression de la'\ 7 -

Recombinase-Cre "\ N -
3) —ﬁ—.—-— > H2afv défloxées (KO ou -)

Figure III.1-1- Représentation schématique des constructions génétiques des souris génétiquement modifiées
(H2afz " et H2afv V). Les souris cKO pour les génes H2afz et H2Afv ont été créées en insérant deux séquences
loxP de part et d’autre des exons 2-4 et 4-5 des genes H2afz et H2afv. L’invalidation génétique des genes H2afz
et H2afv est obtenue suite a 1’expression de la Recombinase-Cre. Celle-ci reconnait ses sites spécifiques loxP et
excise les séquences d’ADN flanquées.
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H2afz " (nommée H2A.Z-1) Institut Clinique de la Souris, Illkirch
H2afv ¥ (nommée H2A.Z-2) Institut Clinique de la Souris, Illkirch
K14CreER™ #*(nommées K14Cre) Dr. Daniel Metzger
(Tg(KRT14-cre/ERT2)11Ipc) Institut de génétique et de biologig
(Indra et al., 2000) moléculaire et cellulaire (IGBMC), Illkirch
K5Cre ¥ (nommée K5Cre) Dr. Aurélie Chiche
(Tg(KRT5-cre)5132J1)) Institut Pasteur, Plasticité¢ cellulaire e
(Ramirez et al., 2004) modélisation des maladies, Paris

Rosa26"1-TdTomato™"1-GFP
(nommée mTmG)
(Gt(ROSA)26Sorm4(ACTB-tdTomato,- The Jackson Laboratory, USA

GFP)Luo / J)

(Muzumdar et al., 2007)

Tableau II1.1-1- Lignées de souris utilisées en élevage afin de créer les lignées a expérimenter

II1.1.1.2 La lignée murine transgénique permettant la double invalidation

conditionnelle (cKO) de H2afz et de H2afv

Grace aux deux lignées transgéniques H2afz et H2afv, j’ai créé une lignée de souris
permettant la double invalidation conditionnelle de H2afz et H2afv, a la Plateforme de Hautes
Technologies Animales de Grenoble (PHTA). Pour ce faire, les souris porteuses du géne H2afz
floxé ont été croisées avec celles porteuses du géne H2afv floxé. Le génotype de ses souris est
donc H2afz""; H2afv"? et toutes les cellules provenant de ces souris ont le méme génotype.

Pour simplifier la nomenclature, on appellera cette lignée de souris H2A.Z-1 ; H2A.Z-2.

I11.1.1.3 La lignée murine transgénique permettant la double invalidation
conditionnelle (cKO) de H2afz et de H2afv spécifiquement sur la

peau

Les souris précédemment générées, H2afz V1; H2afv ", ont été croisées a leur tour avec
des souris K14CreER™ (K14Cre ¥*). Le transgéne K14CreER™ permet 1’expression d’une
Recombinase-Cre ER™? inductible, par I’injection de tamoxiféne, spécifiquement au niveau des

cellules K14+ dans la couche basale de I’épiderme.
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De la méme maniére, les souris H2afz f1; H2afv 1 ont été croisées avec des souris K5Cre
(K5Cre ). Ce transgéne K5Cre permet 1’expression d’une Recombinase-Cre constitutive
spécifiquement au niveau des cellules K5+ dans la couche basale de I’épiderme. La
Recombinase-Cre constitutive, comme son nom 1’indique, n’a pas besoin d’étre induite par le
tamoxiféne. Le génotype de ses souris est donc H2afz 11 H2afv 11 K14/K5 &+ o+ Pour

simplifier la nomenclature, on appellera cette lignée de souris H2A.Z-1 ; H2A.Z-2 ; K14/K4Cre.

II1.1.1.4 La lignée murine transgénique double H2A.Z-1 H2A.Z-2
Rosa26mTmG K5Cre

Les souris Gt (ROSA)26Sor™4ACTB-tdTomato-GFP)Luo/y nroyviennent du fournisseur The
Jackson Laboratory et sont une lignée congénique de souris C57BL/6J (B6.129(Cg)). Par soucis
de simplification, cette lignée est également appelée mTmG (The Jackson Laboratory n°007676)
(Muzumdar et al., 2007). La lignée de souris mTmG contient un géne rapporteur de 1’activité de
la Recombinase-Cre nommé Rosa26 combiné aux deux fluorochromes Tomato et GFP exprimés
a la membrane plasmique. Le génotype de ces souris est Rosa 7= tdTomato™-GFP (voir page
126). Pour simplifier la nomenclature, on appellera cette lignée de souris mTmG.

Dans le but de pouvoir suivre 1’activité par épifluorescence de la Recombinase-Cre dans
mon modéle d’invalidation conditionnelle de H2afz"" ; H2afv", j’ai créé, également a la PHTA,
une nouvelle lignée de souris par le croisement de la lignée H2A.Z-1 ; H2A.Z-2 ; K5Cre et de la
lignée mTmG. Le génotype de ses souris est donc H2afz"™ ; H2afv' ; Rosa™-tdTomato™"-
GFP ; K5Cre'®"°*** Pour simplifier la nomenclature, on appellera cette lignée de souris H2A.Z-

1; H2A.Z-2 ; mTmG ; K5Cre.

La gestion des lignées s’effectue avec 1’aide du logiciel Mayakind. Les lignées de souris
transgénique en élevage sont présentes a I’animalerie de la Plateforme de Hautes Technologies
Animale de Grenoble (PHTA) et les lignées de souris transgéniques utilisées pour
I’expérimentation sont présentes a 1’Animalerie de 1’Institut pour 1I’Avancée des Biosciences
(IAB). Les projets ont été validés par le Ministére de I’Enseignement Supérieur, de la Recherche
et de I’innovation (MESRI) auprées duquel nous avons obtenu les autorisations de projets #6525
et #7785. Ces projets d’expérimentation des animaux ont également été approuvés par le Comité
d’éthique en expérimentation animale de Grenoble auprés duquel nous avons obtenu

respectivement les agréments n°336 et n°353.
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III.1.2 Protocole d’invalidation conditionnelle des génes H2afz et H2afv

chez les souris

II1.1.2.1 L’invalidation des génes H2afz et H2afv a été réalisée a différents

stades de développement de la souris

Lors du knock-out chez I’adulte, les souris utilisées étaient toutes agées de 6 a 8 mois. Le
protocole d’injection de tamoxiféne consiste en 1 injection a 0,1mg/souris, toutes les 24 heures
et ceci pendant 5 jours consécutifs.

Pour I’¢étude de I’'impact de la perte d’expression de H2A.Z sur la formation de la peau au
cours de I’embryogénése, nous avons utilisé des souris gravides agés de 4. Un bouchon vaginal
apparait suite a ’accouplement de la souris male avec la souris femelle, c’est le jour 0.5 de
gestation. A 8.5 jours de gestation, nous avons procédé a la premiére injection de tamoxiféne a
0,1mg/souris, que nous avons répété pendant 5 jours a 24 heures d’intervalle. A 17.5 jours de
gestation, nous avons euthanasié la souris gravide et avons récupéré les embryons.

Pour rappel, le transgéne K5Cre induit 1I’expression, dans les kératinocytes épidermiques
basaux, d’une Recombinase-Cre constitutive, qui est activée en continu. Le knock-out est réalisé
au cours de I’embryogéneése, dés I’expression de la kératine 5. Ce transgene permet d’étudier

I’impact du KO de H2A.Z au cours du développement embryonnaire et postnatal de la peau.

I11.1.3 Préparation du tamoxiféne

Pour préparer le mélange a injecter, 50 mg de tamoxiféne (Sigma-Aldrich T5648) ont été
re-suspendus dans 500 ul d’éthanol absolu (Carlo Erba). Ce mélange a été chauffé au bain-marie
a 60°C puis mélangé par vortex jusqu’a obtention d’une solution translucide. Noter qu’il ne faut
pas hésiter a soniquer a chaud si nécessaire. Le mélange a ensuite ét¢ dilué dans de 1’huile de
mais (Sigma-Aldrich C8267) afin d’obtenir une concentration finale de 10 mg/ml. Puis nous
avons incubé le mélange au bain-marie a 60°C afin d’obtenir une solution translucide. La solution
stock a 10 mg/ml a été conservée a -20°C en aliquots de 1 ml. Des aliquots d’une solution stock

a 1 mg/ml ont également été conservés dans les mémes conditions.

I11.1.4 Injection intrapéritonéale

Préalablement a I’injection nous avons chauffé 1’aliquot de tamoxiféne (solution stock a 1

mg/ml) dans un bain-marie a 60 °C pendant 10 a 15 minutes puis nous I’avons soniqué a chaud
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pendant 10 minutes. Noter qu’il est crucial de laisser I’aliquot au chaud jusqu’au moment de
I’injection. De plus, il est extrémement important que la solution soit limpide. L’injection de
tamoxiféne a été effectuée par voie intrapéritonéale a I’aide d’une aiguille 25G (AGANT ™
NEEDLE). Ont été injectés 0,1mg/ml de tamoxiféne, donc un volume de 100 ul par souris. La
fréquence est d’une injection chaque 24 heures et ceci pendant 5 jours consécutifs. La prise ou la

perte de poids ont fait I’objet d’un suivi quotidien pour les souris en cours d’expérimentation.

I11.1.5 Administration des médicaments

Nous avons mené une étude témoin, sur les souris apres le knock-out de H2A.Z, afin de
visualiser a partir de quel moment se développait le phénotype et de déterminer les points limites
et le point final de I’expérimentation. Au cours de cette étude témoin, les souris ont pu montrer
un certain nombre de signes de souffrance. Nous les avons traités avec des anti-inflammatoires
dans 1’eau de boisson (Méloxicam, 10pg/ml) ainsi qu’administré des antalgiques

(Buprénorphine, 0,1mg/kg) par voie intrapéritonéale (100 pl par 20 g de souris).
Chapitre I11.2 Génotypage des souris

II1.2.1 Extraction d’ADN génomique

L’extraction de I’ADN génomique des lignées de souris transgéniques a été effectuée a
partir d’une biopsie de queue. La queue de la souris est composée d’une population hétérogeéne
de cellules comprenant, entre autres, des cellules endothéliales, des fibroblastes du derme ainsi
que la population de kératinocytes correspondant a chaque couche de I’épiderme, nous
retrouverons donc dans I’extrait d’ADN génomique une « contamination » de I’ADN provenant
de tous les types cellulaires mélangés.

Cette biopsie a été digérée dans une solution de 750 pl contenant 30 pl de protéinase K a
10 mg/ml (Sigma) et 720 pl de 50 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM EDTA pH 8, 100 mM NacCl et
1% de SDS pendant une nuit a 55°C sous agitation. Apres 1’ajout de 250ul de NaCl 5SM, I’ADN
génomique a été vortexé puis centrifugé 5 minutes a 13 000 rpm. Le surnageant a été récupéré.
Nous avons précipité ’ADN génomique avec 500 ul d’isopropanol (Propan-2-ol, Carlo Erba).
Aprés agitation par retournement, les pelotes d’ADN ont été culotées par centrifugation 5 minutes
a 13000 rpm a température ambiante. Le culot d’ADN a été lavé par 1’ajout de 700 ul d’éthanol

70%, puis nous avons centrifugé le culot d’ADN en deux cycles de centrifugation de 5 minutes
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a 13 000 rpm a température ambiante. Le culot a été ensuite séché a température ambiante avant

d’étre repris dans 50 ul d’eau.

I11.2.2 PCR sur ADN génomique

Le génotypage des génes H2afz, H2afv et Cre a été réalisé par PCR dans un tampon de 25
ul contenant entre 50 et 150 ng d’ADN génomique, 1X de tampon My Taq Red Mix (Bioline),
0,4 mM de chacune des amorces sens et anti-sens, 0,2 pl de Taq polymérase Bioline. Les liste
des amorces ainsi que les différents programmes PCR utilisés, correspondant a 1’analyse de
chaque géne, sont listés respectivement sur le Tableau I11.2-1 et Tableau I11.2-2. Les fragments
d’ADN amplifiés ont été visualisés sur des gels d’agarose a 1.2% ou 2% et colorés au bromure

d’éthydium.

Genes ciblés Séquence des amorces sens (5'vers 3')  Séquence des amorces anti-sens (5' vers 3') Séquence des amorces ¢ Taille des frag et alleles

H2A.Z-1 Knock-out CGTCGGAGCTTCAGCACGGTCC TGTGTGGGATGACACCTAGGAGAGGG 483 pb (L- ou KO)

H2A.Z-2 Knock-out CATGCACCTGCCATTATGTCTGGTA ACTGATGGCGAGCTCAGACCATAAC 300 pb (L- ou KO)
96 pb (WT)
Rosa-TdTomato-EGFP GTTATGTAACGCGGAACTCCA CAGGACAACGCCCACACA CTTCCCTCGTGATCTGCAAC
140 pb (mut)

Tableau II1.2-1 - Liste des amorces utilisées pour le génotypage
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Programme PCR h2afz (fl), h2afv (fl), h2afv (KO) Programme PCR Cre (tg)
Etapes Température (C’) Temps Cycles Etapes Température (C°) Temps Cycles
1 94 2 min 1 94 3 min
2 94 1 min 2 94 1 min
3 58 1 min 2 cycles 3 58 1min 2 cycles
4 72 1 min 4 72 1 min
5 94 30 sec 5 94 30 sec
6 58 30 sec 30 cycles 6 58 30 sec 30 cycles
7 72 30 sec 7 72 30 sec
8 72 3 min 8 72 3 min
9 4 9 4
Programme PCR h2afz (KO) Programme PCR mTmG (fl)
Etapes Température (C’) Temps Cycles Etapes Température (C°) Temps Cycles
1 95 3 min 1 94 2 min
2 95 30 sec 2 94 20 sec
3 60 1 min 34 cycles 3 58 15 sec 10 cycles
4 72 2 min 4 72 10 sec
5 72 10 min 5 94 15 sec
6 4 6 58 15 sec 28 cycles
7 72 10 sec
8 72 3 min
9 4

Tableau II1.2-2 - Programme PCR pour les génotypages des génes h2azf, H2afv, Cre et mTmG.

Chapitre 111.3 Techniques in-situ

I11.3.1 Préparation de la pancréatine 8% pour la séparation derme et de

I’épiderme

Nous avons préparé une solution stock a 8% dans du PBS 1X a partir de pancréatine en
poudre (SIGMA P3292). Pour cela, 2 g de pancréatine ont été dissous dans 100 ml de PBS 1X.
Nous avons laissé le mélange se dissoudre, sous agitation magnétique, pendant 24h a 4°C. Puis
nous I’avons centrifugé a 2000 rpm pendant 20 min. Le mélange a été pass¢ dans plusieurs filtres

de 0,22 um. Les aliquots de solution stock de pancréatine 8% ont été conservés a -20°C.
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I11.3.2 Séparation du derme et de I’épiderme

La séparation du derme et de I’épiderme a été réalisée a partir d’une biopsie de peau,
ventrale ou dorsale, de souriceau ou de souris adulte. Nous avons tondu les poils, a 1’aide d’une
tondeuse, puis épilé a 1’aide d’une créme dépilatoire (Veet Silk & Fresh) pendant Smin. La peau
a ensuite été rincée soigneusement sous 1’eau froide.

Une fois que la biopsie de peau a été récupérée, la peau a été mise a plat dans une boite de
pétri 100 mm au-dessus de quelques gouttes de PBS 1X (a partir de PBS 10X, Euromedex) sur
la glace (la peau peut étre conservée pendant plusieurs heures sur la glace sans affecter la qualité
de I’échantillon). Le derme placé vers le haut et I’épiderme vers le bas, nous avons gratté la face
dermique avec un scalpel afin de retirer le tissu adipeux et le muscle restant. Noter que cette étape
est déterminante pour la qualité de la préparation du derme et pour le bon fonctionnement des
enzymes. Une fois le derme nettoyé, nous avons déposé les petits morceaux de peau face
épidermique vers le haut et nous les avons laissé flotter sur un mélange fraichement préparé de
pancréatine 8% (préparée a partir de poudre, SIGMA P3292) et trypsine 10X (SIGMA T4174),
a 50/50, sur la nuit (environ 16 heures) a 4 °C (Figure I11.3-1).

Le lendemain matin, a I’aide d’une loupe binoculaire et en utilisant des pinces courbes, nous
avons mécaniquement séparé 1’épiderme du derme (Figure II1.3—1). Chacun des tissus a été
soigneusement rincé dans du PBS 1X a 4 °C. Les échantillons ont été plongés dans I’azote liquide

afin de les conserver pour une utilisation ultérieure.
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Souriceaux
nouveau-nés
ou adultes

Epiderme
(kératinocytes)

Derme
(fibroblastes)

Figure II1.3—1 - Méthode de séparation du derme et de I’épiderme d’une souris phénotypée de 8 jours.

La peau de souris est prélevée et déposée derme vers le haut sur du PBS1X dans une boite de pétri (a). A I’aide
d’un scalpel on retire le tissu adipeux et les muscles qui sont accrochés au derme (b). La peau est ensuite préte
pour la digestion enzymatique (c). On découpe la peau en petits morceaux. Ceux-ci, épiderme vers le haut et derme
vers le bas, flottent sur un mélange de pancréatine 8% et de trypsine 10% pendant une nuit (environ 16 heures) a
4 °C (d). Le lendemain matin, le derme et I’épiderme sont séparés mécaniquement a 1’aide de pinces courbes et
d’une loupe binoculaire (e). Tout le protocole a été réalisé sur de la glace ou a 4°C. Les images (a), (b) et (¢)
proviennent de (Jensen et al., 2010).

I11.3.3 Inclusion des tissus en paraffine

Les biopsies de peau ont été incluses soit dans un bloc de paraffine soit dans une solution
pour cryoconservation, ’OCT (Q PATH, 00411243). Les échantillons pour inclusion dans la
paraffine ont ét¢ introduits dans une cassette entre deux mousses. Ils ont alors été incubés dans
une solution de fixation, formaline 10% (Sigma-Aldrich, HT5012), pendant 2 jours a température
ambiante et sous agitation. Une fois fixés, les échantillons ont été lavés avec du PBS 1X, puis
ont subi un processus de déshydratation. L’étape d’inclusion en paraffine se déroule dans un
automate a déshydratation et inclusion en 3 étapes : la déshydratation, la clarification et
I’imprégnation en paraffine. La déshydratation consiste en un passage progressif par différents
bains de teneur d’éthanol de plus en plus élevée (70, 85, 95 et 100%) et les fluides vont se
substituer les uns aux autres. Cette étape est essentielle car la paraffine n’est pas miscible dans
I’eau. L’étape de clarification est quant a elle nécessaire car la paraffine n’est pas non plus
miscible dans 1’alcool et se fait par le xyléne (Carlo Erba). Le dernier bain contient de la paraffine
liquide (Microm Microtech, F/0040X) (point de fusion entre 56 °C et 48 °C). Une fois les pieces

imprégnées de paraffine liquide, les tissus ont été inclus dans un bloc de paraffine. C’est I’étape
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d’enrobage. Les blocs de paraffine ont été coupés au microtome en coupes de 10 pm d’épaisseur.
Les coupes ont été déposées sur des lames super frost-gold plus (Dominique Dustcher) a 1’aide
d’un bain-marie a 45 °C. Nous avons laissé les lames sécher pendant 48 heures a 37°C. Les blocs
de peau inclus dans I’OCT ont ensuite été coupés au cryomicrotome en coupes de 10 um

d’épaisseur puis les lames ont été conservées a -20°C.

I11.3.4 Déparaffinage des coupes

Avant d’étre utilisées, les coupes inclues dans la paraffine ont subi un traitement de
déparaffinage et de réhydratation. Les coupes ont d’abord été incubées dans le toluéne (Sigma-
Aldrich) (3 bains de 10 minutes chacun). Puis les coupes ont été incubées 10 minutes dans un
bain d’éthanol 100%. Afin de réhydrater les tissus, les coupes sont passées par une succession
d’incubations de 2 minutes dans des bains de teneur décroissante d’éthanol (100%, 90%, 70%).
Pour terminer 1’étape de réhydratation nous avons incubé les coupes 10 minutes dans du PBS

1X.

I11.3.5 Coloration Hématoxyline — Eosine — Safran (HES)

La coloration HES (hématoxyline, éosine et safran) a été réalisée a I’aide d’un automate a
coloration Leica (Autostainer XL Leica). Dans cet automate, les coupes passent d’abord par 3
bains de 1 minute de xyléne, puis 3 bains de 2 minutes d’éthanol et un lavage de 1 minute a I’eau.
Les coupes sont ensuite colorées a I’hématoxyline (DIAPATH, C030X) pendant 7 minutes puis
passent par une succession d’étapes de lavages avec de I’eau (2 minutes) puis de I’eau et HCL
(30 secondes), de I’eau (2 minutes), de 1’eau et NH4 (30 secondes) et enfin un dernier lavage
d’eau (2 minutes). Enfin les lames sont incubées dans 1’éosine (DIAPTH, C036X) pendant 5
minutes puis lavées pendant 2 minutes a I’eau. Trois bains dans I’éthanol 100% (30 secondes)
sont effectués avant de plonger les coupes dans le safran (Microm Micotech, F/SAFRAN)
pendant 5 minutes. Enfin les coupes passent par deux bains d’éthanol 100% (30 secondes) et 3
bains de xyléne de 1 minute. Une fois sorties de I’automate les coupes de tissus ont ét¢ montées
sous la lamelle grace a la résine de montage Eukitt (Référence 124103, Dutscher) puis visualisées
a l’aide d’un microscope Olympus BX41 ou le microscope Zeiss Axiolmager M2.
L’hématoxyline est un colorant basique qui se fixe aux acides nucléiques présents dans les
noyaux et permet de les colorer en bleu ou violet. L’€éosine est un colorant acide et permet de
colorer tous les ¢léments du cytoplasme qui sont plutdt basiques. Celui-ci colore le cytoplasme

en rose et tous les autres éléments cellulaires en rose/rouge plus ou moins vif selon leur
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acidophilie. Enfin, le safran colore en jaune les fibres de collagéne des tissus conjonctifs et donc

le derme.

I11.3.6 Immunofluorescence

Sur les coupes de tissus déparaffinées il est important de passer par une étape de
démasquage des épitopes préalablement a 1I’immunofluorescence. Pour cela, les lames ont été
placées dans une solution de 10 mM de citrate de sodium (a partir du tampon de Citrate de
Sodium 10X, pH 6.0, Diagnostic Biosystems K035) et de 0,05% de Tween 20 (Carlo Erba). La
solution a été chauffée progressivement de telle sorte a atteindre un plateau a 95°C pendant 40
minutes. Aprés une redescente lente en température, les lames ont été transférées dans une
solution de perméabilisation

La premicre étape de la technique d’immunofluorescence est la perméabilisation des
cellules. Pour cela, les coupes de tissus ont été placées dans une solution de perméabilisation de
PBS 1X (PBS 10X, Euromedex) contenant 0,5% de Triton-X100 (SIGMA, T9284) pendant 30
minutes. Aprés lavage des lames dans du PBS 1X de 10 minutes, I’étape suivante a été la
saturation des sites non spécifiques en incubant les lames 1 heure a température ambiante dans
une solution de PBS 1X contenant 0,1% de Tween20 et 10% de SVF. Enfin, les lames ont été
incubées dans du PBS 1X contenant 0,1% de Tween20, 1% de SVF et I’anticorps primaire a la
concentration désirée (Tableau II1.3-1), pendant une nuit a 4 °C. Apres 30 minutes de lavages au
PBS 1X contenant 0,1% de Tween20, les échantillons ont été incubés avec 1’anticorps secondaire
dans du PBS 1X, 0,1% de Tween20 et 1% de SVF pendant 1 a 2 heures a température ambiante.
Les lames ont ensuite été lavées au PBS 1X et 0,1% Tween20 pendant 20 minutes. Le marquage
de I’ADN a été effectué par une solution de Hoechst 33342 a 0,5 pg/ml (Invitrogen) pendant 5
minutes, puis nous avons effectué¢ un dernier lavage de 10 minutes dans du PBS 1X. Enfin les
lames ont été montées dans un milieu de montage Dako fluorescent mounting medium (Dako,
S3023). Noter que pendant les étapes d’incubation avec les solutions d’anticorps, les lames ont

été placées dans une chambre humide.
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Anticorps primaires Référence fournisseur Dilution
Anti-Histone H2A.Z [EPR18090] Abcam (ab188314) 1/250
Anti-Cytokeratin 14 [LL002] Abcam (ab7800) 1/250
Anti-Cytokeratin 15 [LHK15] Abcam (ab80522) 1/200
Anti-Cytokeratin 10 [DE-K10] Abcam (ab9026) 1/100
Anti-KRT6B Abcam (ab154313) 1/400
Anti-Loricrine Abcam (ab85679) 1/100
Anti-SOX9 [EPR14335-78] Abcam (ab185966) 1/250
Anti-CD34 [MEC 14.7] Abcam (ab8158) 1/100
Anti-p63 [EPR5701] Abcam (ab124762) 1/250
Anti-H3Ser10P Millipore (06-570) 1/250

Tableau II1.3-1 - Liste des anticorps primaires utilisés en immunofluorescence.

Anticorps secondaires Référence fournisseur  Dilution

Alexa Fluor 488 AffiniPure Fab fragment Donket Anti-Rat IgG Jackson ImmunoResearch 1/300

Cy™?2 AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG Jackson ImmunoResearch ~ 1/300
Cy™3 AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG Jackson ImmunoResearch 1/300
Cy™2 AffiniPure Goat Anti-Rabbit [gG Jackson ImmunoResearch =~ 1/300
Cy™3 AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG Jackson ImmunoResearch 1/300

Tableau II1.3-2 — Liste des anticorps secondaires utilisés en immunofluorescence.

II1.3.7 Préparation des échantillons pour la microscopie électronique a

transmission

Apreés I’euthanasie des animaux expérimentés et leur dissection, des biopsies de peau
ventrale ont été collectées. Ces biopsies ont été conservées dans un tampon fixateur, composé a
50% de PBS 1X et a 50% de Glutaraldéhyde, pendant 5 mois a 4°C. Ce tampon permet de fixer
et de stériliser les tissus.

La préparation des échantillons et I’analyse des échantillons par microscopie électronique
a transmission a été réalisée a la plateforme ImagoSeine, a I’Institut Jacques Monod a Paris, dans
le laboratoire du Dr Verbavatz et selon leur protocole.

Les coupes des biopsies ont été réalisées a 1’ultra-microtome, longitudinalement, et
mesurent 50 nm d’épaisseur.

Les photos de microscopie électronique a transmission (TEM) ont été réalisées a I’aide du

microscopie Tecnai 12 (FEI).
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Chapitre IV.1 Préambule: La technique d’invalidation

génique, aussi appelée Knock-out

Cet outil extrémement intéressant a permis de réaliser un grand nombre d’études génétiques
fonctionnelles, en particulier lorsque ces geénes sont exprimés dans un tissu ou a un stade de
développement particulier. Le laboratoire du Dr. Pierre Chambon et du Dr. Daniel Metzger a créé
les souris transgéniques CreERT. L’activité d’excision de cette Recombinase-Cre ER! peut étre
induite a un instant (t) donné, grace a la fusion de la Recombinase-Cre avec un ligand possédant
un domaine de liaison au récepteur des cestrogénes (ERt). Ce transgéne a fait ’objet de
nombreuses études et a ét¢ largement caractérisé et amélioré depuis la fin des années 1990
(Brocard et al., 1997). Le principe du knock-out utilisant la Recombinase CreERT repose sur
I’action du tamoxiféne, un composé antagoniste du récepteur aux cestrogénes (ERt). Le récepteur
ERt a plus d’affinité pour le tamoxiféne que pour les cestrogénes endogénes, ce qui signifie qu’en
absence de tamoxiféne, la CreERT est « séquestrée » dans le cytoplasme. Lorsque I’on introduit
du tamoxiféne dans la cellule, le ligand CreERT va étre libéré de son récepteur suite a la liaison
du tamoxiféne et va pouvoir passer du cytoplasme vers le noyau. Une fois dans le noyau, la Cre
va reconnaitre les sites loxP et va exciser les séquences d’ADN flanquées par les sites loxP
(Figure IV.2—1). Plusieurs lignées de souris ont été créées par 1’équipe du Dr. Metzger afin de
diminuer la toxicité du transgeéne et également d’améliorer sa sensibilité au tamoxiféne et son
efficacité pour obtenir le transgéne nommé CreER™. Afin de démontrer I’efficacité enzymatique
de la Recombinase-CreER™?, sa séquence codante a été placée sous le controle des promoteurs
de la kératine 5 ou de la kératine 14 qui sont exprimées par les cellules de la couche basale de
I’épiderme. L’efficacité de I’excision de la CreER™2, régulée par le promoteur de K14 ou celui
de K5, a été étudi¢ grace a des geénes rapporteurs (Indra et al., 1999, 2000; Ramirez et al., 2004).
Cette technique d’invalidation génétique, utilisant le transgéne CreER™2, est couramment utilisée
au laboratoire et I’activité de cette dernicre peut étre contrélée dans le temps, a différents stades
de développement de 1’animal, ainsi que dans 1’espace, de maniére tissu-spécifique, permettant
de passer outre la létalit¢ embryonnaire. D’autres modeles ont été créés, utilisant d’autres
Recombinase-Cres telles que la K14CreER"™™, dans le laboratoire de Elaine Fuchs (Vasioukhin
et al., 1999). Il existe ¢également la possibilit¢ d’exprimer de manicére constitutive la
Recombinase-Cre, tel que dans le transgéne K5Cre que je détaillerai dans la section IV.2.2.1

(Ramirez et al., 2004).

122



Résultats

Chapitre 1V.2 Obtention des différentes lignées KO pour
H2A.Z et des controles de validité

IV.2.1 Obtention des modéles de souris H2A.Z-1 ; H2A.Z-2 ; K14CreER" et
H2A.Z-1 ; H2A.Z-2 ; K5Cre

Comme mentionné précédemment, la délétion du géne H2afz, codant pour I’histone
variante H2A.Z-1, est 1étale chez la drosophile et chez la souris au stade embryonnaire (Carr et
al., 1994; Jackson and Gorovsky, 2000; Faast et al., 2001; Zlatanova and Thakar, 2008). Il
n’existait encore aucun modele animal permettant d’induire la double invalidation conditionnelle
de H2A.Z (H2afz et H2afv) spécifiquement dans un tissu. J’ai créé dans ce but un modele de
souris transgénique permettant I’invalidation génétique spatio-temporelle des deux geénes, H2afz
et H2afv, codant pour les protéines H2A.Z-1 et H2A.Z-2. Notre laboratoire a tout d’abord créé,
en collaboration avec I’'Institut clinique de la souris de Strasbourg, deux lignées de souris
génétiquement modifiées : la lignée de knock-out conditionnel (cKO) H2afz et la lignée de
knock-out conditionnel (cKO) H2afv. J’ai ensuite croisé ses deux lignées ensemble afin de créer
une lignée double cKO, comportant les deux transgénes H2afz V1 et H2afv ", on appellera cette
lignée H2A.Z-1 ; H2A.Z-2 (Figure III.1-1, page 108). Afin de créer la lignée transgénique
comportant en plus des deux génes floxés, H2afz ¥ et H2afv 71, le transgéne de la K14CreER™?,
j’ai croisé la lignée H2A.Z-1 ; H2A.Z-2 avec la lignée K14CreER™2, fournie par le Dr. Metzger
(Figure IV.2-1) (Indra et al., 2000) (page 109). Nous appellerons cette lignée H2A.Z-1 ; H2A.Z-
2 ; K14CreER™. Pour la suite des expériences, nous avons procédé selon les protocoles et grace
aux conseils du Dr. Metzger. L’invalidation génétique chez des souris adultes agées de 6 a 8 mois
se fait par I’intermédiaire d’une injection de tamoxiféne toutes les 24h, pendant 5 jours
consécutifs, par voie intrapéritonéale.

L’invalidation génétique, des génes H2afz et H2Afv, au stade embryonnaire a été réalisée
par deux méthodes différentes utilisant deux types de lignées de souris transgéniques différentes.
Nous avons tout d’abord croisé une femelle (H2afz V1 H2afv V1 K14Cre ¥ ou H2afz V1 H2afv
1 K14Cre *'*) avec un male (H2afz " H2afv V1 K14Cre ** ou H2afz " H2afv ¥ K14Cre ¢+
respectivement). Apres vérification de 1’accouplement, nous avons administré la premicre dose
de tamoxiféne a la souris gestante, par voie intrapéritonéale, & E8 et ce pendant 5 jours
consécutifs. Les embryons ont été récupérés a E17.5 par césarienne. Dans ce premier modéle,
I’invalidation de H2A.Z a lieu au cours de I’embryogénése en concomitance avec I’expression

de K14 dans la peau. Deuxiémement, nous avons créé une lignée de souris transgénique
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permettant d’invalider les génes H2afz 1 et H2afv V" de maniére spontanée, grace a un transgéne

K5Cre non inductible mais spontané, qui est régulée par le promoteur de la kératine 5 (Figure

IV.2-2). Dans second mod¢le, I’invalidation génétique de H2A.Z a lieu spontanément au cours

de I’embryogénése en concomitance avec le début de I’expression de K5 (voir section 1V.2.2.3),

sans qu’il y ait besoin d’injecter la souris gravide (Ramirez et al., 2004).

Le suivi journalier, et parfois bi-journalier, des souris adultes et nouveau-nés est crucial afin

de visualiser I’apparition de certains « points limites » ainsi que I’apparition d’un phénotype

externe particulier. Le « point limite » est défini par la FELASA (Federation for Laboratory

Animal Science Association) comme le moment auquel la souffrance et/ou la détresse d’un

animal d’expérimentation doit étre arrétée, minimisée ou diminuée a I’aide de mesures telles que

I’euthanasie (faite de facon supportable pour ’animal), par I’arrét du processus qui le fait souffrir,

ou par un traitement visant a le soulager.

Kératinocyte épidermique basal

Kératinocyte épidermique basal (KO)

exprimant K14
h2afz fiffl h2afv fl/fl K14Cre tg/+ h2afz +- h2afv /- K14Cre tg/+

K14 . C K14
promoterycq4 h2afz — > - y - - promoterk44

K14 K14
promoterc, . ra H romoter

E R P Cre

h2afz —min)-m— > ) — h2afz _ i )
h2afv —mis—m— Db — h2afv —mig——— Db

n’exprimant pas K14
Injection de h2afz fiifl h2afv fiffl K14Cre +4+

Tamoxiféne

Kératinocyte épidermique suprabasal

h2afz flifl h2afv fiifl K14Cre +/+

@? er K14
F®e’ Cre

- @ —
h2afv -

-

Kératinocyte épidermique suprabasal

Figure IV.2—1- Représentation schématique de la construction génétique des lignées de souris génétiquement

modifiées (H2afz"", H2afv, K14Cre).

Ce modele expérimental a été créé afin d’étudier in-vivo le role de I’histone variante H2A.Z dans la prolifération

et la différenciation de 1’épiderme.
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L’utilisation du transgéne CreER'? peut faire 1’objet d’un certain nombre d’inconvénients

(d’apres (“12 things you don’t know about Cre-lox,” n.d.)) :

e Le mosaisme de la Recombinase-Cre :
Il a été reporté que dans les méme tissus, le transgéne de la Recombinase-Cre peut ne pas
étre exprimé de manicre équivalente dans toutes les cellules ou que cette expression peut étre
inconstante (Guo et al., 2002; Heffner et al., 2012). Ce fait entraine des effets différents entre

souris de la méme portée, qui devraient montrer le méme phénotype.

e La toxicité de la Recombinase-Cre :

La Recombinase-Cre peut parfois faire preuve de toxicité (Li et al., 2014). Etant capable de
reconnaitre des sites endogenes de certains geénes, similaires aux sites loxP appelés cryptic loxP
sites, elle peut, en invalidant des génes importants, causer de nombreux effets indésirables. Cette
toxicité peut également avoir lieu lorsque 1’expression de la Cre est trop élevée ou sur une longue
période. Celle-ci peut affecter la physiologie de la cellule, et/ou causer des dommages sur sa
séquence d’ADN. Pour cette raison il est judicieux d’utiliser un témoin approprié, a savoir le

témoin n’exprimant que le transgéne K14 Cre ¢ ou K5Cre ¢,

e Lanon spécificité de la Recombinase-Cre :

Il est connu que méme si une souris transgénique exprime une Recombinase-Cre inductible
(ou pas) régulée par un promoteur particulier, spécifique d’un type cellulaire ou d’un tissu, elle
peut parfois « fuiter » (leakage) et s’exprimer dans des cellules méme si elle n’a pas été induite.
Une telle expression non spécifique peut entrainer des résultats aléatoires et confus. En effet, les
Recombinase-Cres inductibles sont séquestrées dans le cytoplasme par une chaperonne et ne s’en
détachent qu’en présence de tamoxiféne. Si la Recombinase-Cre a une faible affinité pour la
chaperonne, elle peut réussir a s’en détacher et a entrer dans le noyau. Il a été démontré que la
CreER™ a une meilleure affinité pour sa chaperonne que la CreER et a donc moins de chances

de fuiter (Feil et al., 1997).

e L’expression de la Recombinase-Cre peut étre parent-dépendante :

L’efficacité de I’activit¢ de la Recombinase-Cre peut dépendre du fait qu’elle ait été
transmise par le parent male ou le parent femelle. Dans certaines souches transgéniques, I’activité
de la Cre a été montrée plus efficace lorsqu’elle est héritée du c6té maternel (Heffner et al., 2012).
Concernant le souche transgénique K14CreER'2, aucune différence n’a été identifiée en ce qui

concerne la provenance de la Cre parentale. Cependant, il a été décrit dans la littérature que dans
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le modele K5Cre, la Cre s’exprime de maniére constitutive et qu’elle a une expression maternelle
ovocytaire (Ramirez et al., 2004). Ceci implique que les embryons en gestation vont exprimer la
Cre maternelle méme s’ils ne posseédent pas le transgeéne dans leur génome. Ceci implique que
lors des croisements le parent portant le transgéne de la Cre doit impérativement étre le male.

Il est donc important de pouvoir suivre 1’expression et I’activité de la Recombinase-Cre
pour évaluer son efficacité. Pour cela, nous avons utilis¢ un nouveau modele de souris
transgénique, provenant de Jackson Laboratories, permettant le suivi de la Cre grace aux genes
de la Rosa26, du fluorochrome Tomato, ainsi que du fluorochrome GFP. Je détaillerai ce modele
dans la section IV.2.2.2 ci-aprés. Les modeles de souris transgéniques exprimant le transgene
K14CreER™ de ou transgéne K5Cre, utilisés dans notre étude, ont été caractérisés depuis presque
vingt ans et nous avons suivi les protocoles expérimentaux établis. Afin de conforter les résultats
obtenus, un certain nombre de contrdles expérimentaux ont été réalisés et pour ce faire nous

avons créé différentes lignées de souris transgéniques (section 1V.2.2).

IV.2.2 Obtention de différentes lignées controle

1V.2.2.1 Le mode¢le de souris H2A.Z-1 ; H2A.Z-2 ; K5Cre

Les cellules de la couche basale exprimant le couple de kératines K14/K5, nous a invité a
utiliser un nouveau modele de souris transgénique, K5Cre, qui nous a été¢ donné par le Dr. Aurélie
Chiche de I’Institut Pasteur a Paris. Contrairement au transgéne K14CreER™, Dactivité de la
Recombinase-Cre induite par le transgene K5Cre elle est constitutive (Ramirez et al., 2004). Ce
transgene K5Cre a I’avantage de passer outre 1’injection de tamoxiféne et ainsi d’éviter les effets
indésirables qui lui sont liés.

En croisant tout d’abord la lignée H2A.Z-1 ; H2A.Z-2 avec la lignée K5Cre j’ai obtenu la
lignée H2A.Z-1 ; H2A.Z-2 ; K5Cre. L’activité constitutive de la Recombinase-Cre, contrdlée par
le promoteur K5, nous permet d’avoir un double knock-out de H2afz et H2Afv qui est spontané
et durable dans le temps. Nous avons pu identifier les lignées cellulaires impactées par le KO,
ainsi qu’étudier leur différenciation au cours de I’embryogénése et au cours du développement

péri et postnatal jusqu’a environ 13 jours.

I1V.2.2.2 Le modéle de souris mTmG

Afin de pouvoir suivre I’expression et 1’activité de la Recombinase-Cre, nous avons utilisé

un modele de souris transgénique Rosa26-Tomato-GFP (aussi appelé mTmG) (Muzumdar et al.,
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2007). L utilisation d’un transgeéne rapporteur de I’activité de la Recombinase-Cre est essentielle
afin de confirmer 1’expression et la localisation de la Recombinase-Cre, a savoir si cette dernicre
est bien spécifique des kératinocytes basaux épidermiques (Figure IV.2-2). L’activité
enzymatique de la Recombinase-Cre peut-tre suivie par I’intermédiaire de deux genes
rapporteurs fluorescents présents dans le transgéne mTmG (Tomato 7 et GFP *¢*, Figure IV.2—
2, a, b), codant pour deux protéines fluorescentes, la protéine Tomato et la protéine GFP, qui sont

suivies par microscopie a épifluorescence (Figure IV.2-2, a, ¢).

IV.2.2.3 Le mode¢le de souris expérimental : H2A.Z-1 ; H2A.Z-2 ; K5Cre ;
mTmG

Pour obtenir la derniére lignée de contrdle H2A.Z-1 ; H2A.Z-2 ; K5cre ; mTmG, j’ai croisé
des souris de la lignée H2A.Z-1 ; H2A.Z-2 ; K5Cre avec des souris mTmG.

Théoriquement, les cellules exprimant spécifiquement la kératine 5, a savoir les
kératinocytes de la couche basale de 1’épiderme, vont également exprimer la Recombinase-Cre
de maniére constante. Dans ces cellules, I’enzyme Recombinase-Cre reconnait les deux sites
loxP, entre lesquels se situent les séquences codant pour la protéine Rosa et pour la protéine
fluorescente Tomato, et vont exciser ces derniers. Dans ces séquences excisées se trouve
¢galement un codon STOP qui sera également éliminé, ce qui va permettre au géne codant pour
le fluorochrome GFP, au début silencieux, d’étre exprimé a son tour (Figure IV.2-2, a). Les
cellules n’exprimant pas la kératine 5 n’expriment pas non plus la Recombinase-Cre. Celles-ci
expriment ainsi de maniére continue le fluorochrome Tomato et sont visibles en rouge par

microscopie a épifluorescence (Figure [V.2-2, b).

127



Résultats

a) Kératinocyte épidermique basal Kératinocyte épidermique basal (KO)
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Figure IV.2-2 — Le modéle de souris contrdle H2A.Z-1, H2A.Z-2, K5Cre, mTmG.

(a) Représentation schématique des constructions génétiques des lignées de souris génétiquement modifiées
(H2afz"", H2afv", K5Cre, mTmG). L activité enzymatique de la Recombinase-Cre est régulée par le promoteur
de la kératine 5 et est visualisée grace a 1’expression de deux fluorochromes codés par le transgene mTmG, la
Tomato (rouge) et la GFP (vert). Lorsque la cellule exprime la kératine 5 (kératinocytes basaux) la Recombinase-
Cre s’exprime également et excise une partie des genes génes H2afz et H2afv qui sont « floxés ». La Recombinase-
Cre excise également le transgene mTmG et délete les séquences des geénes rapporteurs de la Rosa, de la Tomato
ainsi que le codon STOP. La cellule exprime alors le fluorochrome GFP. Le cytoplasme des kératinocytes basaux
KO est visualisé en vert. (b) Si la cellule n’exprime pas la kératine 5, (kératinocytes suprabasaux) la Cre ne
s’exprime pas et n’excise pas les genes codant pour H2A.Z-1, H2A.Z-2, Rosa et Tomato. Ainsi toutes les cellules
n’exprimant pas la Cre sont visualisées en rouge. (¢) L’expression de la GFP dans le cytoplasme des kératinocytes
basaux confirme que 1’activité de la Cre est spécifique de la couche basale. Coupe de peau dorsale de souris, dgée
de 12 jours, de génotype H2afz 7~ H2afv - K5Cre " mTmG *". Microscopie a épifluorescence : Cre active (GFP,
en vert), Cre inactive (Tomato, en rouge), noyaux (Hoechst, en bleu). Couche basale (CB), couche cornée (CC),
derme (D), épiderme (E), follicule pileux (HF), gaine folliculaire externe (ORS).
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IV.2.3 Controle de la validité des modéles utilisés pour I’invalidation des

génes H2afz et H2afv

IV.2.3.1 La Recombinase-Cre s’exprime spécifiquement dans les

kératinocytes basaux

Une biopsie de peau dorsale a été prélevée chez des souriceaux agés de 12 jours. La GFP,
traduisant 1’activité enzymatique de la Recombinase-Cre, s’exprime dans la couche basale de
I’épiderme. La Cre est active dans 1’épiderme interfolliculaire, ainsi que dans la gaine externe
(ORS) des follicules pileux (Figure IV.2-2, ¢). A I’opposé, les cellules du derme n’exprimant
pas la kératine 5, n’expriment pas non plus la Recombinase-Cre, et donc expriment le
fluorochrome Tomato dans leur cytoplasme. En plus des biopsies de peau dorsale, des biopsies
de peau ventrale et de peau de la queue ont également été collectées, les résultats s’avérant

identiques a ceux obtenus pour la peau dorsale (Figure S. 1).

I1V.2.3.2 Test de la toxicité et de D’efficacité de la Recombinase-Cre sous le

controle du promoteur de K5

Une fois I’activité Recombinase-Cre confirmée, nous avons utilisé un anticorps anti-H2A.Z
sur des biopsies de peau de queue de souriceau, agés de 8 jours, afin de déterminer si 1’excision
des deux génes H2afz et H2afv par la Recombinase-Cre constitutive était efficace.

La peau de trois souriceaux témoins, de trois génotypes différents T1, T2 et T3 (Figure
IV.2-3, a, b, ¢), a été analysée grace a un anticorps anti-H2A.Z. Les deux isoformes H2A.Z-1 et
H2A.Z-2 ne différant que par 3 acides aminés, 1’anticorps utilisé est incapable de distinguer ces
deux protéines séparément. La composition génétique des transgenes est différente entre ses trois
témoins. On notera T1 le souriceau témoin de génotype H2afz"* ; H2afv’-; K5Cre ¢* ; mTmG™-;
T2 le souriceau témoin de génotype H2afz"" ; H2afv""; K5Cre®®" ; mTmG™*; T3 le souriceau
témoin de génotype H2afz""; H2afv’~; K5Cre ¢*; mTmG "* (Figure IV.2-3, a, b, ¢). Deux
questions se posent : est-ce que les génes H2afz, H2afv, Rosa et Tomato sont « défloxés » ? Si
oui, sont-ils a I’état homozygotes ou hétérozygotes ?

Nous avons d’abord comparé les souriceaux témoins T1, T2 et T3 entre eux (Figure IV.2—
3, a, b, ¢). L’expression de I’histone variante H2A.Z, visualisée avec un anticorps anti-H2A.Z,

est ubiquitaire dans toutes les cellules du derme et de 1’épiderme (Figure IV.2-3, a, b, ¢). La
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détection nucléaire de I’anticorps anti-H2A.Z, dans les cellules du derme et de 1’épiderme,
démontre une reconnaissance spécifique de 1’anticorps pour sa cible.

Aucun des trois témoins T1, T2 ou T3 n’a développé de phénotype macroscopique ou
microscopique particulier (Figure IV.2-3, a, b, ¢). Le transgéne mTmG est présent chez le témoin
T1 mais pas chez les témoins T2 et T3 et aucun de ses souriceaux n’a développé de phénotype
particulier (Figure IV.2-3, a, b, c¢). De plus, transgéne de la Cre est présent chez les témoins T1
et T3 mais pas chez le témoin T2 et, une fois de plus, aucun de ses souriceaux n’a développé de
phénotype particulier (Figure IV.2-3, a, b, ¢). Nous pouvons donc affirmer que 1’introduction du
transgene mTmG et du transgéne K5Cre ne provoque pas 1’apparition d’un phénotype particulier
chez le souriceau.

De plus, on remarque que les deux souriceaux T1 et T3 sont H2afv’- mais sont H2afz""*
(Figure IV.2-3, a, ¢). L’analyse des témoins T1, T2 et T3 montre que la structure de 1’épiderme
ne semble pas étre perturbée par 1’invalidation du géne H2afv seule qui n’est donc pas suffisante
pour provoquer I’apparition d’un phénotype visible chez le souriceau (Figure IV.2-3, a, b, c).
Les cellules des souriceaux T1 et T3 expriment toujours la protéine H2A.Z-1, mais pas la protéine
H2A.Z-2, cependant I’anticorps utilisé est incapable de différencier les isoformes H2A.Z-1 et
H2A.Z-2 et donc toutes les cellules sont marquées. Ces résultats sont en conformité avec le fait
que lors de la délétion constitutive du géne H2afv au niveau des cellules germinales, aucun
phénotype n’est observé (Favier et al., en préparation). Ces expériences laissent supposer que la
délétion de I’isoforme H2afv, et par conséquent I’expression de la protéine H2A.Z-2 seule est
dispensable au développement de la souris. Seuls les souriceaux présentant un knock-out complet
des deux isoformes de mani¢re homozygote développent le phénotype caractéristique observé
sur la peau, que je détaillerais dans la section IV.4.2.1. Nous avons également observé ce
phénotype chez le souriceau T4 (H2afz”~; H2afv’-; K5Cre®®"; mTmG™). Chez le souriceau T4,
ainsi que pour tous les souriceaux KO pour les deux genes H2A.Z obtenus, nous avons observé
le développement d’une peau séche et craquelée, rougeatre, ainsi qu’un retard de 1’émergence
des poils par rapport a la souris témoin. Ce phénotype macroscopique caractéristique du KO de
H2A.Z, est également retrouvé chez d’autres souriceaux KO pour H2A.Z (page 155). Le
souriceau T4 présente une diminution quasi-totale de I’expression de 1’histone variante H2A.Z
dans les kératinocytes de la couche basale ainsi que dans les kératinocytes de la gaine externe
des follicule pileux (Figure IV.2-3, d, Figure IV.4-5). Ce résultat est en parfait accord avec le
précédent, démontrant que I’activité de la Recombinase-Cre est spécifique des kératinocytes de

la couche basale de 1I’épiderme et de I’ORS du follicule pileux.
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ADN GFP-Cre H2A.Z Merge

a

~

Souriceau témoin (T1)
h2afz +/+ h2fv -/- K5cre tg/+ mTmG +/-

b

~

Souriceau témoin (T2)
h2afz +/+ h2afv +/+ K5Cre tg/+ mTmG +/+

C

~

Souriceau témoin (T3)
h2afz +/+ h2afv -/- K5Cre tg/+ mTmG +/+

d

~

Souriceau KO (T4)
h2afz -/- h2afv -/- K5Cre tg/+ mTmG +/-

Figure IV.2-3 — Controle de la spécificité de ’activité de la Recombinase-Cre constitutive au niveau de la couche
basale.

Peau de queue de quatre souris T1, T2, T3, T4, agées de 8 jours. (a-b) Chez la souris T1 et T2, la Cre est exprimée
dans la couche basale de 1’épiderme. Alors que chez la souris T1 I’ensemble des cellules expriment H2A.Z, chez
la souris T2 on note une forte diminution de 1’expression de la protéine H2A.Z dans la couche basale de I’IFE et
dans I’ORS ainsi qu’une augmentation de 1’épaisseur de la couche cornée d’environ 2 fois. (c-d) Les souris T3, et
T4 ne possédent pas le transgeéne de la mTmG, 1’activité de la Cre ne peux pas étre suivie. (¢) Chez la souris T3
H2A.Z s’exprime dans la totalité des cellules. Cre active (GFP, en vert), Cre inactive (Tomato, en rouge), H2A.Z
(anticorps anti-H2A.Z, en rouge), noyaux (Hoechst, en bleu). Couche basale (CB), couche cornée (CC), couche
épineuse (CE), couche granuleuse (CG), derme (D), épiderme (E), épiderme interfolliculaire (IFE), follicule pileux
(HF). Les pointillés blancs permettent de souligner la membrane basale.

131



Résultats

Chapitre IV.3 Impact de Dinvalidation des deux génes

H2A.Z sur ’homéostasie de la peau de souris adulte

IV.3.1 Développement d’une alopécie localisée apres le knock-out de H2A.Z

Nous avons injecté le tamoxiféne a un groupe de souris (I), agées de 6-8 mois, de génotype
H2afz"" ; H2afv"1 ; K14Cre'®* (Figure IV.3—1 a, b) ainsi qu’a un groupe de souris témoins (II),
de génotype H2afz"" ; H2afv"1 ; K14Cre™" (Figure IV.3—1, a, b). Les groupe de souris (I) et (II)
se compose respectivement de 10 et 7 souris. En moyenne, il se passe environ 15 jours (J15) entre
la premiére injection de tamoxiféne (J1 post-tamoxiféne) et I’apparition des premiers signes d’un
phénotype macroscopique. Ce méme résultat a été observé sur 6 souris sur 10 du groupe (I) et
aucune des souris du groupe contrdle (II) n’a développé de phénotype macroscopique similaire.
Nous avons procédé a 1’euthanasie des souris expérimentées entre les jours J19-J22 post-
tamoxifene, selon la gravité¢ phénotypique (Figure IV.3-1, a).

Quinze jours en moyenne apres la premicre injection de tamoxiféne, on constate un
changement de 1’état de la peau, devenant trés rouge, trés seche et formant des pellicules. Ce
phénotype se développe au niveau ventral, particulierement sur le torse, le museau ainsi que les
pattes avant (Figure [V.3—1, a). Une forte alopécie se développe, au niveau du torse (Figure IV.3—
1, a) et le pelage semble plus gras sur la totalité restante du corps de la souris. Pour les souris du
groupe (I), ayant développé le phénotype, et appelées « phénotypées », le suivi du poids
journalier ou bi-journalier a montré une perte de poids d’environ 25% entre le premier jour (J1)
et les derniers jours d’expérimentation (J19-J22 post-tamoxiféne). De plus, un changement
comportemental des souris « phénotypées» se produit, tel que I’apparition de fortes
démangeaisons au niveau du museau ainsi qu’une hypokinésie (diminution de [’activité
physique). Il est important de souligner que des 1’apparition des premiers symptomes toutes les
souris ont été traitées avec des anti-inflammatoires ainsi que des antidouleurs.

Le tableau (Figure IV.3—1, b) montre la taille des fragments d’ADN obtenus lors des PCR
permettant de génotyper les alleles sauvages (wild-type ou wt), floxées (f1) ou délétes (-) en ce
qui concerne les génes H2afz et H2afv. De la méme maniére, nous avons vérifié par PCR si les
souris possédaient dans leur génome le transgéne de K14-CreER™ (tg/+) ou pas (+/).
L’euthanasie des souris témoins et des souris KO pour H2A.Z, appartenant au groupe (II) et (I)
respectivement dans la Figure IV.3—1, a été réalisée aprés I’apparition du phénotype
macroscopique, a 21 jours post-tamoxiféne. L’analyse de I’ADN génomique des souris (1) et (II)

confirme leur génotype avant induction du knock-out de H2A.Z, a savoir respectivement
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H2afz"" ; H2AfvV1; K14Cre'®™" et H2afzZ"" ; H2Afv1; K14Cre*'*. De plus, le génotypage des
alleles de H2afz et H2Afv délétées nous permet de valider notre expérience d’invalidation des
genes H2afz et H2afv puisqu’on observe une bande a environ 500 pb correspondant a la délétion
du fragment de H2afz ainsi qu’une bande en dessous de 300 pb correspondant a la délétion du
fragment H2afv. Ainsi, 21 jours aprés la premicre injection de tamoxiféne les souris exprimant
la Recombinase-Cre sont bien invalidées pour les deux genes H2afz et H2afv et ’apparition du
phénotype macroscopique localisé décrit précédemment en est la conséquence. Par la suite, nous
appellerons les souris ayant développé ce phénotype caractéristique par « souris KO » ou souris
« phénotypées ». L ’apparition de ce phénotype externe a été observé chez 6 souris expérimentées
sur 10, de génotype H2afz"" ; H2Afv1; K14Cre'®”*, devenues H2afz 7~ ; H2Afv 7-; K14Cre'¢*
apres 1’injection de tamoxiféne. Par contre aucune des 7 souris témoins injectées au tamoxifene

n’a développé de phénotype.

133



Résultats

a) Souris KO (I) Témoin (Il)
H2afz * H2afv *- K14Cre '9* H2afz " H2afv " K14Cre **

Geéne analysé h2afz  Amorces alléle cKO (fl) alléle KO (-) alléle sauvage (+)
Présence des sites LoxP 4421-4422 388 pb - 278 pb
Excision des exons floxés (KO) 4419-4422 - 483 pb

Geéne analysé h2afv ~ Amorces alléle cKO (fl) alléle KO (-) allele sauvage (+)

Présence des sites LoxP 5978-4981 433 pb - 257 pb
Excision des exons floxés (KO) 5978-3255 - 280 pb

Géne analysé Cre Amorces alléle tg allele sauvage (+)

Présence du transgéne Cre3-Cre5 654 pb -

C) Génotypage Génotypage Génotypage Génotypage Génotypage
H2afz (fl) H2afv (fl) Cre H2afz (-) H2afv (-)
(1) cKO: H2afz "' H2afv " K14Cre '9*
KO: H2afz - H2afv - K14Cre '9*

(Il) Témoin: H2afz " H2afv 7" K14Cre **

Figure IV.3—1 — Résultat de I’invalidation génétique in-vivo des deux geénes, H2afz et H2afv, codant pour
I’expression des histones variantes H2A.Z-1 et H2A.Z-2.

(a) 21 jours apres la premieére injection de tamoxiféne, la délétion de H2A.Z spécifiquement dans la couche basale
de I’épiderme provoque une sévére alopécie principalement localisée au niveau de la peau de la face ventrale, des
pattes antérieures et du museau. Cette alopécie s’accompagne de la formation de plaques rouges, d’une peau trés
seche et desquamante. (b) Taille des fragments d’ ADN attendus suite aux PCR permettant le génotypage des génes
H2afz, H2afv et Cre. (¢) Validation des mode¢les par le génotypage des souris KO (I) et des souris témoin (II).

134



Résultats

1V.3.2 Hyperplasie de I’épiderme KO pour H2A.Z

Afin de caractériser le phénotype externe observé chez les souris KO pour H2A.Z, j’ai
réalisé une analyse histologique de la peau des souris, les souris témoins (H2afz""; H2afv1;
K14Cre™") et les souris KO pour H2A.Z (H2afz”-; H2afv’-; K14Cre'¢"), 4 J21 aprés injection
de tamoxifeéne. Des biopsies de peau (ventrale, dorsale, Iévre inférieure et de patte avant) ont été
effectuées. De plus, une biopsie des glandes salivaires a été réalisée, mais aucune différence avec
les souris témoins n’a été détectée (Figure S. 2).

En microscopie photonique, la premiere différence frappante est un fort épaississement de
I’épiderme, pour la plupart des localisations anatomiques analysées, de la peau des souris KO
pour H2A.Z par rapport a celle des souris témoins (Figure IV.3-2). Cet épaississement concerne
la couche vivante, a savoir la couche basale et les couches suprabasales, ainsi que la couche
cornée. La couche vivante des souris t¢émoins contient 1 a 2 couches de cellules alors que celle
des souris KO pour H2A.Z en contient 4 a 6, dans le cas de la peau ventrale (Figure IV.3-2, a),
de la patte avant (Figure IV.3-2, ¢) ainsi que de la lévre inférieure (Figure IV.3-2, d). La couche
cornée de I’épiderme devient beaucoup plus épaisse apres induction du KO pour H2A.Z, résultat
particuliérement visible sur les coupes de peau ventrale et de peau de la patte avant (Figure IV.3—
2, a et Figure IV.3-2, ¢). La deuxiéme différence concerne les tiges des poils. Bien que 1’on
constate une perte de poils significative pour les souris KO pour H2A.Z au niveau du thorax
ventral, des follicules pileux sont toujours présents (Figure 1V.3-2, a, Figure IV.3-2, c). Leur
diamétre épaissi, ainsi que I’épaisseur de 1’épiderme pourraient contrecarrer I’émergence du poil.
Enrevanche, il n’y a pas de différence significative dans la région dorsale entre la peau des souris
KO pour H2A.Z et la peau des souris témoins (Figure IV.3-2, b). Enfin, chez les souris KO pour
H2A.Z nous remarquons ¢galement I’apparition de blessures au niveau des pattes avant (Figure

IV.3-2, ).
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Souris témoin Souris KO
h2afz ¥ h2afv 7" K14Cre ** h2afz *- h2afv *- K14Cre t9*

Peau ventrale

T
-~

Peau dorsale

Patte avant

o
-~

Lévre inférieure

Figure IV.3-2 — L’invalidation des génes H2afz et H2afv provoque une hyperplasie de 1’épiderme chez les souris
KO.

Comparaison de la peau de différentes régions d’une souris témoin et d’une souris KO pour H2A.Z, a 21 jours
post-tamoxiféne. Noter que I’épiderme thoracique ventral (a), de méme que celui de la patte avant (c) et de la lévre
inférieure (d) de la souris KO est hyperplasique avec 4 a 6 couches de cellules basales et suprabasales au lieu de
1 a 2 cellules basales et suprabasales pour le témoin. Aucune différence n’a été observée au niveau de la peau
dorsale (b). Coloration trichromatique HES (hématoxyline, éosine et safran). Couche basale (CB), couche cornée
(CC), couche épineuse (CE), couche granuleuse (CG), derme (D), épiderme (E), follicule pileux (HF), gaine
folliculaire externe (ORS), glandes sébacées (SG).
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En microscopie électronique, dans le cas des souris témoins une seule image permet de
représenter une partie du derme ainsi que la totalité de I’épiderme (Figure IV.3-3, a). Ce dernier
comprend ses différentes couches, composées chacune de 1 a 2 cellules en épaisseur : basale,
épineuse, granuleuse et cornée. Dans le cas des souris KO pour H2A.Z, par contre plusieurs
images sont requises afin de pouvoir visualiser toutes les couches de 1’épiderme (Figure IV.3-3,
b, ¢, d, e). La perte d’expression de H2A.Z dans la couche basale de 1’épiderme conduit a une
augmentation de I’épaisseur de I’épiderme. L’ensemble des couches vivantes (couches basale,
épineuse et granuleuse) correspond a une épaisseur de moins de 10 um chez les souris témoins
alors que chez les souris KO pour H2A.Z cet ensemble mesure environ 50 pm d’épaisseur. Chez
les souris KO pour H2A.Z la couche granuleuse comprend environ 3 cellules en épaisseur (Figure
IV.3-3, ¢, d) ; en ce qui concerne la couche épineuse et la couche basale, il est difficile de les
délimiter mais, a deux, elles se composent de 3 a 4 cellules en épaisseur (Figure [V.3-3, e). De
méme, la couche cornée est plus épaisse allant d’environ 1 pm chez les souris témoin jusqu’a
environ 40 um chez les souris KO pour H2A.Z (Figure IV.3-3, b).

En plus de I’hyperplasie épidermique, on note une augmentation de la taille des granules de
kératohyaline dans le cytoplasme des kératinocytes de la couche granuleuse de la souris KO, par
rapport a ceux de la souris témoin (Figure IV.3-3, a, b). Ces granules peuvent atteindre une taille
d’environ 2,5 um, donc pratiquement la moitié de la taille d’un noyau (Figure 1V.3-3, ¢), alors

qu’ils ne mesurent en moyenne chez le témoin que de 1 a 1,5 um (Figure IV.3-3, a).
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Souris témoin Souris KO
h2afz ¥ h2afv " K14Cre ** h2afz * h2afv - K14Cre 9"

Figure IV.3-3 — Observation par microscopie électronique a transmission de I’épiderme hyperplasique des souris
KO pour H2A.Z

Epiderme thoracique ventral de souris témoin (a) et de souris KO (b-e), 21 jours aprés I’injection de tamoxiféne.
Chez la souris témoin, toutes les couches composant 1’épiderme, a savoir la couche basale, la couche épineuse, la
couche granuleuse et la couche cornée ainsi que le derme. (b-e) Chez la souris KO, toutes les couches de
I’épiderme sont plus épaisses que chez le témoin. (b) La couche cornée est environ 40 fois plus épaisse (accolade
rouge). (¢, d, e) Cette hyperplasie est également visible en ce qui concerne la couche granuleuse (¢ et d), ainsi que
la couche épineuse (d et e) et la couche basale (e). Noter une augmentation de la taille des granules de
kératohyaline. La ligne en pointillés rouge permet de visualiser le passage dune couche a I’autre de I’épiderme.
La ligne en pointillés jaune délimite le contour d’une cellule. Couche basale (CB), couche cornée (CC), couche
épineuse (CE), couche granuleuse (CG), derme (D), fibres de collagéne (c), grains de kératohyaline (kh),
mitochondrie (m), noyau (N). Microscopie électronique a transmission.
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Souris témoin Souris KO
h2afz " h2afv " K14Cre ** h2afz * h2afv *- K14Cre 9+

‘_‘ ”":”.\,,’"' - .nﬂ?“‘“’ e 3 ‘.M > i

Figure IV.3—4 — Observation par microscopie €électronique de la structure de I’épiderme thoracique ventral et des
kératinocytes basaux, 21 jours apres la premiére injection de tamoxiféne.

(a) Alors que dans I’épiderme de la souris t¢émoin le noyau des kératinocytes basaux est orienté parallélement a la
lame basale, (b) dans le cas de la souris KO, des « niches », dans la couche basale de I’épiderme interfolliculaire
comportent des kératinocytes avec une orientation perpendiculaire a la lame basale. (¢) Les kératinocytes basaux
de la peau témoin adhérent les uns aux autres par de nombreux desmosomes. (d) La perte d’expression de H2A.Z
provoque une diminution du nombre de desmosomes et une augmentation de 1’espace intercellulaire. (e)
L’interaction entre le derme et les kératinocytes épidermiques basaux se fait par I’intermédiaire de la jonction
dermo-épidermique composée, entre autres, d’hémidesmosomes. (f) L’adhérence des kératinocytes de la couche
basale a la matrice extracellulaire n’est pas impactée par la perte d’expression de H2A.Z. Les hémidesmosomes et
la lame basale sont intacts aprés le knock-out. Peau de souris thoracique ventrale dgée de 6-8 mois, 21 jours apres
injection de tamoxiféne. Couche basale (CB), couche cornée (CC), couche épineuse (CE), couche granuleuse
(CG), derme (D), desmosomes (d), fibres de collagéne (c), filaments de kératine (k), hémidesmosomes (hd), lame
basale (LB), mitochondrie (m). Microscopie €lectronique a transmission.
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En plus de I’hyperplasie de I’épiderme, de 1’augmentation du nombre de cellules dans
chacune des couches ainsi que de I’augmentation de la taille des granules de kératohyaline, la
perte d’expression de I’histone variante H2A.Z provoque le changement de polarité des
kératinocytes basaux localisés dans des « niches ». Alors que les kératinocytes basaux, chez les
souris témoins sont généralement orientés parallélement a la lame basale, chez les souris KO
pour H2A.Z des kératinocytes basaux se trouvent regroupés dans des « niches » ou ils ont une
orientation perpendiculaire a la lame basale (Figure V.34, a, b).

Ce changement de polarité cellulaire pourrait étre di & une diminution du nombre des
adhérences entre la lame basale et la membrane cellulaire, appelées hémidesmosomes. L.’analyse
de I’état de la lame basale ainsi que des hémidesmosomes et sa comparaison entre les souris
témoins (Figure IV.3—4, ¢) et les souris KO pour H2A.Z (Figure IV.3—4, f) ne permet pas de
trouver de différences significatives. Par conséquent, le phénotype provoqué par le KO de H2A.Z
n’est pas li¢ a une perte d’adhérence des cellules de la lame basale avec le derme. On remarque
¢galement une augmentation de 1’espace intercellulaire au niveau des kératinocytes basaux
(Figure IV.3-4, ¢, d). Lorsque 1’on compte le nombre de desmosomes présents sur les membranes
latérales des kératinocytes basaux, chez les souris témoins et chez les souris KO pour H2A.Z, on
constate une forte diminution du nombre de desmosomes corrélée avec une augmentation de

I’espace intercellulaire (Figure IV.3-4, b, c, d).

IV.3.3 Localisation des kératinocytes dépourvus en H2A.Z

Afin de confirmer que I’invalidation des génes H2afz et H2afv a été réalisé spécifiquement
au niveau des kératinocytes de la couche basale de 1’épiderme et que les cellules correspondantes
n’expriment plus I’histone variante H2A.Z-1 et H2A.Z-2, nous avons utilisé un anticorps qui
reconnait spécifiquement les deux isoformes, sur des coupes de peau ventrale provenant de souris
KO pour H2A.Z et de souris témoins (Figure IV.3-5). Dans le cas des souris témoins, on constate
comme prévu une co-localisation parfaite entre le Hoechst et I’histone variante H2A.Z présents
tous deux a I’intérieur des noyaux. Ce résultat est cohérent avec la littérature puisque 1’histone
variante H2A.Z est une protéine nucléaire, essentielle entre autres, au maintien de la structure de
la chromatine (Figure IV.3-5).

Le panel (a) de la Figure IV.3—5 montre I’expression de 1’histone variante H2A.Z dans les
cellules de 1’épiderme interfolliculaire d’une biopsie de peau thoracique ventrale de souris
témoins et de souris KO pour H2A.Z. De place en place, dans le cas des souris KO pour H2A.Z,
des « niches » de cellules épidermiques sont dépourvues de H2A.Z (Figure IV.3-5, a). L’analyse

de I’expression de H2A.Z dans les follicules pileux, de la peau thoracique ventrale d’une souris
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témoin et KO, montre que chez les souris KO pour H2A.Z un nombre élevé de cellules
folliculaires n’expriment plus H2A.Z, et ceci dans la plupart des follicules pileux (Figure IV.3—

5, b). Il reste cependant quelques cellules exprimant H2A.Z dans le follicule (Figure IV.3-5, b).

a ) Epiderme interfolliculaire

Hoechst H2A.Z Merge

Souris témoin
H2afz " H2afv " K14Cre **

Souris KO
H2afz * H2afv - K14Cre 9+

Souris témoin
H2afz " H2afv ¥ K14Cre **

Souris KO
H2afz - H2afv *- K14Cre 9"

Figure IV.3-5 — Les kératinocytes dépourvus de protéine H2A.Z se trouvent localisés dans quelques niches de
1’épiderme interfolliculaire et sont principalement localisés au niveau des follicules pileux.

Peau ventrale de souris dgées de 6 a 8 mois, 21 jours apres la premicre injection de tamoxiféne. Alors que chez le
témoin, H2A.Z s’exprime dans toutes les cellules, (a) au niveau de I’IFE, des niches regroupent des kératinocytes
KO pour H2A.Z. (b) Ceci est ¢galement le cas dans les follicules pileux. Les accolades et fléches rouges indiquent
les régions KO pour H2A.Z. Microscopie a épifluorescence : H2A.Z (anticorps anti-H2A.Z, vert), ADN (Hoechst,
bleu). Couche basale (CB), derme (D), épiderme (E), follicule pileux (HF), glandes sébacées (SG).
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IV.3.4 Impact de Dinvalidation des génes H2afz et H2afv sur la

différenciation de I’épiderme

L’hyperplasie de I’épiderme provoquée par la perte d’expression de 1’histone variante
H2A.Z est-elle due a un déséquilibre dans la balance entre le processus de prolifération et de
différenciation ? La perte de H2A.Z provoque-t-elle un défaut ou un arrét de la différenciation ?
Afin de répondre a ces questions, j’ai réalisé des analyses d’immunofluorescence en utilisant des
anticorps permettant de détecter les protéines spécifiques de chacune des couches de I’épiderme,
puis comparé la peau de souris témoin et de souris KO afin de caractériser le role de I’histone
variante H2A.Z dans la différenciation terminale des kératinocytes.

La loricrine s’exprime spécifiquement dans les kératinocytes de la couche granuleuse et de
la couche cornée. On retrouve des kératinocytes exprimant la loricrine, dans I’épiderme des
souris témoins ainsi que dans 1’épiderme des souris KO pour H2A.Z. L’épiderme des souris
témoins est extrémement fin et il est difficile de distinguer la couche granuleuse de la couche
cornée. Nous pouvons tout de méme faire la différence entre les couches de cellules vivantes,
visibles par les noyaux des cellules, et la couche de cellules mortes qu’est la cornée, anucléée
(Figure IV.3-6, a). Dans le cas de I’épiderme des souris KO pour H2A.Z, nous distinguons la
couche granuleuse ainsi que les couches du dessous, la couche épineuse et la couche basale. La
couche granuleuse des souris KO pour H2A.Z se compose de 2 a 3 couches de cellules. Les
cellules en dessous, qui n’expriment pas la loricrine, correspondent aux kératinocytes épineux et
basaux et sont environ au nombre de 3 niveaux de cellules (Figure IV.3-6, a).

La kératine 10 forme avec la kératine 1 le couple de kératines spécifique de la couche
épineuse de I’épiderme. Son expression débute a partir de la couche épineuse, au dépend de
I’expression de K5/K14, lorsque les cellules d’amplification transitoire (TA) commencent leur
processus de différenciation terminale et migrent depuis la couche de prolifération. La couche
épineuse de I’épiderme témoin n’est formée que d’environ 1 a 2 cellules en épaisseur, alors que
la couche épineuse de 1’épiderme KO pour H2A.Z est constituée de 2 a 3 cellules en épaisseur
(Figure IV.3-6, b). Toutes les cellules de 1’épiderme situées en dessous de la couche épineuse,
exprimant la kératine 10, sont des kératinocytes épidermiques de la couche basale, n’exprimant
pas la kératine 10. La couche basale, formée d’une seule couche de cellules dans 1’épiderme

témoin, est dans 1’épiderme KO pour H2A.Z formée de 2 a 3 cellules en épaisseur.
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a) Hoechst Loricrine Merge

Souris témoin
H2afz " H2afv 7" K14Cre **

Souris KO
H2afz - H2afv - K14Cre t9*

o

Souris témoin
H2afz " H2afv " K14Cre **

Souris KO
H2afz + H2afv - K14Cre '9*

Figure IV.3-6 — Expression des marqueurs de différenciation spécifiques des couches épineuse et granuleuse de
1I’épiderme dans la peau de souris témoin et de souris KO pour H2A.Z

Peau ventrale de souris dgées de 6 a 8 mois, 21 jours apres la premicre injection de tamoxiféne. (a) L’expression
de la loricrine est spécifique de la couche granuleuse et de la couche cornée. Les cellules n’exprimant pas la
loricrine sont les kératinocytes de la couche épineuse et basale. Chez la souris KO, la couche granuleuse s’épaissie
et passe de 1 a 2 cellules, pour la souris témoin, a 2 a 3 cellules. (b) L’expression de la kératine 10 (K10) est
caractéristique des couches suprabasales de 1’épiderme et débute par la couche épineuse. Les cellules qui
n’expriment pas la K10, en dessous de la couche épineuse, correspondent aux kératinocytes basaux. Chez la souris
KO, la couche basale ainsi que la couche épineuse s’épaississent et passent, chacune, de 1 a 2 cellules, pour la
souris témoin, a 2 a 3 cellules. Couche basale (CB), couche cornée (CC), couche épineuse (CE), couche granuleuse
(CG), derme (D), épiderme (E), follicule pileux (HF). Microscopie a épifluorescence : K10 (anticorps anti-K10,
rouge), loricrine (anticorps anti-loricrine, rouge), ADN (Hoechst, bleu). Les pointillés blancs délimitent I’ensemble
de la couche basale et épineuse en (a) ainsi que la couche basale en (b).
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IV.3.5 Impact de ’invalidation des génes H2afz et H2afv sur la prolifération

des kératinocytes basaux épidermiques

Le facteur de transcription p63 est essentiel au développement de I’épiderme (Koster and
Roop, 2004). Chez adulte, I’expression de ce facteur est prédominante au niveau de la couche
basale, ou il est considéré comme un marqueur d’hyperprolifération, puis son expression diminue
progressivement au fur et @ mesure de la stratification de 1’épiderme (Koster and Roop, 2004).
De plus, p63 est essentiel au maintien de la capacité proliférative des kératinocytes basaux
(Koster and Roop, 2004). Ainsi, la région ou I’expression de p63 est la plus forte correspond a la
localisation des cellules TA prolifératives, au niveau de la couche basale, qui subissent ensuite
le processus de différenciation terminale jusqu'a leur mort ou cornification.

L’épaisseur totale de I’épiderme thoracique ventral de la peau de souris témoin est
extrémement fine et se compose de 1 a 2 cellules en épaisseur. Le facteur de transcription p63,
traduisant des cellules en prolifération, s’exprime dans la couche basale de la souris témoin sur
1 (a 2) cellules en épaisseur (Figure IV.3-7, a). Par contre, I’épiderme ventral de la souris KO
pour H2A.Z, composé de 4 a 6 couches de cellules nucléées, exprime le marqueur de prolifération

p63 sur une épaisseur 3 a 4 cellules au-dessus de la membrane basale (Figure IV.3-7, a).

La kératine K6 (type II) a une expression limitée dans 1’épithélium sain. L’expression de la
kératine 6 est induite lorsque I’homéostasie de la peau est perturbée, dans une situation de stress
particulier pour la peau, ou dans des conditions d’hyperprolifération, comme dans le cas du
psoriasis (Navarro et al., 1995; Leigh et al., 1995). Alors que les kératinocytes de I’épiderme de
souris témoin expriment de maniere physiologique la kératine 6 dans 1 a 2 couches de cellules
en épaisseur, le nombre de kératinocytes de 1’épiderme KO pour H2A.Z qui expriment K6
augmente. Ceci est corrélé a I’augmentation du nombre de cellules et a 1’hyperplasie qui
caractérise le phénotype de I’épiderme KO pour H2A.Z (Figure IV.3-7, b).

Ce résultat vient appuyer le résultat précédent selon lequel le phénotype hyperplasique
observé sur 1’épiderme des souris KO pour H2A.Z serait di a I’hyperprolifération de la couche
basale. Quel role I’histone variante H2A.Z pourrait-elle jouer sur la prolifération cellulaire ? Cela
implique-t-il les cellules souches épidermiques et folliculaires ? Qu’en est-il du maintien du

caractére souche des cellules ?
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Q
~

Hoechst p63 Merge

Souris témoin
H2afz "™ H2afv " K14Cre **

Souris KO
H2afz - H2afv - K14Cre 9"

b

~

Souris témoin
H2afz ¥ H2afv " K14Cre **

Souris KO
h2afz - h2afv - K14Cre t9*

Figure IV.3-7 — Expression des marqueurs d’hyperprolifération dans la peau de souris témoin et de souris KO
pour H2A.Z.

Peau ventrale de souris agées de 6 a 8 mois, 21 jours apres la premiére injection de tamoxiféene. (a) Augmentation
de I’épaisseur de 1’épiderme et du nombre de cellules de la couche basale exprimant le marqueur p63, passant de
1-2 cellules (témoin) a 3-4 cellules (KO). (b) La kératine 6, surexprimée dans 1’épiderme de souris KO, témoigne
d’une hyperprolifération cellulaire. Microscopie a épifluorescence : p63 (anti-p63 en rose), K6 (anticorps anti-
K6), ADN (Hoechst en bleu). Les pointillés blancs délimitent 1’épaisseur de 1’épiderme souligné par 1’accolade.
Derme (D), épiderme (E), follicule pileux (HF).
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IV.3.6 Détection des cellules en mitose, apreés ’invalidation des genes H2afz

et H2Afv, par la présence de I’histone H3Ser10P

Les cellules en cours de division peuvent étre identifiées grace a I’anticorps reconnaissant
I’histone H3 phosphorylée sur le résidu de la sérine en position 10 (H3Ser10P). Dans les cellules
mitotiques de mammiferes, cette modification post-traductionnelle a lieu initialement au niveau
de I’hétérochromatine péricentromérique en interphase, en fin de phase G2, puis s’étend
uniformément sur la totalité de la chromatine au cours de la condensation des chromosomes au
cours de la mitose. La phosphorylation diminue puis disparait en fin d’anaphase et début de
télophase (Prigent and Dimitrov, 2003).

Chez la souris témoin, la peau de la région ventrale montre la localisation de I’histone H3
phosphorylée sur la Ser10 dans I’épiderme interfolliculaire et le follicule pileux en anagene, plus
particuliérement au niveau du bulbe ainsi que de la gaine externe folliculaire (ORS) (Figure IV.3—
8). Chez la souris KO pour H2A.Z, on note un changement dans le profil d’expression de
H3Ser10P. On constate une disparition quasi-totale des cellules H3Ser10P positives au niveau
de la couche basale interfolliculaire de méme qu’au niveau du follicule pileux. En revanche, on
note un treés fort marquage de H3Ser10P au niveau des couches suprabasales de 1’épiderme, au
niveau de la couche épineuse (Figure IV.3-8).

A partir de ces résultats nous pouvons affirmer que les cellules TA de la couche basale, ot
la quantité¢ de protéine H2A.Z est totalement absente, ont perdu leur capacité de prolifération
puisqu’elles ne sont plus phosphorylées sur la Ser10 de H3. Ceci est également le cas au niveau
des follicules pileux concernant les cellules TA matricielles, au niveau du bulbe, ainsi que les

cellules TA de I’ORS.
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Hoechst
b -

Souris témoin
H2afz "" H2afv " K14Cre **

Souris KO
H2afz -- H2afv *- K14Cre 9"

Figure IV.3-8- Impact de I’invalidation génétique de H2afz et H2afv sur la capacité mitotique des kératinocytes
basaux de I’épiderme.

Peau ventrale de souris, agées de 6-8 mois, 21 jours aprés la premiére injection de tamoxiféne. L’histone H3
phosphorylée sur la sérine 10 s’exprime dans les cellules en cours de division. Chez la souris témoin, les cellules
H3Ser10P+ sont localisées au niveau des follicules pileux, au niveau du bulbe et de I’ORS, ainsi qu’au niveau de
la couche basale de 1’épiderme interfolliculaire. Dans le cas de la souris KO, on note une diminution quasi totale
des cellules H3Ser10P+ au niveau du follicule pileux et de 1’assise basale de 1’épiderme interfolliculaire, alors
qu’une accumulation significative des cellules H3Ser10P+ est visible dans les couches suprabasales. Microscopie
a épifluorescence: H3Ser10P (anticorps anti-H3Ser10P, rouge). ADN (Hoechst, bleu). Bulbe (Bb), bulge (Bg),
couche basale (CB), couche cornée (CC), couche épineuse (CE), couche granuleuse (CG), derme (D), épiderme
(E), follicule pileux (HF), gaine folliculaire externe (ORS) et tige du poil (HS).
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IV.3.7 Impact de la perte d’expression de H2A.Z sur le maintien du

caractere souche des cellules épidermiques et folliculaires

Nous nous sommes posé la question de savoir si la perte d’expression de H2A.Z dans les
kératinocytes épidermiques basaux, chez les souris adultes, avait un impact sur la maintenance
du réservoir de HFSCs ainsi que sur le déroulement des cycles des follicules pileux. Nous avons
précédemment noté une diminution quasi-totale de 1’expression de I’histone variante H2A.Z au
niveau de « niches » de 1’épiderme interfolliculaire ainsi qu’au niveau des follicules pileux
(Figure IV.3-5, Figure IV.3-9, a.1, b.1). Quelques cellules expriment encore H2A.Z, au niveau
du follicule pileux, ainsi qu’au niveau de ce qui semblent étre les glandes sébacées. Dans le bulge
se trouvent des cellules souches en quiescence, qui ne se divisent pas. Dans le bulbe se trouvent
des cellules d’amplification transitoire (TA), jeunes et agées, le nombre de divisions des cellules
TA jeunes étant plus élevé que pour les cellules TA agées. L’expression de 1’histone variante
H2A.Z diminue au cours des divisions des cellules TA. Compte tenu du fait que les cellules
quiescentes ont un cycle de division extrémement long, il est normal que la protéine H2A.Z y
soit encore exprimée. Les HFSCs sont toujours Sox9+ donc, & ce moment, la quiescence des
HFSCs n’est pas affectée par ’invalidation des génes H2afz et H2afv (Figure 1V.3-9, a et b).
Cependant, ayant montré précédemment que le KO de H2A.Z engendre une hyperprolifération
cellulaire, et que les follicules pileux semblent étre de diameétre plus €paissi, il est probable que
le KO de H2A.Z engendre des problémes au niveau de 1I’émergence du poil ou de la croissance

du poil lors des cycles suivants.

Chez les souris témoins, les HFSCs expriment CD34 au niveau du bulge des follicules et
cette expression est perdue lorsque les HFSCs deviennent des cellules d’amplification transitoire
(TA) (Figure IV.3-10, a). Chez les souris KO, on constante une disparition compléte du
marquage CD34 au niveau du follicule pileux (Figure IV.3-10, a).

Dans 1’épiderme des souris témoins, 1’expression de K15 accompagne celle de CD34 au
niveau des HFSCs du bulge et des SCs de 1’épiderme interfolliculaire (Figure IV.3-10, b). Suite
au KO de H2A.Z, on note une disparition compléte de 1I’expression de la kératine 15 au niveau
de I’épiderme interfolliculaire. L’expression de la K15 diminue également au niveau du bulge du
follicule pileux mais ne disparait pas complétement (Figure IV.3-10, b).

Alors que chez les souris témoins, la protéine H2A.Z est exprimée de manicre ubiquitaire
dans toutes les cellules de 1’épiderme interfolliculaire et folliculaire (Figure IV.3-10, a), dans le
cas de la souris KO, I’expression de H2A.Z est fortement diminuée dans certaines niches de

I’épiderme interfolliculaire, et cette diminution est pratiquement totale au niveau des follicules
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pileux (Figure IV.3-5, b et Figure IV.3-9, a.1, b.1). Il ne reste qu’un nombre tres faible de cellules
au niveau de la gaine folliculaire externe qui expriment toujours H2A.Z (Figure IV.3-10, a). Que

peut-on conclure en ce qui concerne I’impact du KO de H2A.Z sur les cellules souches ?

Souris témoin
H2afz - H2afv - K14Cre 9*

Souris KO
H2afz - H2afv - K14Cre 9"

H2A.Z, Sox 9, ADN

Figure IV.3-9 — Expression de H2A.Z et de Sox9 dans |’épiderme de souris adulte apres le KO de H2A.Z

Peau thoracique ventrale de souris dgées de 6 a 8 mois, 21 jours apres la premiére injection de tamoxifene. (a.1-
b.1) Le KO de H2A.Z est pratiquement complet au niveau des follicules pileux, principalement au niveau du bulge
du follicule pileux. (a.2-b.2) Sox9 n’est pas exprimé dans I’IFE mais seulement dans les follicules pileux. Chez la
souris KO, les HFSCs sont Sox9+. Microscopie a épifluorescence : H2A.Z (anticorps anti-H2A.Z, vert), Sox9
(anticorps anti-Sox9, rouge), noyaux (Hoechst, bleu). Les pointillés blancs délimitent la membrane basale. Couche
basale (CB), couche épineuse (CE), couche granuleuse (CG), couche cornée (CC), épiderme (E), derme (D),
follicule pileux (HF), glandes sébacées (SG).
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Souris témoin Souris KO
a) H2afz " H2afv "" K14Cre ** H2afz - H2afv - K14Cre t9*

H2A.Z, CD34, Hoechst
b)

H2A.Z, K15, Hoechst

Figure IV.3—-10 — Comparaison de I’expression des marqueurs caractéristiques des cellules souches épidermiques
et folliculaires, CD34 et K15, apres le KO de H2A.Z.

(a) Le KO provoque une perte complete de 1I’expression du marqueur CD34 dans le bulge du follicule pileux. (b)
Le KO provoque une perte compléte de 1’expression du marqueur K15 dans 1’épiderme interfolliculaire.
L’expression de K15 au niveau du bulge diminue mais ne disparait pas complétement. Peau thoracique ventrale
d’une souris adulte, agée de 6 a 8 mois, 21 jours la premiére injection de tamoxiféne. Microscopie a
épifluorescence, H2A.Z (anticorps anti-H2A.Z, vert (a) et rouge (b)), CD34 (anticorps anti-CD34, vert), K15
(anticorps anti-K15, rouge) et les noyaux (Hoechst, bleu). Les pointillés blancs délimitent la membrane basale.
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Chapitre 1V.4 Impact de la perte d’expression de H2A.Z

sur la formation de la peau au cours de ’embryogéneése

La formation de la peau au cours du développement embryonnaire se déroule en
plusieurs étapes (section 2.4.1). Nous nous sommes focalisés sur le développement embryonnaire
a partir de I’étape d’engagement a E9.5, au cours de laquelle les cellules ectodermiques
remplacent 1’expression des kératines K8/K18 par 1’expression des kératines K5/ K14. Ce
remplacement est a 1’origine de I’engagement des cellules ectodermiques dans la lignée de
cellules épidermiques.

L’invalidation des génes H2afz et H2afv au cours de I’embryogénése a été effectué par deux
méthodes différentes. La premic¢re méthode utilise la Recombinase-Cre inductible par I’injection
de tamoxiféne, CreER™. Pour cela, les souris gravides ont été traitées par injection de tamoxiféne
entre E8.5 et E12.5, puis nous avons récupéré les embryons a E.17.5. La deuxiéme méthode
utilise la Recombinase-Cre constitutive, Cre. Puisque la Recombinase exprimée par le transgéne
K14CreER™ n’est a 100% activée seulement que pendant les 24 heures aprés ’injection, et pour
¢viter d’injecter le tamoxiféne a des nouveau-nés, le KO a été réalisé au cours de I’embryogéneése,
grace au transgene K5Cre dont 1’activité est constitutive, pour étudier I’effet périnatal et postnatal

du KO de H2A .Z.

IV.4.1 Impact de l’invalidation des genes H2afz et H2Afv, induite par
Pactivité de la CreER™, sur le développement de la peau

embryonnaire

IV.4.1.1 Phénotype macroscopique a 17.5 jours de développement

embryonnaire

L’expression de la Recombinase-Cre débute en concomitance avec I’expression du couple
de kératines K5/K14. A partir de E14.5, les cellules de la couche basale, exprimant K5/K 14, vont
proliférer et la maturation de 1’épiderme se fait entre E15.5 et E19.5. A E17.5 la stratification est
pratiquement terminée. Afin d’¢lucider I’impact de la perte d’expression de I’histone variante
H2A.Z au cours du développement embryonnaire, nous avons étudié¢ des embryons agés de 17.5
jours de gestation (E17.5), car a ce stade la stratification est pratiquement terminée. L’observation
macroscopique de la peau des embryons témoins ou des embryons KO pour H2A.Z aE.17.5n’a

montré aucun phénotype détectable.
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IV.4.1.2 L’injection de tamoxiféne chez la souris gravide induit la perte
d’expression de H2A.Z par les kératinocytes basaux de I’embryon

aE17.5

In-vivo, dans notre mod¢le de souris transgénique, la quantité de protéine H2A.Z disponible
pour l’incorporation dans la chromatine des kératinocytes basaux épidermiques diminue
progressivement au cours des divisions cellulaires successives et donc au fil des jours. En
comparaison avec les embryons témoins (E17.5) qui expriment H2A.Z dans I’ensemble des
cellules de 1’épiderme, les embryons KO pour H2A.Z (E17.5) n’expriment la protéine H2A.Z
pratiquement que dans les cellules du derme (Figure IV.4-1). On constate une perte quasi-totale
de I’expression de I’histone variante H2A.Z par les kératinocytes basaux épidermiques ainsi que
par les kératinocytes formant le bourgeon pileux (Figure IV.4-1). Quelques cellules expriment
toujours H2A.Z et sont plutdt localisées au centre du bourgeon pileux et seront éliminées par la
suite (Figure IV.4-1).

Chez les embryons, a 15.5 jours de gestation, nous n’observons pas le phénotype
d’hyperplasie de 1’épiderme qui avait été observé dans le cas de la délétion de H2A.Z a I’age
adulte (Figure S. 3). Chez les embryons, a 17.5 jours de gestation, 1’épaisseur de 1’épiderme
témoin et de 1I’épiderme KO pour H2A.Z est équivalente (Figure IV.4-1). Lorsque I’on compare
I’épaisseur de la couche basale, ou les kératinocytes expriment K14, nous ne remarquons pas de
différence significative entre les embryons témoins et les embryons KO pour H2A.Z (Figure S.
4).

Chez I’embryon, I’expression physiologique de p63 est maximale au niveau des
kératinocytes basaux puis diminue progressivement au fur et & mesure que les kératinocytes
s’engagent dans le processus de stratification de 1’épiderme. On note que I’expression de p63 par
les kératinocytes basaux est similaire entre 1’embryon témoin (E17.5) et I’embryon KO pour
H2A.Z (Figure S. 5).

Les embryons KO pour H2A.Z ne montrent aucun changement dans 1’épaisseur totale de
I’épiderme, ni dans 1’épaisseur de la couche basale. Le KO de H2A.Z ne semble pas perturber la
prolifération des kératinocytes de la couche basale ni I’initiation de la stratification de I’épiderme.
Qu’en est-il du développement et de ’homéostasie de la peau d’un souriceau agé de quelques
jours ? Pour répondre a cette question il fallait laisser naitre les embryons témoins et les embryons

KO et suivre le développement périnatal des souriceaux.
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Figure IV.4—1 — Confirmation du knock-out de H2A.Z dans les kératinocytes basaux embryonnaires a E.17.5.

A 17.5 jours de gestation embryonnaire, la délétion de H2A.Z au niveau des kératinocytes basaux est quasiment
totale. Cette délétion est particulierement nette au niveau des bourgeons pileux. L’épaisseur de 1’épiderme est
similaire dans le cas de la peau témoin et de la peau KO. Peau d’embryon ventrale (E17.5). Microscopie a
épifluorescence : H2A.Z (anticorps anti-H2A.Z, en vert), ADN (Hoechst, en bleu). Bourgeon du poil (BP), couche
basale (CB), derme (D), épiderme (E).

IV.4.2 Impact de DPinvalidation des génes H2afz et H2afv, induite par
P’activité de la KSCre constitutive, sur le développement postnatal de

la peau

IV.4.2.1 Phénotype macroscopique observé apres la naissance

Afin d’obtenir des souriceaux dont les kératinocytes épidermiques basaux ont le génotype
souhaité, a savoir H2afz"-; H2afv’-; K5Cre'®", nous avons croisé des femelles (H2afz”’-; H2afv -
/-, K5Cre *") avec un male (H2afz""; H2afv*/; K5Cre'®"). Nous obtenons dans une méme portée
différents génotypes et nous avons 1 chance sur 8 d’obtenir un souriceau H2afz 7~ H2afv -
K5Cre'®*. A leur naissance, les souriceaux KO pour H2A.Z présentent le méme phénotype que
les souriceaux témoins de la méme portée, a savoir un phénotype macroscopique de peau saine.
Cependant, aux alentours du 5°™ jour aprés la naissance, les souriceaux KO pour H2A.Z
développent un phénotype particulier : une peau tres séche, épaisse et craquelée, plus rouge que
celle des souriceaux témoins (Figure IV.4-2, a.1, a.2). On note un retard de croissance des

souriceaux KO pour H2A.Z: a J§ le souriceau KO qui est légérement plus petit que le souriceau
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témoin (Figure IV.4-2, a.1). Ce phénoméne devient flagrant a J12 (Figure IV.4-2, a.2). De plus,
un retard de I’émergence du poil chez les souriceaux KO pour H2A.Z par rapport aux souriceaux
témoins de la méme portée a été noté (Figure IV.4-2, a.1, a.2). En moyenne les souriceaux KO
pour H2A.Z finissent par décéder entre le 9°™ (souris en a.1) et le 13°™ jour (souris en a.2) aprés
la naissance. Le jour avant le déces, les souriceaux sont trés maigres, plus petits que les
souriceaux témoins et présentent des signes d’hypokinésie. Afin de diminuer leur souffrance,
nous avons fixé le point final de I’expérimentation, I’euthanasie des souriceaux, entre J6 et J12
aprés la naissance suivant la gravité du phénotype développé par le souriceau. La caractérisation
du phénotype réalisée au cours de cette partie a donc été effectuée sur des coupes de peau d’une

souris agée de 6 a 12 jours.

Le génotypage des souriceaux a été réalisé en utilisant de I’ADN génomique extrait a partir
d’une biopsie de queue. Le génotype de des cellules de la queue a été vérifié¢ par PCR. On teste
I’état des deux alléles des géne H2afz et H2afv (wild-type ('), floxé (1) et/ou délété (7)) ainsi
que la présence ou non du transgéne de la Recombinase-Cre (¢ °**). Ci-aprés nous comparons
deux souriceaux, nommés (1) et (2).

Les souriceaux (1) n’ont pas le transgéne de la Cre (Cre™*) et par conséquent ils sont
H2afz"" ; H2afv"? (Figure IV.4-2, b). Le génotypage des souriceaux (1) explique pourquoi ils
n’ont pas développé de phénotype sur la peau. Ainsi les souriceaux (1) peuvent étre utilisés
comme témoins.

Les souriceaux (2), ont développé le phénotype (Figure 1V.4-2, a). Le génotype de ses
souriceaux est H2afz’"; H2afv’-; K5Cre'¥* (Figure IV.4-2, b). Le développement de ce
phénotype macroscopique caractéristique est donc confirmé par le génotype des souriceaux (2)
qui sont invalidés pour les génes H2afz et H2afv (Figure IV.4-2, b).

L’apparition de ce phénotype est récurrente puisque tous les souriceaux nés avec le
génotype H2afz 7~ ; H2afv 7~ ; K5Cre '¢* ont montré les mémes problémes de peau contrairement

aux souriceaux témoins de chaque méme portée dont la peau était intacte.
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Souris KO (2)

. is témoi
a) Vue du flanc et dorsale Vue ventrale Sou(r;s) e Sour|71 )e moin

al

J8

J12

Souriceaux KO: H2afz -/- H2afv -/- K5Cre tg/+
Souriceaux témoins: H2afz fl/fl h2afv fl/fl K5Cre +/+ (ou hétérozygotes)
Souriceaux témoins: H2afz +/+ H2afv +/+ K5Cre tg/+ (ou hétérozygotes)

Génotypage Génotypage Génotypage Génotypage Génotypage
H2afz(fl)  H2afv (fl) Cre H2afz (-) H2afv ()

1: Souriceau témoin H2A.Z-1flifl H2A.Z-2 flifl K5Cre +/+
2: Souriceau KO H2A.Z-1+4- H2A.Z-2 - K5Cre tg/+

Figure IV.4-2 —Résultat de I’invalidation génétique in-vivo des deux génes, H2afz et H2afv, chez souriceaux agés
de 8 et 12 jours.

Phénotype macroscopique des souriceaux, agés de 8 et 12 jours, aprées KO de H2A.Z lors de la formation de
I’épiderme au cours de I’embryogénése (a.l et a.2). Le phénotype développé par les souriceaux KO est
ubiquitairement distribué sur la peau. (a.1) La peau d’un souriceau KO, agé de 8 jours, devient plus épaisse,
craquelée et rouge. On note un retard de 1’émergence du poil. Ce souriceau est décédé au 9°™ jour aprés la
naissance. (a.2) La peau du souriceau KO, agé de 12 jours, devient de plus en plus rouge, asséchée et ridée. On
note également un ralentissement dans 1’émergence des poils ainsi qu'un retard de croissance flagrant en
comparaison avec le souriceau témoin de la méme portée (colonne de droite). Ce souriceau est décédé au 136
jour apres la naissance. (b) Confirmation des génotypes du souriceau témoin (1) et du souriceau KO (2) pour les
genes H2afz, H2afv et la Recombinase-Cre.
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IV.4.2.2 Impact de Dinvalidation des génes H2afz et H22afv sur la

différenciation de I’épiderme chez le souriceau

L’invalidation des geénes H2afz et H2afv dans les kératinocytes basaux, effectuée au cours
de I’embryogénése lors en concomitance avec I’expression de la kératine 5, induit une perte
quasi-totale de I’expression de la protéine H2A.Z, ce qui provoque ’apparition d’un phénotype
macroscopique caractéristique aux alentours du 5°™ jour périnatal. Qu’en est-il de I’impact de
cette forte perte d’expression de H2A.Z par les kératinocytes basaux sur la différenciation
cellulaire et la mise en place des différentes couches structurant 1’épiderme ?

L’invalidation des génes H2afz et H2afv au niveau de I’épiderme embryonnaire formé
d’une seule couche ne perturbe pas la stratification ultérieure. L’expression de la kératine 14,
spécifique de la couche basale proliférative, est identique entre la couche basale des souriceaux
témoins et celle des souriceaux KO pour H2A.Z. Il n’existe pas de différence significative en ce
qui concerne ’épaisseur de la couche basale (Figure S. 6). De méme, I’invalidation des genes
H2afz et H2af ne semble pas affecter la différenciation des kératinocytes épidermiques basaux
en kératinocytes épineux. En effet, ’expression de la kératine 10 par les kératinocytes de la
couche épineuse est identique entre les souriceaux témoins et les souriceaux KO pour H2A.Z
(Figure 1V.4-3, a). Par contre, une différence significative concerne la différenciation des
kératinocytes €épineux en kératinocytes granuleux puis en cornéocytes. Le marquage pour la
loricrine, spécifiquement exprimée par les kératinocytes de la couche granuleuse et de la couche
cornée, nous permet d’évaluer 1’épaisseur de ces deux couches. La perte d’expression de H2A.Z
provoque un épaississement de la couche granuleuse et de la couche cornée d’un facteur de 2,5,
passant d’une épaisseur d’environ 20 pm chez les souriceaux témoins a environ 55 um chez les
souriceaux KO pour H2A.Z (Figure 1V.4-3, b). Une accumulation des cornéocytes dans la
couche morte de I’épiderme, qui ne sont pas éliminés, donne lieu au phénotype macroscopique
caractérisé par une peau plus épaisse, seche et desquamante. Ce phénomene traduit une

dérégulation de ’homéostasie entre la prolifération et la différenciation.
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Q)
N

ADN GFP-Cre

Souriceau témoin
h2afz +/+ h2afv +/+ K5Cre tg/+
mTmG +/+

Souriceau KO
h2afz -/- h2afv -I- K5Cre tg/+
mTmG +/-

L

ADN GFP-Cre Loricrine Merge

Souriceau témoin
h2afz +/+ h2afv +/+ K5Cre tg/+

Souriceau KO
h2afz -/- h2afv -/- K5Cre tg/+
mImG +/-

Figure IV.4-3 - Expression des marqueurs de différenciation spécifiques de la couche épineuse et de la couche
granuleuse, chez les souriceaux témoins et les souriceaux KO pour H2A.Z effectué au cours de I’embryogénése.

Peau de queue de souriceau agé de 8 jours. (a) L’expression de la kératine 10 est spécifique des cellules de la
couche épineuse et nous permet d’évaluer son épaisseur. L’épaisseur la couche épineuse est identique entre les
souriceaux témoins et les souriceaux KO pour H2A.Z. (b) L’expression de la loricrine est spécifique des cellules
de la couche granuleuse et cornée et nous permet d’évaluer leur épaisseur. Les couches granuleuse et cornée des
souriceaux KO pour H2A.Z sont 2 a 3 fois plus épaisses que celles des souriceaux témoins. Microscopie optique
a épifluorescence : K10 (anticorps anti-K10, rouge), loricrine (anticorps anti-loricrine, rouge), noyaux (Hoechst,
bleu). La GFP (en vert) nous permet de confirmer 1’activité de la Recombinase-Cre. Couche basale (CB), couche
cornée (CC), couche épineuse (CE), couche granuleuse (CG), derme (D), épiderme (E), follicule pileux (HF).
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IV.4.2.3 Impact de linvalidation des génes H2afz et H22afv sur la

prolifération de I’épiderme chez le souriceau

L’épaississement des couches granuleuse et cornée observé a J§ et J12 postnatal chez les
souriceaux KO pour H2A.Z est-il dii a un exces de prolifération ?

Nous avons analysé la capacité des cellules a proliférer, puis ensuite leur capacité a
s’engager dans la voie de différenciation afin de donner lieu aux cellules de la couche épineuse.
La peau dorsale des souriceaux témoins et des souriceaux KO pour H2A.Z, tous deux agés de 8
jours, ne montre aucune différence significative en ce qui concerne le nombre de cellules
exprimant p63 dans les couches basales et suprabasales (Figure S. 7). Le KO de H2A.Z, réalis¢
pendant la formation de la peau embryonnaire, n’a donc pas d’impact sur la capacité de
prolifération des cellules de la couche basale, ni sur leur engagement dans le processus de

différenciation afin de former les couches suprabasales.

IV.4.2.4 Détection des cellules en mitose de I’épiderme du souriceau apreés

le KO de H2A.Z par la présence de I’histone H3Ser10P

Nous avons montré que toutes les couches différenciées de I’épiderme chez les souriceaux
KO pour H2A.Z semblent d’étre d’épaisseur identique a celles des souriceaux témoins, sauf la
couche cornée qui est plus épaisse chez les souriceaux KO pour H2A.Z que chez les souriceaux
témoins (Figure IV.4-3). L’accumulation de cornéocytes dans la couche morte traduit un
déséquilibre dans la balance entre la prolifération et la différenciation. Nous n’observons pas
d’épaississement global des couches vivantes de 1’épiderme (Figure 1V.4-4).

Nous avons utilisé la phosphorylation de 1’histone H3 sur la sérine 10 afin d’étudier le
nombre de cellules en division chez les souriceaux témoins et chez les souriceaux KO pour
H2A.Z et donc étudier I’'impact de la perte d’expression de H2A.Z sur la mitose des cellules de
la couche basale (Figure IV.4-4). Chez les souriceaux témoins, agé de 7 jours, 1’expression de
H3Ser10P est localisée principalement au niveau du follicule pileux, principalement au niveau
du bulbe et de I’ORS, ou sont localisées les cellules d’amplification transitoire (TA) qui ont la
capacité de proliférer (Figure IV.4—4). L’absence de H2A.Z, provoque 1’apparition de quelques
cellules H3Ser10P+ dans 1’assise basale de I’IFE (Figure IV.4-4).
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Hochest H3ser10-P Merge

Souriceau témoin
H2afz " H2afv " K5Cre **

Souriceau KO
H2afz -H2afv - K5Cre 9*

Figure IV.4—4 — Impact de 1’absence de H2A.Z sur la capacité des kératinocytes basaux a proliférer chez le
souriceau.

Chez le souriceau témoin, les cellules en mitose se situent dans les follicules pileux, principalement dans le bulbe
et ’ORS. Chez le souriceau KO, les cellules en mitose sont localisées au niveau des follicules pileux mais
apparaissent également localisées au niveau de 1’épiderme interfolliculaire (fleches). Peau ventrale de souriceaux,
agés de 7 jours. La ligne en pointillé jaune délimite la membrane basale de 1’épiderme interfolliculaire.
Microscopie a épifluorescence: H3Ser10P (anticorps anti-H3Ser10P, rouge), ADN (Hoechst, bleu).
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IV.4.2.5 Localisation des kératinocytes dépourvues en H2A.Z

L’analyse de la structure de la peau de souriceaux, agés de 9 jours et 7 jours postnatal,
montre une augmentation du nombre de cellules constituant 1’épaisseur de 1’épiderme des
souriceaux (J9 et J7), témoin et KO pour H2A.Z, par rapport a celle de I’épiderme des embryons
(E17.5), témoin et KO pour H2A.Z (Figure IV.4-1, Figure IV.4-5). On note, chez les embryons
a E17.5 ainsi que chez les souriceaux a J7 KO pour H2A.Z, que la protéine H2A.Z a quasiment
totalement disparu (Figure [V.4—1, Figure IV.4-5). Au cours du développement embryonnaire le
nombre de cellules en prolifération est plus important qu’a 1’age adulte, donc le pourcentage de
protéine H2A.Z présente dans le noyau diminue rapidement. Le KO au cours de I’embryogénése
impactant toutes les cellules en cours de prolifération et il est donc plus « efficace » lorsqu’il est

réalisé pendant la formation de la peau embryonnaire que lorsqu’il est réalisé a I’age adulte.

Hoechst » H2A.Z Merge

Souriceau témoin
H2afz +/+ H2afv +/+ K5 Cre tg/+

Souriceau KO
H2afz /- H2afv -/- K5 Cre tg/+

Cre-GFP
b)

Souriceau KO
H2afz -/- H2afv -/- K5 Cre tg/+ mTmG +/-

Figure IV.4-5 — L’invalidation de H2afz et H2afv réalisée au cours de I’embryogénése persiste apres la naissance.

Peau ventrale de deux souriceaux de génotype différents et agés de (a) 9 jours et de (b) 7 jours. (a-b) Chez le
souriceau témoin, I’expression de H2A.Z est ubiquitaire dans I’épiderme, le KO de H2A.Z est quasi-total au niveau
de I’épiderme interfolliculaire et des follicules pileux. Microscopie a épifluorescence : H2A.Z (anticorps anti-
H2A.Z, en rouge), ADN (Hoechst, en bleu). La GFP (en vert) nous permet de confirmer I’activité de la
Recombinase-Cre. Couche basale (CB), couche cornée (CC), couche épineuse (CE), couche granuleuse (CG),
derme (D), épiderme (E), follicule pileux (HF).
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IV.4.2.6 Impact de la perte d’expression de H2A.Z sur le maintien du

caractere souche des kératinocytes épidermiques et folliculaires

Quel est I’effet de I’invalidation des génes H2afz et H2afv, réalisée au cours de la formation
embryonnaire de la peau, sur le maintien de la population de cellules souches de I’épiderme
interfolliculaire et folliculaire ?

Lorsque débute le développement du poil, les cellules souches ségrégent au niveau des
placodes a I’origine des follicules pileux et expriment Sox9 (Nowak et al., 2008). Chez les
souriceaux KO pour H2A.Z, agés de 7 jours (Figure IV.4-5, b), le développement des follicules
pileux semble se dérouler normalement (Figure IV.4—6). Chez les souriceaux témoins, Sox9 est
exprimé par les cellules localisées au niveau du bulge (Figure IV.4—6). Chez les souriceaux KO
pour H2A.Z, la localisation des cellules exprimant Sox9 semble étre similaire a celle des témoins,

mais le nombre de cellules Sox9+ semble diminuer 1égérement (Figure IV.4-6).

Hoechst Sox 9 Merge

Souriceau témoin
H2afz " H2afv #1 K5Cre **

Souriceau KO
H2afz - H2afv - K5Cre 9"

Figure IV.4-6 — L’invalidation de H2afz et H2afv, au cours du développement embryonnaire de la peau, n’affecte
que trés légérement les cellules souches folliculaires chez le souriceau.

Chez les souriceaux témoins et les souriceaux KO pour H2A.Z, les populations de cellules souches du follicule
pileux (HFSCs) en quiescence sont Sox9+ et sont localisées au niveau du bulge (Bg) des follicules pileux. Peau
ventrale de souriceau 4gé de 7 jours. Microscopie a épifluorescence : Sox9 (anticorps anti-Sox9, en rouge) et ADN
(Hoechst, en bleu). Derme (D), épiderme (E), bulge (Bg).
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Afin de localiser les HFSCs dans le réservoir du bulge et des SCs de 1’épiderme
interfolliculaire (IFE) nous avons étudié, en plus de 1’expression de Sox9, I’expression de la
kératine 15. Rappelons que la kératine 15 est exprimée par les HFSCs dans le bulge, dans le
germe du poil ainsi que par les SCs de I'IFE (Plikus et al., 2012).

Chez les souriceaux témoins, nous remarquons 1’expression de la K15 dans les cellules de
I’épiderme interfolliculaire (Figure 1V.4-7). Cependant, les cellules K15+ disparaissent
complétement de 1’épiderme interfolliculaire suite au KO de H2A.Z réalisé au cours de la
formation de la peau embryonnaire, mais semble encore étre présent au niveau du bulge (Figure

IV.4-7).

ADN o K15 ) Merge

Souriceau témoin
h2afz ** h2afv ** K5 Cre '9*

Souriceau KO
h2afz - h2afv - K5 Cre t9*

Figure IV.4-7 — L’invalidation de H2afz et H2afv, effectuée au cours du développement embryonnaire de la peau,
conduit a la perte des cellules souches K15+ au niveau de I’épiderme interfolliculaire chez le souriceau.

Chez les souriceaux témoins, les populations de cellules souches (K15+) sont localisées au niveau du bulge des
follicules pileux ainsi qu’au niveau de la couche basale proliférative de 1’épiderme. Chez les souriceaux KO pour
H2A.Z, il y a une disparition totale de 1’expression de K15 dans I’IFE, mais les cellules du bulge sont toujours
K15+. Peau ventrale de souriceau 4gé de 7 jours. Microscopie a épifluorescence : K15 (anticorps anti-K15, en
rouge) et ADN (Hoechst, en bleu). Derme (D), épiderme (E), épiderme interfolliculaire (IFE), bulge (Bg).
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Chapitre V.1 Invalidation génique conditionnelle de H2A.Z

dans la peau

Afin d’étudier le role de I’histone variante H2A.Z dans la prolifération et la différenciation
des kératinocytes ¢épidermiques, j’ai développé un modele de souris unique permettant
d’invalider les deux génes codant pour I’histone variante H2A.2, H2afz et H2afv, en
concomitance, a un instant voulu et dans un tissu spécifique. Ce modele de knock-out
conditionnel permet d’invalider les deux isoformes au niveau de la couche basale de I’épiderme
et d’étudier les effets de la délétion de H2A.Z in-vivo, au stade adulte ainsi qu’au stade

embryonnaire de la formation de la peau, afin d’établir le role de cette histone.

V.1.1 Validation du choix de la Recombinase-Cre

Chez la souris adulte, les kératines 14 et 5 s’expriment dans la couche basale de 1’épiderme
mais également dans d’autres tissus épithéliaux tels que ceux des glandes salivaires, de la langue,
de I’cesophage et de 1’estomac (Vasioukhin et al., 1999). Entrainée par le promoteur de la K14,
la Recombinase-Cre, apportée par le transgéne K14CreER™, s’exprime dans ces mémes tissus
(Vasioukhin et al., 1999) mais son expression y est tres faible, la plus forte expression se trouvant
localisée dans 1’épiderme (Wang et al., 1997).

L’injection de 1 mg/souris de tamoxiféne induit une forte toxicité de la Cre au niveau des
glandes salivaires, 1étale pour les souris K14Cre *¢*, La lignée CreER™ est utilisée de préférence,
car on I’active par une injection de tamoxiféne a une concentration 10 fois moins élevée (Metzger
and Chambon, 2011). Aucune différence macroscopique significative n’a été mise en évidence,
entre les souris adultes témoins et les souris adultes KO pour H2A.Z, dans les glandes salivaires
et la langue. Nous pouvons donc affirmer que le phénotype observé chez les souris adultes (H2afz
- H2afv 7~ K14Cre '¢'*) n’est pas dii & une toxicité éventuelle de la Recombinase-Cre dans ces

tissus.

V.1.2 L’activité de la Recombinase-Cre est spécifique de la couche basale

de I’épiderme et de ’ORS du follicule pileux

La présence du transgéne mTmG dans le modéle de souris transgénique H2A.Z-1 H2A.Z-
2 K5Cre nous permet de valider la spécificité¢ de la Recombinase-Cre. Nous avons montré que

I’activité de la Recombinase-Cre, rapportée grace a I’expression de la GFP, est détectée dans les
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kératinocytes basaux de 1’épiderme interfolliculaire ainsi que dans les kératinocytes de I’ORS,
qui expriment le couple de kératines K14/K5. Nous avons également vérifié que le transgene
K5Cre, exprime la Recombinase-Cre de maniére constitutive. Sous le controle du promoteur K5,
la Recombinase-Cre est spécifiquement exprimée par les kératinocytes basaux de peau du

souriceau.

V.1.3 La Recombinase-Cre constitutive est plus efficace dans le temps que

la CreER™ inductible

L’invalidation des génes H2afz et H2afv a été effectuée a deux stades de développement
différents, au stade embryonnaire et au stade adulte. Le KO de H2A.Z au stade adulte a été réalisé
grice au transgéne K14CreER™ inductible par I’action du tamoxiféne, alors que le KO de H2A.Z
au stade embryonnaire a été réalisé, en premier lieu, avec le transgéne K14CreER™ inductible
par I’action du tamoxiféne et, en second lieu, avec le transgene K5Cre constitutif. Le nombre de
cellules dont la quantité de H2A.Z est totalement épuisée n’est pas le méme suivant le transgene
utilisé (K14CreER™ ou K5Cre) ainsi que suivant le stade de développement de la souris. La
CreER™ n’est a 100% activée que lors des premiéres 24 heures aprés injection du tamoxiféne.
L’administration de tamoxiféne pendant 5 jours consécutifs permet de maintenir la CreER™
active pendant 5 jours. La CreER™ est donc active sur un court terme et peut causer un phénotype
en mosaique qui finira par s’estomper avec le temps. Le choix du transgeéne dont 1’activité est
spontanée (K5Cre), permet de maintenir une activité constante de Cre et donc d’augmenter
I’efficacité du KO au cours des divisions cellulaires sur un plus long terme.

Le choix du type de Recombinase-Cre utilisée dépend de la question posée, a savoir si 1’on
souhaite étudier I’effet du KO de H2A.Z au cours du développement ou I’effet du KO de H2A.Z
a I’age adulte mais également si I’on souhaite observer 1’effet du KO sur un court ou long terme.
Les résultats obtenus permettent d’apprécier le role de H2A.Z dans le développement de la peau

ainsi que le role de H2A.Z dans la régulation de I’homéostasie de la peau adulte.
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Chapitre V.2 Suivant le stade de développement de la souris
auquel est réalisée ’invalidation de H2A.Z, le phénotype
développé au niveau de la peau est soit «localisé » soit

« ubiquitaire »

Les genes H2afz et H2afv sont transcrits en ARNm qui seront traduits en histones variantes
H2A.Z-1 et H2A.Z-2 dans le cytoplasme. Ces protéines entrent dans le noyau et sont incorporées
dans les particules de cceurs, autour desquelles s’enroule I’ADN pour former les nucléosomes.
Contrairement aux histones canoniques, I’histone variante H2A.Z est synthétisée et déposée sur
la chromatine péricentromérique tout au long du cycle cellulaire (Boyarchuk et al., 2014). Lors
de la division cellulaire, I’ADN de la cellule mére est réparti équitablement entre les deux cellules
filles et donc la quantité¢ de H2A.Z déposée dans la chromatine sera deux fois moins élevée. De
nouvelles protéines H2A.Z seront transcrites et traduites afin d’étre déposées dans la nouvelle
molécule d’ADN qui aura été synthétisée apres la phase S.

La particularité des cellules souches (SCs) est qu’elles sont quiescentes, ce qui veut dire
que leur cycle cellulaire est au repos. Pendant ce repos, les cellules ne se divisent pas et donc la
quantité de protéine H2A.Z présente dans le noyau ne diminue pas au cours des divisions. Donc,
méme si les cellules souches ne possédent plus les génes codant pour H2A.Z, il reste une certaine
quantité¢ de protéine H2A.Z dans leur noyau. Par contre, si les génes H2afz et H2afv sont
invalidés par un knock-out dans les cellules prolifératives, celles-ci ne pourront pas synthétiser a
nouveau de protéine H2A.Z. Ainsi, la quantité totale de H2A.Z présente dans ces cellules va
diminuer au cours de divisions cellulaires, jusqu’a son épuisement total. Le knock-out de H2A.Z,
lorsqu’il est réalisé chez 1’embryon ou chez 1’adulte, ne provoque pas ’apparition du méme
phénotype. Cette différence est due au fait que dans chacun des cas des populations de cellules
différentes sont impliquées.

Chez la souris adulte, les cellules capables de proliférer sont les cellules TA, localisées au
niveau de la couche basale de 1’épiderme ainsi qu’au niveau du bulbe du follicule pileux et de
I’ORS. La comparaison de I’expression de H2A.Z entre 1’épiderme de souris adulte témoin et
I’épiderme de souris adulte KO, agées de 6 a 8 mois, montre une perte quasi-totale de I’expression
de H2A.Z au niveau des follicules pileux, ainsi qu'une perte d’expression de H2A.Z dans des
cellules regroupées dans des « niches » au niveau de 1’épiderme interfolliculaire.

Au cours du développement embryonnaire, toutes les cellules de I’épiderme ont la capacité

de proliférer et donc la quantité¢ de H2A.Z diminue rapidement. Chez I’embryon a E17.5 la perte
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d’expression de H2A.Z est pratiquement totale dans I’épiderme, ainsi que dans les bourgeons

pileux. Le méme résultat est observé chez le souriceau 7 jours apres la naissance.

V.2.1 Caractéristiques du phénotype macroscopique « localisé » développé

suite au KO de H2A.Z chez ’adulte

Les souris adultes, agées de 6 a 8 mois, développent un phénotype localisé sur la peau
thoracique ventrale, le museau et les pattes avant, 19 a 21 jours apres la premiére injection de
tamoxifene. Ce phénotype se caractérise par I’apparition de zones de rougeurs, ou la peau devient
extrémement séche et desquamante, ’apparition de plaies ainsi qu’une alopécie localisée
principalement dans la peau ventrale. Quelles peuvent étre la (les) raison(s) de ce phénotype
localisé ?

La croissance du follicule pileux suit un cycle folliculaire composé¢ d’une phase de
croissance (anagene), d’une phase de régression (catagéne) ainsi que d’une phase de repos
(télogene). Chez la souris les cycles se synchronisent et se déroulent par vagues, définies comme
une progression ordonnée dans le temps et I’espace des follicules pileux entrant dans la phase
anagene. Le profil de ces vagues peut varier en fonction de la lignée de la souris, du genre de la
souris ainsi que des hormones et stimuli environnementaux (Chase and Eaton, 1959). A partir de
J12 postnatal les follicules de la région dorsale entrent graduellement en phase télogene puis aux
alentours de J25 postnatal débute la vraie premiére phase anageéne postnatale (anagene I) qui se
terminera environ a J40 (Paus, 1998; Ma et al., 2003). Chez la souris mature et avec 1’age la
complexité des vagues des follicules pileux s’accentue.

Au cours de notre expérience, une alopécie localisée est présente au niveau ventral. Nous
suggérons que les follicules pileux de la peau ventrale des souris expérimentées, agées de 6 a 8
mois, se trouvaient en cours de vague anageéne. Cette phase correspond a la phase de
multiplication cellulaire et de croissance du poil, au cours de laquelle les cellules TA matricielles
s’engagent dans une prolifération massive. La perte de la protéine H2A.Z pourrait étre totale dans
les follicules pileux qui se divisent activement en phase anagéne et chez lesquels I’émergence du
poil serait donc arrétée. Afin de tester cette hypothése, une prochaine expérience devrait consister
a injecter le tamoxiféne sur des souris adultes, quelques mois plus jeunes ou plus vieilles que 6-
8 mois, afin de voir si la région affectée par I’alopécie change en fonction de la progression de la

vague anagene.
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V.2.2 Caractéristiques du phénotype macroscopique « ubiquitaire » chez
I’embryon, développé suite au KO de H2A.Z au cours de la formation

embryonnaire de la peau

Chez I’embryon, I’invalidation génétique de H2afz et H2afv a été réalisée en premier par
I’induction du transgéne K14CreER™ au cours de la gestation par I’injection de la souris gravide
pendant 5 jours (entre E 8.5 4 E.12.5). La peau des embryons KO pour H2A.Z aE15.5etaE17.5
ne montre aucune différence significative par rapport a celle des embryons témoins.

Lors de I’utilisation du transgéne K5Cre, 5 jours apres la naissance des souriceaux KO pour
H2A.Z, apparait un phénotype macroscopique « ubiquitaire ». Il se caractérise par le
développement d’une peau trés rouge, extrémement séche et desquamante. Avant 1’émergence
du poil, la peau des souriceaux KO pour H2A.Z apparait trés épaisse et ridée. Nous avons
¢galement constaté un retard de croissance des souriceaux KO pour H2A.Z par rapport aux

témoins, ainsi qu’un retard de 1’émergence du poil.

Chapitre V.3 I.’absence de H2A.Z induit une hyperplasie

chez I’adulte et une hypercornification chez I’embryon

V.3.1 Chez DIadulte, Dhyperplasie est la conséquence d’une

hyperprolifération due au stress causé par le KO de H2A.Z

L’épiderme des souris adultes témoins est extrémement fin. On peut distinguer les couches
basales et suprabasales de cellules vivantes et la couche morte de cellules anucléées de la couche
cornée. La premiere différence marquante entre I’épiderme thoracique ventral des souris témoins
et des souris KO pour H2A.Z est I’hyperplasie de 1’épiderme KO pour H2A.Z. Alors que
I’épaisseur totale des cellules vivantes de I’épiderme témoin ne comporte en moyenne que 1 a 2
cellules, celle de la souris KO pour H2A.Z en comporte en moyenne 4 a 5. La couche cornée de
I’épiderme est également beaucoup plus épaisse apres induction du KO de H2A.Z.

Malgré une forte alopécie ventrale, les follicules pileux sont présents en profondeur dans le
derme, avec un diametre épais. L’épaississement de I’épiderme ainsi que celle du follicule pileux
pourraient contrecarrer I’émergence du poil a la surface de la peau. L’arrét de la croissance de la
tige pilaire est probablement plutot di a 1’épuisement de la protéine H2A.Z dans les follicules

pileux.
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En paralléle a cette hyperplasie et a 1’épaississement de la couche cornée, on constate une
augmentation de la taille des granules de kératohyaline atteignant environ 2,5 um pour les souris
KO pour H2A.Z au lieu de 1 a 1,5 um pour les souris témoins. Le role de ces granules est de
déshydrater la cellule et de « cross-linker » ses fibres de kératines au cours de la cornification.
Plus il y a de kératohyaline entourant les cellules mortes et plus la barricre formée par
I’imbrication des cellules mortes est épaisse, solide et imperméable. L’augmentation de la taille
de ces granules dans le cas des souris KO pour H2A.Z engendrerait donc une couche cornée
extrémement compacte.

Quelle est la cause de cette hyperprolifération de 1’épiderme ?

Alors que les cellules de 1a couche basale de 1’épiderme des souris témoins sont globalement
orientées parallelement a la membrane basale, chez les souris KO pour H2A.Z on note une
orientation perpendiculaire a la membrane basale. Cette orientation perpendiculaire concerne
certains kératinocytes qui se trouvent regroupés dans des « niches ». Le changement de polarité
des cellules, ainsi que I’orientation du fuseau mitotique, peuvent jouer sur le type de division
cellulaire, et donc avoir des conséquences sur la prolifération et la différenciation. Le changement
de polarité cellulaire pourrait étre dii & une perturbation de I’adhérence des kératinocytes basaux
a la jonction dermo-épidermique (JDE) et donc a une diminution du nombre d’hémidesmosomes.
Cependant, il n’en est rien. Chez les souris sauvages, la division des kératinocytes
perpendiculaire a la lame basale est observée lorsque le besoin de stratification se fait ressentir :
aE12.5, lors de la formation de la couche basale, 92% des divisions sont parall¢les & la membrane
basale (Lechler and Fuchs, 2005), 1’épiderme a alors besoin de gagner en surface
proportionnellement a la croissance des autres organes de I’embryon. A partir de E15.5, et
jusqu’au développement postnatal, a lieu la stratification de I’épiderme et plus de 70% des
fuseaux mitotiques sont orientés perpendiculairement a la membrane basale (Lechler and Fuchs,
2005). Chez I’adulte, la division cellulaire est parall¢le a la lame basale, la cellule souche donne
deux cellules filles, qui restent transitoirement dans la couche basale (TA). Une des deux TA est
maintenue dans le réservoir de cellules souches, alors que I’autre se détache de la lame basale et
initie son programme de différenciation terminale (Lechler and Fuchs, 2005). Le phénotype
développé lors du KO de H2A.Z ressemble a celui de I’épiderme embryonnaire en phase de
stratification, ainsi qu’a celui du tissu psorasique résultant d’un déséquilibre entre les divisions
asymétriques paralléles et perpendiculaires a la membrane basale. Dans le psoriasis
I’hyperprolifération de 1’épiderme provoque un déséquilibre dans la balance entre la prolifération
et la différenciation cellulaire (Jia et al., 2016).

Nous avons observé par microscopie ¢électronique et par immunofluorescence, la présence

de deux types de niches dans I’épiderme de la souris KO. Premiérement, les cellules de I’'IFE,
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dont la quantité de protéine H2A.Z a été perdue, sont localisées dans des niches. On peut avancer
que ces cellules ne peuvent plus proliférer et vont se différencier. Deuxiémement, certaines
cellules de I’IFE ont une orientation perpendiculaire a la membrane basale et sont regroupées
¢galement dans des niches. Ces cellules doivent étre prolifératives, donc il doit s’agir de deux
types de niches différentes. Afin de valider cette hypothése, il faut montrer que les cellules de la
premiére niche, qui n’ont plus de protéine H2A.Z, ne se divisent pas. Inversement il faut montrer
que les cellules de la deuxiéme niche ont toujours la protéine H2A.Z dans leur noyau et sont
hautement prolifératives. La microscopie électro-immunologique a transmission pourrait nous
permettre de vérifier nos hypothéses. On utiliserait pour cela des anticorps secondaires couplés
a des billes d’or nous permettant de reconnaitre I’anticorps primaire dirigé contre H2A.Z ou

contre un marqueur de prolifération (de type ki67, PCNA, ou H3Ser10P).

L’expression du facteur de transcription p63 permet d’analyser la capacité des kératinocytes
a proliférer, a maintenir le réservoir de cellules souches et a s’engager dans la différenciation
terminale. P63 marque la capacité hautement proliférative des kératinocytes basaux (Pellegrini
et al., 2001). Chez les souris témoins, le marqueur p63 est exprimé par 1 voir 2 cellules en
¢paisseur, alors que chez la souris KO les kératinocytes de la couche basale expriment le
marqueur p63 sur épaisseur de 3 a 4 cellules. De méme, la kératine 6 a une expression limitée
dans un épithélium sain. Le marquage de la K6 sur les kératinocytes basaux augmente lorsque
I’homéostasie de la peau est perturbée ainsi que dans des conditions d’hyperprolifération
(Navarro et al., 1995; Leigh et al., 1995). Une augmentation significative de I’expression de K6
par les kératinocytes épidermiques KO pour H2A.Z, va de pair avec I’augmentation du nombre
de cellules ainsi que I’hyperplasie de 1’épiderme. L’absence d’H2A.Z sur les kératinocytes
basaux a perturbé 1’homéostasie de I’épiderme, provoquant un déséquilibre entre la prolifération

et la différenciation des cellules épidermiques et induisant une hyperplasie de 1’épiderme.

V.3.2 L’invalidation de H2A.Z chez D’embryon n’induit pas une

hyperprolifération

Chez I’embryon a E17.5 I’épaisseur de la couche basale, marquée par la kératine 14, est
identique entre les embryons témoins et les embryons KO pour H2A.Z. De plus, I’expression de
p63 a E17.5 montre que le KO de H2A.Z n’affecte ni la prolifération des kératinocytes basaux,
ni la mise en place progressive des différentes couches suprabasales différenciées de 1’épiderme.

L’épaisseur postnatale a J7 de I’épiderme des souriceaux témoins et des souriceaux KO

pour H2A.Z, révéle dans les deux cas un épiderme plus épais que chez I’adulte. Il faut rappeler
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que lors du développement normal de la peau de la souris, il y a un changement physiologique
postnatal concernant I’épaisseur de 1’épiderme, passant d’un épiderme épais a la naissance (3-4
cellules en épaisseur) a un épiderme adulte fin composé de 1 a 2 cellules en épaisseur (Sundberg
et al., 2012). Contrairement au phénotype hyperplasique développé chez 1’adulte et malgré le
développement d’un phénotype macroscopique postnatal chez le souriceau a J7, il n’y a pas de
différence significative en ce qui concerne I’épaisseur de la couche vivante de 1’épiderme des
souris témoins et de 1I’épiderme des souris KO pour H2A.Z. L’¢paisseur de la couche basale chez
les souriceaux a J7, analysée grace au marquage K14, ne montre pas non plus de différence avec
I’épaisseur des couches basales des souriceaux témoins. Les souriceaux témoins et les souriceaux
KO pour H2A.Z présentent un nombre équivalent de cellules exprimant le facteur de transcription
p63, avec une épaisseur de 3 a 4 cellules au niveau de la couche basale.

L’ensemble de ces résultats montrent que la perte d’expression de H2A.Z au cours du
développement embryonnaire de la peau n’a pas empéché la mise en place des différentes
couches, basale et suprabasales. Cependant, les souriceaux chez lesquels les génes H2afz et

H2afv ont ét¢ invalidés meurent tous au bout de quelques jours. Que se passe-t-il donc ?

Chapitre V.4 I’invalidation des genes H2afz et H2Afv

n’impacte pas la différenciation des kératinocytes

L’analyse de 1’expression des marqueurs protéiques de différenciation permet d’évaluer
I’impact de la perte d’expression de 1’histone variante H2A.Z sur la différenciation cellulaire et

le renouvellement des couches suprabasales de 1’épiderme.

V.4.1 Chez les souris adultes, les nombre de cellules différenciées augmente
en conséquence de I’hyperprolifération cellulaire engendrée par la

perte d’expression de H2A.Z

L’expression de la kératine 10 est spécifique des couches suprabasales et débute par la
couche épineuse. Ainsi, les noyaux localisés en dessous de ce marquage correspondent aux
noyaux des kératinocytes basaux. Chez les souris adultes, 1’épaisseur de la couche basale, qui
n’exprime pas la K10, comporte 1 a 2 cellules pour les souris témoins et 2 a 3 cellules pour les
souris KO pour H2A.Z. C’est le cas également pour la couche épineuse ou on observe une
épaisseur de 1 a 2 cellules pour les souris témoins et 2 a 3 cellules pour les souris KO pour

H2A.Z. La loricrine est un marqueur protéique spécifique des kératinocytes de la couche
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granuleuse et des cornéocytes, nous permettant ainsi d’évaluer le nombre de cellules qui les
composent. La couche granuleuse passe de 1-2 cellules, chez les souris témoins, a 2-3 cellules
d’épaisseur chez les souris KO pour H2A.Z. Chez les souris KO, puisque les cellules TA de la
couche basale pour H2A.Z se sont différenciées en cellules TA des couches suprabasales nous
pouvons conclure que H2A.Z n’est pas impliquée dans la différenciation des kératinocytes

épidermiques a I’age adulte.

V.4.2 L’invalidation des génes H2afz et H2afv, induite entre E8.5-E12.5,
provoque une accumulation des cellules différenciées dans la couche

cornée a 7 jours postnatal

Nous n’avons pas observé de différence significative entre les souriceaux témoin et les
souriceaux KO, en ce qui concerne I’épaisseur de la couche basale visualisée grace a I’expression
de la kératine K14 par les kératinocytes basaux. De la méme fagon, I’expression de la kératine
10 par les kératinocytes de la couche épineuse, est identique entre la peau ventrale des souriceaux
témoins et des souriceaux KO pour H2A.Z. Ainsi, I’absence de H2A.Z ne perturbe pas la mise
en place de la couche basale ni la différenciation des kératinocytes basaux en kératinocytes des
couches suprabasales.

Cependant, la couche granuleuse et la couche cornée, visualisées grace a I’expression de la
loricrine par les kératinocytes respectifs, sont environ 2,5 fois plus épaisses chez les souriceaux
KO pour H2A.Z que chez les souriceaux témoins. La couche basale de 1’épiderme embryonnaire
se divisant normalement trés rapidement, la quantité de H2A.Z présente dans les noyaux diminue
donc également trés rapidement. Les kératinocytes perdent la possibilité de se diviser, s’engagent
dans le processus de différenciation et s’accumulent dans la couche cornée.

Ainsi, I’absence de H2A.Z ne perturbe pas la différenciation cellulaire et donc H2A.Z ne

semble pas avoir un role dans la différenciation des kératinocytes épidermiques chez le souriceau.

Chapitre V.5 I’invalidation de H22afz et H22afv, chez
I’adulte ou au cours de ’embryogénése, provoque le blocage

de la mitose

Le marquage de I’histone H3SerlOP permet I’identification des cellules en cours de

division. La phosphorylation de H3 débute en fin de phase G2 du cycle cellulaire. Le taux de

172



Discussion et perspectives

phosphorylation est le plus élevé en métaphase puis diminue trés rapidement en fin de cycle de
division (Prigent and Dimitrov, 2003).

Chez les souris adultes témoins, 1’histone H3 phosphorylé sur la serine 10 est exprimée par
les kératinocytes de 1’épiderme interfolliculaire ainsi qu’au niveau du bulbe et de I’ORS, ces
cellules sont donc en cours de mitose. Chez les souris adultes KO pour H2A.Z, on note
premiérement une perte significative du marquage au niveau folliculaire. Rappelons que nous
pensons que chez I’adulte le KO de H2A.Z a eu lieu au moment de la phase anagene des follicules
pileux du thorax ventral. La perte d’expression de H2A.Z au niveau des follicules provoquerait
un blocage de la mitose en phase G2/M et engendrerait leur engagement dans la différenciation
terminale. La mitose étant bloquée en G2/M, ces cellules H3Ser10P+ ne se diviseraient plus et
seraient incapables d’assurer I’émergence de la tige pilaire. On note également, une diminution
du nombre de cellules en division dans la couche basale de I'IFE au dépend d’un tres fort
marquage pour H3Ser10P au niveau des couches suprabasales de I’épiderme. Les kératinocytes
ne se divisant plus s’engagent dans la différenciation terminale et s’accumulent dans la couche
cornée. Le renouveélement de I’IFE ne pouvant plus étre assuré par les kératinocytes basaux,
quelques HFSCs du bulge sortiraient du réservoir quiescent, activeraient leur cycle cellulaire et
migreraient dans I'IFE pour hyperproliférer. Ces cellules migreraient dans les « niches » de I'IFE
ou nous avons identifié¢ les cellules se divisant perpendiculairement a la membrane basale. Au
fur et a mesure que ces cellules proliférent, la quantité de protéine H2A.Z diminue puis une fois
la quantité de H2A.Z insuffisante a la division, elles se bloquent a leur tour en phase G2/M. Cette
boucle migration, prolifération, blocage en mitose provoquerait sur le long terme I’épuisement
du réservoir de cellules souches.

Sachant que la phosphorylation de 1’histone H3 sur la serine 10 est une modification post-
traductionnelle spécifique des cellules mitotiques, comment se fait-il que ce marquage soit
retrouvé au niveau des couches suprabasales post-mitotiques ? Pendant plusieurs années, la
communauté scientifique pensait que la différenciation des kératinocytes était concomitante avec
un arrét de la croissance et un blocage du cycle cellulaire en phase GO. Cependant, il a été
démontré que I’initiation de la différenciation terminale des kératinocytes basaux est associée
avec un blocage de la mitose en phase G2/M du cycle cellulaire (Zanet et al., 2010). En effet,
I’utilisation d’agents bloquant la mitose sur des kératinocytes en culture, tels que la Nocodazole
ou le Paclitaxel, a montré que le blocage de la mitose s’accompagne de la différenciation
terminale des kératinocytes mais que ces cellules subissent également une endo-réplication
(Gandarillas et al., 2000). L’endo-réplication est une variante de la mitose ou I’ADN est répliqué
mais n’est pas réparti en deux cellules filles mais reste dans la méme cellule et explique pourquoi

les kératinocytes différenciés peuvent étre plus gros que les kératinocytes basaux. Dans le cas de
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notre étude, nous constatons une diminution du nombre de kératinocytes mitotiques (H3Ser10P+)
démontrant un blocage de la mitose en G2/M, au niveau de la couche basale de 1’épiderme ainsi
que du bulbe et de I’ORS lorsque les génes H2afz et H2afv sont invalidés. L’accumulation de
kératinocytes suprabasaux exprimant le marqueur mitotique H3Ser10P pourrait s’expliquer par

I’endo-réplication.

Chez les souriceaux témoins a J7 postnatal, le marquage H3Ser10P est localisée au niveau
du follicule pileux, principalement au niveau du bulbe et au niveau de ’ORS. Cette localisation
coincide avec la localisation des cellules TA, capables de proliférer et permettant la croissance
et le renouvellement du poil. En revanche, trés peu de kératinocytes basaux proliférent au niveau
de I’IFE. Ceci est normal car la plus forte prolifération a eu lieu au cours de la formation de la
peau embryonnaire. Par contre, chez les souriceaux KO pour H2A.Z, on note ’apparition de
cellules H3Ser10P+ au niveau de I’assise basale de I'IFE. Les kératinocytes basaux n’expriment
plus H2A.Z, ils ne peuvent donc plus proliférer et sont donc H3Ser10P-. L’apparition de
kératinocytes basaux H3Serl10+ chez le souriceau KO a J7 témoignerait de la migration des

cellules depuis le réservoir de cellules souches du follicule pileux jusque dans 1’assise basale de

I’IFE.

Chapitre V.6 1’invalidation des genes H2afz et H22afv

impacte la maintenance du réservoir de cellules souches

Chez I’adulte, le renouvellement de 1’épiderme interfolliculaire (IFE) a lieu grace a la
prolifération des SCs localisées dans 1’assise basale de 1’épiderme qui donneront des cellules TA
(Potten, 1974; Plikus et al., 2012). Une autre population de cellules souches (HFSCs) est localisée
dans le bulge du follicule pileux. Sur une peau saine, la prolifération des SCs ne requiert pas
I’apport additionnel de cellules provenant du follicule pileux (Nowak et al., 2008; Plikus et al.,
2012).

Au cours de I’embryogénese, a E12, toutes les cellules de 1’assise basale ont la capacité de
se diviser. Ce sont toutes des cellules prolifératives. Lors de la formation des placodes, les
cellules gardant le potentiel prolifératif vont donner les cellules souches dites « adultes », elles
ségrégent dans les placodes et seront localisées dans le bulge du follicule pileux (HFSCs) a I’age
adulte. Nous avons identifié chez I’adulte ainsi que chez 1’embryon la population de HFSCs,
grace aux marquages pour Sox9+, CD34+ et K15+, ainsi que la population de SCs de I’IFE, grace

au marquage pour K15+ et comparé leur devenir apres le KO de H2A.Z. Chez la souris, il existe
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d’autres marqueurs permettant d’identifier les cellules souches interfolliculaires (SCs) tels que

Lgr6 (Fillgrabe et al., 2015).

V.6.1 L’absence de H2A.Z chez I’adulte provoquerait I’épuisement des
HFSCs

Chez les souris adultes témoins et KO pour H2A.Z, nous avons vérifié que Sox9 s’exprime
spécifiquement dans le follicule pileux. Rappelons que ce facteur de transcription est impliqué
dans la ségrégation des cellules a potentiel prolifératif en HFSCs afin de développer le follicule
pileux. L’expression de Sox9 par les HFSCs apparait identique entre les souris adultes témoins
et les souris adultes KO pour H2A.Z donc ces cellules souches vont pouvoir participer a la
formation d’un follicule pileux. Par contre une fois la quantité totale de H2A.Z épuisée, il n’y
aura plus de cellules souches et le renouvellement du poil ne pourra avoir lieu.

Chez les souris adultes témoins, CD34 est exprimé par les HFSCs au niveau du bulge, alors
que K15 est exprimé par les SCs de I’IFE ainsi que les HFSCs du bulge. Le KO de H2A.Z induit
au niveau des HFSCS une perte totale de 1’expression de CD34. De plus, on note la perte totale
de I’expression de la K15 au niveau de I'IFE. On retrouve cette perte d’expression de la kératine
15 au niveau de I’IFE dans des conditions de dérégulation de ’homéostasie de 1’épiderme telles
que la tumorigénése ou le psoriasis (Troy et al., 2011; Jia et al., 2016). Dans le cas du psoriasis,
I’activation aberrante des SCs de I'I[FE provoque une expansion excessive des couches
suprabasales (cellules TA différenciées). Ce phénomene d’expansion des TA dans les couches
suprabasales provoque 1’épuisement du réservoir de SCs (Jia et al., 2016).

Dans notre modele KO pour H2A.Z, nous pensons que les cellules TA ayant perdu
I’expression de H2A.Z ne peuvent plus se diviser et que ce manque de prolifération perturbe
I’homéostasie de la peau. Afin d’y palier, en premier lieu, les SCs interfolliculaires sortent de
leur état de quiescence et vont apporter des cellules TA interfolliculaires afin de pouvoir
renouveler 'IFE. Ceci se traduit par la disparition du marquage de la kératine 15 au niveau de
I’IFE. Nous pensons qu’une fois le réservoir de SCs épidermique épuisé, un grand nombre de
HFSCs sortent du réservoir au niveau du bulge, perdent I’expression des marqueurs caractérisant
les cellules souches CD34 et K15, et donnent a leur tour des cellules TA qui vont débuter le
processus d’hyperprolifération. Cette hyperprolifération permet de renouveler les niches de I'IFE
au niveau desquelles les cellules n’exprimant plus la protéine H2A.Z sont incapables de se
diviser.

La quantité de protéine H2A.Z présente dans les HFSCs quiescentes semble étre suffisante

pour que la cellule puisse se diviser et donner des cellules TA épidermiques et matricielles
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permettant, pendant un certain temps, la croissance du poil. Notre hypothése est que 1’activation
des HFSCs provoque leur sortie du bulge. Les HFSCs deviennent des cellules TA prolifératives
qui restent dans le follicule au niveau de la matrice ou qui migrent dans I’IFE. Leur division est
possible tant que I’histone variante H2A.Z est présente. Sa quantité diminue ensuite trés
rapidement au fur et a mesure des divisions cellulaires. Une fois le niveau de H2A.Z trop faible,
les cellules ne peuvent plus se diviser, faisant appel de nouveau aux HFSCs menant, a long terme,

a I’épuisement total du réservoir de cellules souches.

V.6.2 L’absence de H2A.Z au cours de I’embryogénése provoquerait

I’épuisement des SCs épidermiques

Alors que les cellules épidermiques embryonnaires sont hautement prolifératives, les
HFSCs adultes expriment Sox9 et sont quiescentes (Y1, 2017). Ainsi au cours du développement
depuis le stade embryonnaire jusqu’a 1’age adulte les cellules passent d’une capacité de
prolifération trés élevée a une phase de quiescence. L’invalidation génétique de H2afz et H2afv
a été réalisée au cours de I’embryogénése donc sur les cellules épidermiques, toutes capables
proliférer. Ceci a été effectué¢ avant leur ségrégation en HFSCs dans les bourgeons pileux, a
I’origine des follicules pileux. Ainsi, les HFSCs expriment encore la protéine H2A.Z dans leur
noyau, méme si sa quantité est réduite, et cette quantité reste inchangée tant que leur cycle
cellulaire n’est pas activé.

Chez le souriceau KO pour H2A.Z, le développement des follicules pileux se déroule méme
si les cellules sont invalidées pour les genes H2Afz et H2afv car une petite quantité de H2A.Z
est encore présente. Chez les souriceaux témoins et chez les souriceaux KO pour H2A.Z, les
cellules souches exprimant Sox9 sont localisées au niveau du bulge du follicule pileux. On note
que chez le souriceau KO pour H2A.Z le nombre de HFSCs Sox9+ apparait 1égerement plus
faible ce qui traduirait un épuisement progressif des HFSCs.

Une absence de H2A.Z dans les cellules TA de I’IFE entraine leur incapacité a proliférer et
d’ou un appel des cellules souches folliculaires. Les HFSCs vont alors sortir de leur état de
quiescence et donnent des cellules TA prolifératives qui migrent depuis le bulge jusqu’a I’assise
basale de I'IFE. La quantité d’histone variante H2A.Z exprimée par ces cellules diminuera au
cours des divisions successives. Cependant, tant qu’il reste un peu de H2A.Z, les cellules peuvent
se diviser. La perte d’expression de H2A.Z n’affecte pas le déroulement du premier cycle de
croissance du poil de la souris débutant a E12. Cependant, chez les souriceaux KO pour H2A.Z
I’émergence du poil est retardée de quelques jours par rapport a celle des souriceaux témoins qui

émerge normalement aux alentours du 5°™ jour aprés la naissance.
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L’épuisement progressif des HFSCs du bulge se produit si le besoin de re-épithéalisation
de I’'IFE s’avere étre long (Plikus et al., 2012). Alors que chez les souriceaux témoins toutes les
cellules de I’IFE expriment la K15, démontrant la présence de SCs sur I’IFE, cette expression
disparait complétement chez les souriceaux KO pour H2A.Z, démontrant la perte de SCs
quiescentes (K15+) sur I’'IFE. Toutes les SCs épidermiques sont sorties de leur état de quiescence,
devenant K15-, et ont donné des cellules TA (K15-) afin qu’elles puissent alimenter 1’assise
basale et renouveler 1’épiderme. Ces derniéres proviennent directement des HFSCs et peuvent
donc se diviser, sur un court terme, car elles expriment encore un peu de H2A.Z. Chez les
souriceaux témoins a J7, les HFSCs dans le bulge expriment également la K15. Cette expression
est maintenue dans le bulge des follicules pileux des souriceaux KO pour H2A.Z, ce qui montre
qu’a J7 postnatal le réservoir de HFSCs quiescentes est encore présent. Nous supposons que le
réservoir de HFSCs finira par s’épuiser. L’épiderme devient cornifié sur toute son épaisseur et
les souriceaux KO pour H2AZ ne survivent pas au-dela de 13 jours. Leur taille réduite pourrait
résulter du fait qu’il sont enfermés dans un épiderme entierement corfinifié n’excluant pas le fait
que le KO de H2A.Z ait pu affecter d’autres organes expriment la K5 tels que la langue et les

bronches pulmonaires.

Afin de valider I’hypothése de la sortie et de 1’épuisement des cellules souches (SCs et
HFSCs) au niveau de leur réservoir il serait intéressant de suivre le devenir d’une injection de
BrdU. Ce dernier s’incorpore dans I’ADN au cours de la phase S. Les HFSCs ont un cycle de
division tres lent donc le BrdU reste incorporé dans I’ADN pendant trés longtemps et ¢’est pour
cette raison qu’on appelle ces cellules Long-term Retaining Cells. Lorsque les HFSCs s’activent
pour donner des cellules TA puis proliférent, I’ADN sera divisé et la quantité de BrdU présente
dans les cellules filles sera diluée. Une diminution du marquage BrdU dans le bulge des follicules
pileux témoignerait de la division et migration des HFSCs.

Une méthode in-vitro permettant d’étudier la clonogénicité des cellules souches consiste en
un tri les HFSCs par cytométrie en flux (FACs), grace a 1’utilisation d’anticorps de surface
spécifiques des cellules souches comme les intégrines ou les marqueurs de surface tels que CD34.
Une fois les HFSCs mises en culture, on pourra invalider les genes H2afz et H2afv par 1’addition
de hydroxytamoxiféne (4-OHT) dans le milieu de culture des HFSCs. Enfin, des essais
clonogéniques permettront de constater 1I’impact de la perte de H2A.Z sur la capacité des cellules

souches a proliférer.
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Chapitre V.7 Conclusion générale et perspectives

Dans la littérature, I’histone variante H2A.Z a été¢ montrée comme étant impliquée dans de
nombreux processus cellulaires. La localisation trés particuliere des nucléosomes contenant
H2A.Z lui accorde un role central dans le remodelage de la chromatine et dans la régulation de
la transcription avec un rdle activateur ou répresseur de la transcription. L’histone variante
H2A.Z a également ét¢ démontrée comme étant essentielle au développement du bouton
embryonnaire du blastocyste (Faast et al., 2001). Cependant, le développement du blastocyste
implique a la fois des étapes de différenciation et de prolifération cellulaire et le role spécifique
de H2A.Z dans chacune d’entre elle n’a pas été démontré. Les études permettant de mettre en
¢vidence les roles de H2A.Z ont pour la plupart été réalisées in-vitro et le processus de la
transcription n’a jamais été étudié de facon individuelle en le séparant du processus de division
cellulaire.

Pour la premiére fois dans I’histoire de la recherche sur I’histone variante H2A.Z, nous
avons étudié le role de H2A.Z in-vivo grace a un organe trés spécial qu’est la peau et plus
particulierement 1’épiderme, nous permettant de séparer les fonctions prolifératives et les
fonctions transcriptionnelles de H2A.Z. En effet, le tissu épidermique permet d’étudier a la fois
un tissu mitotique, la couche basale, et un tissu post-mitotique, les couches suprabasales. Nous
avons alors pu ainsi étudier 1’effet de ’invalidation des génes H2afz et H2Afv sur la prolifération

et sur la différenciation des kératinocytes épidermiques.

Nos résultats confirment que I’histone variante H2A.Z, histone variante de la famille H2A,
joue un role essentiel au maintien de la mitose et donc au développement embryonnaire et
postnatal de 1’épiderme, ainsi qu’au maintien de I’homéostasie de I’épiderme chez I’adulte. Nous
avons montré qu’apres la perte totale de 1’expression de H2A.Z, les cellules basales restent
bloquées en mitose. Le manque de cellules capables de proliférer dans 1’épiderme
interfolliculaire (IFE) perturbe 1’homéostasie de la peau. Pour pallier a ce défaut, les cellules
souches folliculaires (HFSCs), qui expriment encore H2A.Z, sortent de leur quiescence,
s’activent et proliférent afin de générer des cellules TA. Ces derniéres migrent a leur tour dans
I’'IFE et vont pouvoir se diviser jusqu’a 1I’épuisement total de la quantité de H2A.Z encore
disponible. Une fois H2A.Z complétement éliminée des cellules KO pour H2A.Z, leur mitose est
bloquée et elles sont a leur tour éliminées au cours de la différenciation. L’approvisionnement de
’assise basale interfolliculaire, en cellules TA capables de proliférer, a partir du réservoir de

HFSCs n’est pas illimité. L’épuisement total de la réserve de cellules souches folliculaires serait

178



Discussion et perspectives

responsable, quelques jours apres la naissance, du déces du souriceau dans le cas de 1’invalidation
des deux geénes H2afz et H2afv chez I’embryon au moment de la formation de I’épiderme. Ainsi,
nous pouvons conclure sur le fait que 1’histone variante H2A.Z joue un réle crucial dans la
progression de la mitose et donc sur la prolifération cellulaire.

Nous avons également démontré que I’absence de H2A.Z ne perturbe pas la différenciation
des kératinocytes de la couche basale en kératinocytes des couches suprabasales. En effet,
I’invalidation de H2A.Z et la perte totale de H2A.Z dans les kératinocytes basaux ne perturbe
pas I’expression de marqueurs spécifiques des kératinocytes des couches suprabasales tels que la
kératine 10 et la loricrine. Nous pouvons alors avancer que 1’histone variante H2A.Z n’est pas

impliquée dans le processus de transcription dans les tissus post-mitotiques.

La régulation de I’homéostasie de 1’épithélium intestinal et celle de 1’¢épithélium
épidermique peuvent étre mises en parallele. L’épithélium intestinal est un épithélium unistratifié
ou les cellules souches intestinales sont localisées au-dessus de la base des cryptes et donnent
lieu a des cellules TA qui vont proliférer activement et migrer vers ’apex des villosités en se
différenciant en différentes lignées intestinales telles que les entérocytes, les cellules calciformes,
les cellules entéro-endocrines et les cellules de Paneth. Ce processus est controlé, entre autres,
par le facteur de transcription CDX2, spécifiquement exprimé dans 1’épithélium intestinal et
crucial pour le développement et la différenciation de cet épithélium. Récemment, des études ont
montré que I’histone variante H2A.Z joue un role important dans la voie de signalisation Wnt et
permet ainsi de contrdler I’homéostasie des cellules épithéliales intestinales (Rispal et al., 2019).
Ces auteurs ont démontré un lien entre CDX2, p400, H2A.Z et la modulation de la voie de
signalisation Wnt. L’utilisation d’ARN interférents (small interfering RNA ou siRNA) afin
d’inhiber I’expression de H2A.Z provoque 1’arrét de la prolifération des cellules TA intestinales.
Au cours de mon projet de thése, j’ai créé un modele unique permettant I’étude du role de H2A.Z
in-vivo et en méme temps dans un tissu, mitotique et post-mitotique, 1’épiderme et son annexe,
le follicule pileux. En 2004, le docteur Tremethick et ses collégues ont montré, in-vitro et pour
la premicre fois, I’importance de I’histone variante H2A.Z dans la ségrégation des chromosomes
mitotiques (Rangasamy et al., 2004). Ces auteurs ont montré, en utilisant des ARN interférents
dirigés contre I’ARNm de H2A.Z, une instabilité génétique provoquée par de séveres défauts
mitotiques, tels qu’un mauvais alignement des chromosomes en métaphase (lagging
chromosomes) ainsi que des ponts chromosomiques (chromosome bridges) en anaphase. Nos
résultats confirment que la division cellulaire ne peut se faire sans la présence de 1’histone

variante H2A.Z dans les cellules.
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Dans le futur, les objectifs seront d’explorer les mécanismes moléculaires sous-jacents mis
en jeu par ’histone variante H2A.Z lors de la mitose. Une étude RNAseq permettrait d’avoir une
idée de 1’¢état transcriptionnel des cellules KO pour H2A.Z comparé aux cellules sauvages. 11
serait en effet intéressant de pouvoir déterminer quels génes verraient leur expression affectée
suite a I’invalidation génique de H2afz et H2afv. Pour cela, j’ai déja collecté des biopsies de peau
de souriceaux témoins et de souriceaux KO, et séparé¢ le derme et I’épiderme. Les données de
I’étude protéomique, par spectrométrie de masse, permettront de faire un inventaire de toutes les
protéines qui pourraient potentiellement étre impliquées dans la cascade d’événements
responsables de la poursuite du cycle mitotique. L’idée de pouvoir extraire les HFSCs a partir de
souriceaux témoins et KO pour H2A.Z afin de procéder a des essais clonogéniques pourrait
¢galement étre intéressante afin confirmer de maniére in-vitro la perte progressive de la capacité
de prolifération des cellules KO pour H2A.Z mais également de pouvoir détecter par microscopie

les cellules mitotiques présentant d’éventuels défauts mitotiques.
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Souriceau KO
H2afz -/- H2afv -/- K5Cre tg/+ mTmG -/+

Peau ventrale Peau de la queue

Figure S. 1- Spécificité de I’activité du transgene K5Cre au niveau des kératinocytes basaux épidermiques ainsi
que des kératinocytes folliculaires chez le souriceau a J12 postnatal.

Peau thoracique ventrale et de la queue d’un souriceau agé de 12 jours. Microscopie a épifluorescence, Cre active
(GFP), Cre inactive (Tomato), ADN (Hoechst, bleu).

Souris témoin Souris KO
H2afz }[ H2afv /- K14 Cre tg/
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Glandes salivaires

Figure S. 2 - Comparaison de 1’histologie des glandes salivaires des souris témoins et des souris KO pour H2A.Z,
21 jours apres la premiere injection de tamoxiféne.

Glandes salivaires de souris adultes agées de 6-8 mois. Coloration trichromatique HES (hématoxyline, éosine et
safran). Conduit salivaire (SD).
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Embryon témoin (E15.5) Embryon KO (E15.5)
H2afz fl/fl ; H2afv fl/fl ; K14Cre +/+ H2afz -/- ; H2afv -/- ; K14Cre tg/+

A
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Figure S. 3 — L’invalidation des génes H2afz et H2afv ne perturbe pas le développement de la peau au cours de
I’embryogénese.
Comparaison de la peau ventrale d’un embryon témoin et d’un embryon KO pour H2A.Z a 15.5 jours de gestation
embryonnaire. Cing injections de tamoxiféne ont été réalisées chez la mere gestante entre E8.5 et E12.5. Les
embryons ont été prélevés a E15.5. Coloration trichromatique HES (hématoxyline, €osine, safran).

Hoechst Merge

H2afz fl/fl H2afv fl/fl
K14Cre +/+

Embryon témoin (E17.5)

Embryon KO (E17.5)
H2afz -/- H2afv -/-
K14Cre tg/+

Figure S. 4- La mise en place de la couche basale de 1’épiderme au cours du développement de la peau
embryonnaire n’est pas affecté par I’invalidation génique de H2afz et H2afv.

Au cours du développement embryonnaire le KO de H2A.Z n’affecte pas 1’épaisseur de la couche basale,
composée de 1 cellule en épaisseur chez I’embryon témoin ainsi que chez I’embryon KO. Peau ventrale d’embryon
a 17.5 jours de gestation. Microscopie a épifluorescence : K14 (anticorps anti-K14, rouge), ADN (Hoechst, bleu).
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Figure S. 5— L’invalidation génique de H2afz et H2afv au cours du développement de la peau embryonnaire
n’affecte pas la mise en place de la couche basale de I’épiderme chez I’embryon a 17.5 jours de gestation.

Le de transcription p63 est marqueur de prolifération et un facteur essentiel a la stratification de 1’épiderme. Il est
exprimé par les cellules de 1a couche basale de 1’épiderme. Cette expression est équivalente entre I’embryon témoin
et ’embryon KO (E17.5). Ainsi, le KO de H2A.Z n’affecte ni la prolifération des kératinocytes basaux ni la mise
en place progressive des strates de 1’épiderme. Peau ventrale d’embryons a 17.5 jours de gestation. Microscopie a
épifluorescence : p63 (anticorps anti-p63, rouge), ADN (Hoechst, bleu).

Hoechst GFP-Cre K14 Merge

Souriceau témoin
H2afz +/+ H2afv +/+ K5Cre tg/+

Souriceau KO
H2afz - H2afv -/- K5Cre tg/+
mTmG +/-

Figure S. 6 — L’invalidation génique de H2afz et H2afv au cours du développement de la peau embryonnaire
n’affecte pas la mise en place de la couche basale de I’épiderme chez le souriceau a J§ postnatal.

L’absence de H2A.Z n’affecte pas 1’épaisseur de la couche basale, composée de 1 a 2 cellules en épaisseur chez
les souriceaux témoins ainsi que chez les souriceaux KO pour H2A.Z. Peau de la queue de souriceau agé de 8
jours. Microscopie a épifluorescence : K14 (anticorps anti-K14, rouge), ADN (Hoechst, bleu). L’activité de la
Recombinase-Cre est suivie par I’expression de la GFP en vert.
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Hoechst p63 Merge

Souriceau témoin
H2afz " H2afv " K5Cre **

Souriceau KO
H2afz *H2afv * K5Cre 9*

Figure S. 7- L’invalidation génique de H2afz et H2afv au cours du développement de la peau embryonnaire
n’affecte la prolifération des kératinocytes basaux ni la mise en place des strates chez le souriceau a J§ postnatal.

p63 est un marqueur de prolifération et un inducteur de la stratification épidermique. Le nombre de cellules
exprimant p63 est identique entre le souriceau témoin et le souriceau KO pour H2A.Z. Peau dorsale d’un souriceau
agé de 8 jours. Microscopie a épifluorescence : p63 (anticorps anti-p63, rouge), ADN (Hoechst, bleu).
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