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Avant-propos

Vieillir et mourir est le destin inéluctable de chacun. Cette perspective est bien souvent
source d'angoisse a cause du mystere qui I'entoure et |'urgence de vivre pleinement qu'elle
inspire. Néanmoins, le vieillissement n'est pas seulement une affaire individuelle. Il
représente également un enjeu social et économique majeur. L'augmentation continue de
I'espérance de vie depuis la fin du XVIIIéme siécle suscite depuis quelques décennies la
crainte du vieillissement de la population. Sur un plan médical, I'dge représente le principal
facteur de risque d'apparition de nombreuses pathologies telles que les maladies cardio-
vasculaires, la plupart des cancers, les maladies respiratoires chroniques, le diabéte, les
maladies neurologiques et psychiatriques, etc. Ainsi, le vieillissement souléve la question
épineuse du financement du nombre grandissant de pensions de retraite et de
I'augmentation des frais médicaux.

Dans ce contexte, il est intéressant de constater a quel point I'€tude de la mortalité et
de la survie a dominé la recherche sur le vieillissement pendant trés longtemps avant de
laisser davantage place a I'étude de I'apparition des pathologies associées.

La sénescence cellulaire est une réponse permettant le blocage de la prolifération des
cellules endommagées ou dysfonctionnelles. Elle revét donc d'une grande importance pour
le maintien de l'intégrité fonctionnelle cellulaire et tissulaire avec I'age et s'impose comme
un obstacle majeur face & la progression fumorale. Néanmoins, le sécrétome des cellules
sénescentes contribue a I'établissement d'une inflammation qui peut devenir chronique
avec l'dge puisqu'il est accompagné d'une accumulation de ces cellules.

Par dilleurs, le protocole thérapeutique classique en cancérologie vise généralement a
I'induction de dommages a I'ADN dans les cellules tumorales par chimio ou radiothérapie
(et une résection par chirurgie). Ces traitements, bien qu'efficaces, ont des répercussions
néfastes sur les cellules environnantes. Ces cellules peuvent devenir sénescentes et
sécréter des facteurs inflammatoires favorisant le développement tumoral.

Ce projet de doctorat s'inscrit dans l'optique d'une meilleure compréhension des
mécanismes d'expression du sécrétome inflammatoire des cellules induites en sénescence
par des dommages a 'ADN. Je me suis plus particulierement intéressée au variant
d'histone H2A.J s'accumulant spécifiquement lors de la sénescence cellulaire induite par
des dommages a 'ADN et favorisant la dérépression des genes d'inflammation. J'ai pu
¢lucider un mécanisme d'action de H2A.J expliquant son réle dans I'expression des genes
d'inflammation lors de la sénescence cellulaire induite par des dommages a I'ADN. J'ai
également développé et étudié un modéle de souris KO-H2AFJ, ce qui a permis de mettre
en évidence l'importance du variant H2A.J dans un contexte physiologique.
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Chapitre 1: La sénescence

Etat de l'art

Chapitre 1 : La sénescence

La sénescence est une réponse aux stress des cellules caractérisée par un arrét
irréversible du cycle cellulaire. Les cellules sénescentes maintiennent néanmoins une
activité métabolique ce qui se traduit par I'apparition de nombreuses caractéristiques
phénotypiques. Lors de sa découverte et des premiéres années de recherche, il a été
supposé que la sénescence était liée au vieillissement et a la suppression des tumeurs. De
nombreuses données confirment aujourd'hui que la sénescence contribue au vieillissement
et a la suppression des tumeurs mais aussi a la tumorigénese ainsi qu'a la réparation des
tissus.

Ce premier chapitre a pour but de décrire |'état actuel des connaissances concernant les
différents inducteurs de la sénescence, les voies de signalisation intervenant dans
l'initiation et le maintien de la sénescence ainsi que les caractéristiques des cellules
sénescentes. Je m'attarderai plus particulierement sur le sécrétome des cellules
sénescentes et son implication dans les différents rdles que peuvent jouer les cellules
sénescentes in vivo.

I. Induction de la sénescence

A. Sénescence réplicative

La sénescence cellulaire a été mise en évidence pour la premiére fois en 1961 par Hayflick
et Moorhead (Hayflick & Moorhead, 1961) grace a I'observation d'une perte de la capacité
proliférative de fibroblastes humains in vitro au cours du temps. Chez les mammiferes,
I'extrémité des chromosomes, appelée télomere, est constituée d'une séquence répétitive
5-TTAGGG-3' (Moyzis et al., 1988). Ces extrémités physiques devraient normalement
€tre pergues comme des cassures double brin de I'ADN mais la structure particuliére des
télomeres et la présence de facteurs associés préviennent I'activation de la réponse aux
dommages a 'ADN (DDR : DNA Damage Response).

Le brin riche en guanine des téloméres, appelé brin G, est plus long que le brin C de 50 a
500 nucléotides chez les mammifeéres, formant ce qu'on appelle le 3' overhang (Wright et
al., 1997). Cette séquence simple brin vient alors s'apparier avec une séquence plus en
amont du brin C, formant ainsi une boucle double brin appelée T-loop et une boucle simple
brin appelée D-loop. Des facteurs reconnaissants la séquence répétitive TTAGGG
s'associent avec les T-loop et D-loop des télomeres et répriment I'activation du DDR:
TRF1 et TRF2 (Telomeric Repeat binding Factor 1 and 2) reconnaissent la T-loop tandis
que POT1 (Protection Of Telomeres 1) reconnadit le simple brin de la D-loop. Ces derniéres
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recrutent ensuite les autres protéines du complexe protégeant les télomeéres : TIN2
(TRF1- and TRF2-Interacting Nuclear protein 2), RAP1 (Repressor/Activator Protein 1)
et TPP1 (TriPeptidyl-Peptidase 1, aussi appelée TINT1, PTOP et PIP1) (Palm & de Lange,
2008).

3' overhang
A 2-20kb [TTAGGG]n (50-500 nucléotides)

EEEEEEEN 3

brin G: TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG 3'

T- loop
B
D- loop
sl 3\
TIN2
) o
TRF2 TRF1
D

Figure 1 : La structure des téloméres humains et leurs facteurs protecteurs.
(A) Structure primaire des téloméres humains. (B) Repliement des téloméres en T-loop et D-loop.
(C) Les six facteurs protecteurs des téloméres et leurs interactions. (D) Représentation
schématique générale. Adapté de (Palm & de Lange, 2008).

Bien gu'elle assure une protection contre I'activation du DDR, cette organisation spatiale
des téloméres empéche I'ADN polymérase de copier correctement les derniers
nucléotides lors de la réplication. Par conséquent, les télomeres raccourcissent a chaque
phase S (Harley et al., 1990). Lorsqu'ils atteignent une taille minimale critique, le DDR est
activé. Il n'existe pas a ce jour de longueur consensuelle déterminant la taille minimale
critique. L'hypothese privilégiée pour expliquer l'activation soudaine du DDR est que le
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nombre de facteurs protecteurs devient insuffisant pour empécher les interactions de
senseurs de dommages a I'ADN avec les extrémités des chromosomes alors reconnues
comme des cassures double brin (d'Adda di Fagagna, 2008; Palm & de Lange, 2008).

En temps normal, 'arrét prolifératif induit par I'activation du DDR permet a la cellule de
réparer les cassures d'ADN avant de recommencer a se diviser. Toutefois, dans le cas de
la sénescence réplicative, les dommages ne sont pas réparables. Afin de préserver
I'intégrité du génome, la prolifération ne reprend donc pas dans ces cellules (Fumagalli et
al., 2012).

La sénescence réplicative peut &tre évitée en exprimant I'holoenzyme hTERT (human
TElomerase Reverse Transcriptase). Cette holoenzyme ajoute des séquences
télomériques répétitives directement aux extrémités des chromosomes ce qui rallonge
indéfiniment la durée de vie des cellules in vitro en absence de stress exogénes (Bodnar
et al., 1998). La plupart des cellules normales n'expriment pas hTERT. En revanche, de
nombreuses cellules cancéreuses I'expriment (Shay & Bacchetti, 1997) ou utilisent un
systeme alternatif ALT (Alternative Lengthening of Telomeres) permettant de rallonger
les téloméres par recombinaison homologue (Cesare & Reddel, 2010; Henson & Reddel,
2010).

B. Sénescence prématurée

1. Stress de culture in vitro

Le microenvironnement est capable de modifier le comportement des cellules.
Notamment, lorsque des cellules sont extraites d'un organisme pour €tre mises en culture
in vitro, elles doivent s'adapter a un environnement artificiel caractérisé par I'absence de
diversité cellulaire environnante et de composants de la matrice cellulaire mais aussi par
des concentrations anormales de nutriments, de facteurs de croissance et de dioxygene.
L'une ou plusieurs de ces conditions peuvent induire une sénescence (Coppé et al., 2010;
Parrinello et al., 2003) alors appelée sénescence induite par des stress de culture (SIPS :
Stress-Induced Premature Senescence) (Toussaint et al., 2000). Ce type d'arrét du cycle
cellulaire est indépendant de la longueur des téloméres. En effet, il est inductible
notamment dans les cellules de souris qui, contrairement a la plupart des cellules
humaines, expriment la télomérase (Prowse & Greider, 1995) et possédent de longs
télomeres (Kipling & Cooke, 1990).

La culture de cellules épithéliales mammaires humaines sur un tapis de fibroblastes ou
dans un milieu spécifique permet d'augmenter le nombre de divisions possibles (Herbert
et al., 2002; Ramirez et al., 2001). De méme, en réduisant le taux de dioxygéne jusqu'a un
niveau physiologique de 3%, il est possible de retarder l'entrée en sénescence de
fibroblastes d'embryons de souris (MEF : Mouse Embryonic Fibroblast) et de fibroblastes
humains (Packer & Fuehr, 1977; Parrinello et al., 2003).
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2. Dommages a I'ADN
La réponse aux dommages a I'ADN peut €tre activée avant I'apparition de la sénescence
réplicative par l'utilisation d'agents génotoxiques (Roninson, 2003) ou bien par irradiation
v (Di Leonardo et al., 1994), X (Suzuki et al., 2001) ou UV (Lewis et al., 2008).

Les rayons y, X et UV sont différents types de rayonnements électromagnétiques.
L'énergie des rayons UV peut tre absorbée par I'ADN et provoquer la dimérisation des
pyrimidines ainsi que la production d'especes réactives de l'oxygene (ROS : Reactive
Oxygen Species). De méme, les rayons y et X sont capables de générer des ROS et ce
plus efficacement que les rayons UV car ils ont une plus haute énergie. Les rayons y et X
résultent tous les deux du rayonnement électromagnétique d'un photon a haute fréquence
mais différent par l'origine de ce photon : les rayons X sont émis par des électrons en-
dehors du noyau tandis que les rayons y sont émis par le noyau lui-méme. Ils se
caractérisent également par des longueurs d'ondes et énergies différentes : les rayons v
possedent une plus petite longueur d'onde et une plus haute énergie.

_ Energie

Longueur d'onde

Rayons Rayons Micro- Ondes

gamma X ondes radio
o
U
400 nm Lumiére visible 800 nm
E : énergie d’'un photon (J)
E = hc h : constante de Planck (6,63.1034 J.s)
A c : vitesse de la lumiére dans le vide (3.102 m.s?)

A : longueur d’onde (m)

Figure 2 : Les ondes électromagnétiques : spectre et relation énergie-longueur d'onde.

Parmi les agents génotoxiques, on peut notamment citer |'étoposide, un composé de
chimiothérapie faisant souvent partie du protocole standard de traitement pour de
nombreux types de cancer. Il s'agit d'un inhibiteur de la topoisomérase-II normalement
chargée de la re-ligation des brins dADN (Minocha & Long, 1984). L'étoposide contribue
donc au maintien des cassures double brin habituellement transitoires créées lors de la
réplication et de la transcription. L'induction de la sénescence a la fois dans des cellules
normales mais aussi tumorales par ce type d'inducteur est connue sous le nom de
sénescence induite par thérapie (TLS : Therapy-Induced Senescence) (Roninson, 2003).
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3. Sénescence induite par des oncogénes

Les oncogénes sont des versions mutées de génes qui, lorsque combinées, ont le potentiel
de rendre les cellules malignes. Les cellules normales répondent a l'activation d'un
oncogene en entrant en sénescence. C'est ce que l'on appelle la sénescence induite par des
oncogeénes (OIS : Oncogene-Induced Senescence). Ce phénomene a été observé pour la
premiére fois lorsqu'un mutant d'activation permanente de HRAS, HRAS'?, a été
introduit par infection rétrovirale dans des cellules primaires et une lignée immortalisée
hTERT. L'activation de cet oncogene engendre alors un phénotype semblable a celui des
cellules sénescentes : arrét prolifératif, changements morphologiques, activation des
voies suppresseurs de tumeurs p53 et pl6, augmentation de l'activité p-galactosidase
(Serrano et al., 1997). Par la suite, d'autres membres de la voie de signalisation RAS tels
que BRAF (Michaloglou et al., 2005), CRAF (Zhu et al., 1998), MEK (Lin et al., 1998), RAC1
(Debidda et al., 2006) et MOS (Bartkova et al., 2006) capables d'induire ce type de
sénescence ont été identifiés.

Afin de faciliter I'étude de ce modéle d'entrée en sénescence, une alternative a l'infection
rétrovirale a été développée : une protéine chimérique composée du domaine catalytique
activé de lI'oncogéne CRAF, du récepteur d'cestrogénes (ER : Estrogen Receptor) et de la
GFP (Green Fluorescent Protein). Lorsque du 4-HT (4-Hydroxy-Tamoxiféne) est ajouté
dans le milieu de culture, il se fixe au récepteur d'cestrogénes et permet I'activation de
I'oncogéne. La sénescence est alors induite de maniere rapide et homogene (Zhu et al.,
1998). D'autres systemes d'inductions conditionnelles comprenant RAS activé (Sarkisian
et al., 2007; Tarutani et al., 2003) et MEK1 activé (Treinies et al., 1999) ont aussi été
développés avec succes.

A la base, l'activation d'un oncogene stimule la prolifération cellulaire. Cette prolifération
excessive constitue un risque de transformation maligne pour la cellule. L'entrée en
sénescence s'impose alors comme une réponse protective. Cette idée est étayée par le
fait que des cellules murines cultivées dans du milieu sans sérum (limitant ainsi leur
prolifération) résistent a une induction de la sénescence par activation de RAS (Woo &
Poon, 2004). On peut noter que la sénescence induite par des oncogenes s'accompaghe
généralement d'une activation de la réponse aux dommages a I'ADN (Bartkova et al., 2006;
Di Micco et al., 2006; Mallette et al., 2007). La phase hyperproliférative étant de courte
durée, la longueur des téloméres ne s'en trouve pas fortement réduite (Michaloglou et al.,
2005). Néanmoins, elle provoque la formation de nombreuses fourches de réplication dont
la progression peut &tre défectueuse (Di Micco et al., 2006). Cela pourrait expliquer
I'activation du DDR. Un autre élément en faveur de cette hypothése est que le moment ot
cette activation du DDR est observée coincide avec la fin de la phase hyperproliférative
et I'entrée en sénescence (Di Micco et al., 2006). De plus, l'inactivation de certaines de
ses protéines clés empéche |'entrée en sénescence, permet le maintien de la prolifération
et prédispose les cellules a une transformation maligne (Di Micco et al., 2006).

In vitro, 'OIS semble donc constituer un puissant mécanisme de protection contre la
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tumorigénese. Ce phénomeéne a également été étudié dans des contextes physiologiques.
Chez la souris, l'activation de RAS provoque |'apparition d'une |ésion bégnine dans laquelle
se trouvent des cellules sénescentes (Collado et al., 2005). De méme, les naevi (Iésions
bégnines de la peau) contiennent des cellules sénescentes exprimant |'oncogéne BRAF
(Michaloglou et al., 2005). Cette entrée en sénescence suite a l'activation d'un oncogene
dépend de l'intensité du signal oncogénique. En effet, il a été montré dans des tissus
mammaires qu'une faible induction de RAS stimule la prolifération cellulaire et méne
finalement & un développement tumoral tandis qu'une forte induction de RAS active les
voies de suppression des tumeurs et méne finalement a une entrée en sénescence des
cellules (Sarkisian et al., 2007).

4. Sénescence induite par la perte de suppresseurs de fumeurs

La perte ou l'inactivation de suppresseurs de tumeurs tels que PTEN (Phosphatase and
TENsin homolog), NF1 (NeuroFibromin 1) et VHL (Von Hippel-Lindau) peut également
induire une sénescence prématurée (Z. Chen et al., 2005; Courtois-Cox et al., 2006; Young
et al.,, 2008). La perte de PTEN entrdine I'activation de p53 via les voies mTOR et ARF
(ADP-Ribosylation Factor) ainsi que l'activation de p16 via le désassemblage du complexe
APC/C entrainant 'accumulation de ETS2 (Nardella et al., 2011). Dans le cas de NF1,
I'induction de la sénescence passe par une augmentation de l'activité RAS (Courtois-Cox
et al., 2006). Quant a VHL, la perte de son expression induit la sénescence via une perte
de p400 qui entrdine l'accumulation de p27 puis l'activation de pRb (Retinoblastoma
protein) (Young et al., 2008).

5. Autres facteurs d'induction possibles

L'utilisation d'inhibiteurs d'histones désacétylases (HDAC) comme le butyrate de sodium
ou la trichostatine A favorisant la formation d'euchromatine, induit I'apparition d'un
phénotype sénescent dans des fibroblastes humains (Munro et al., 2004; Ogryzko et al.,
1996). Il est intéressant de noter que linhibition de I'histone acétyl transférase
CBP/p300 favorisant la formation d'hétérochromatine, induit également I'apparition d'un
phénotype sénescent dans des mélanocytes (Bandyopadhyay et al., 2002). On nhe sait pas
a ce jour comment la sénescence peut découler de ces deux phénomenes chromatiniens
antagonistes mais ces résultats soulignent limportance des modifications de la
chromatine lors de la sénescence.

Par ailleurs, certains facteurs sécrétés par des cellules sénescentes comme IL6, IL8,
IGFBP7 (Acosta et al., 2008; Wajapeyee et al., 2008) ou des cytokines anti-prolifératives
comme IFN-p (Moiseeva et al., 2006) ou TGF-p (Katakura et al., 1999) peuvent renforcer
un phénotype sénescent de maniére autocrine et provoquer l'entrée en sénescence de
cellules voisines de maniére paracrine.
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Activation d’un oncogéne Perte d’un suppresseur de tumeur Autres stimuli :
(exemple : RAS) (exemple : PTEN) *+ Stress épigénétique

* Stress oxydatif
Cassures « FEtc.

double brin simple brin

\
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p21 p21 p21

Erosion des téloméres Dommages a I'ADN

mTOR

Figure 3 : Les voies de signalisation d'induction de la sénescence.

IT. Principales voies de signalisation de la sénescence

L'induction et le maintien de la sénescence sont principalement contrélés par deux voies
de signalisation, la premiere impliquant p53 et p21, la seconde impliquant pl6 et pRb.
Généralement, ces deux voies interagissent pour renforcer le signal sénescent mais elles
peuvent également stopper le cycle cellulaire de maniére indépendante. Le choix entre
I'une ou l'autre de ces voies dépend alors du stimulus d'induction, du type cellulaire et de
I'espece (Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007). Il existe néanmoins quelques cas pour
lesquels la sénescence est induite indépendamment de ces deux voies de signalisation
(Olsen et al., 2002).

A. Voies associées a la sénescence réplicative
La sénescence réplicative est induite suite a la reconnaissance des téloméres raccourcis
par des senseurs de dommages a I'ADN. Il existe deux voies de signalisation détectant
les cassures d'/ADN et activant un arrét du cycle cellulaire. L'une est impliquée en réponse
a des cassures double brin tandis que l'autre signale les cassures simple brin.

Les cassures double brin sont détectées par le complexe MRN (MRE11-RAD50-NBS1). Le
domaine C-terminal de NBS1 recrute la protéine kinase ATM (Ataxia Telangiectasia
Mutated). ATM s'autophosphoryle et phosphoryle ensuite le variant d'histone H2AX.
YH2AX (la forme phosphorylée de H2AX), aidé des médiateurs MDC1 (Mediator of DNA-
damage Checkpoint 1) et 53BP1 (p53-Binding Protein 1), recrute a son tour des complexes
MRN ce qui augmente l'activité locale dATM et provoque la propagation de yH2AX sur
plusieurs centaines de kilobases le long de la chromatine, formant un large foyer. CHK2
(CHeckpoint Kinase 2) est activé par phosphorylation par ATM et diffuse dans le
nucléoplasme ce qui lui permet de propager la réponse aux dommages a I'ADN dans
I'ensemble du noyau.

Une autre voie de réponse aux dommages a I'ADN est activée par la liaison de RPA
(Replication Protein A) a 'ADN simple brin. Cela provoque le recrutement d'ATR (Ataxia
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Telangiectasia and Rad3-related). L'activité d'ATR est augmentée par le complexe
hétérotrimérique 9-1-1 (composé de RAD9, RAD1 et HUS1), un trimere structurellement
proche de PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) et TOPBP1 (TOPoisomerase-II-
Binding Protein 1). De méme que pour des cassures double brin, CHK1 (CHeckpoint Kinase
1) est activé par phosphorylation par ATR avec l'aide de Claspine et diffuse dans le
nucléoplasme ce qui lui permet de propager la réponse aux dommages a I'ADN dans
I'ensemble du noyau.

A la fin, les deux cascades de signalisation convergent vers l'activation de p53 et
I'inhibition de CDC25 (Cell-Division Cycle 25). L'inactivation de CDC25 provoque un arrét
rapide du cycle cellulaire. L'induction plus lente de p53 induit la franscription de p21 qui
stabilise I'arrét du cycle cellulaire (d'Adda di Fagagna, 2008).

B. Voie p53/p21CIP

Comme nous venons de le voir, la protéine p53 est l'inducteur privilégié dans le cas d'une
sénescence induite par des dommages a I'ADN, que ce soit dans le cas d'une attrition
télomérique ou d'un stress génotoxique. Elle joue le rdle crucial de liaison entre le
signalement des dommages a I'ADN et les protéines de régulation du cycle cellulaire. Une
fois activée par phosphorylation, p53 induit I'expression de p21<™™, un inhibiteur de
kinases dépendantes des cyclines (CDKI : Cyclin Dependent Kinase Inhibitor) (Atadja et
al., 1995; Vaziri et al., 1997). p21™ se lie majoritairement aux complexes CDK2-cyclines
A, D1 et E via CDK2 ce qui empéche leur activation (Harper et al., 1993; Stein et al., 1999)
et entrdine l'accumulation de la protéine Rb (Retinoblastoma protein) sous sa forme
hypophosphorylée. pRb réprime alors la transcription des genes cibles de E2F impliqués
dans la progression du cycle cellulaire (Narita et al., 2003; K. Ohtani et al., 1995; Sherr
& McCormick, 2002) ce qui provoque un arrét prolifératif, le plus souvent en phase 61 (Di
Leonardo et al., 1994). Une fois I'entrée en sénescence accomplie, le niveau d'expression
de p21™! diminue rapidement (Stein et al., 1999). Il arrive parfois que les cellules soient
arrétées en phase G2 via le maintien du complexe cycline B-CDK1 dans un état inactif
(Lossaint et al., 2011).

L'importance de cette voie a été mise en évidence par la possibilité d'éviter I'entrée en
sénescence ou de la réverser en inhibant p53, p21™ et différentes protéines des voies
ATM/ATR (Beauséjour et al., 2003; Brown et al., 1997; d'Adda di Fagagna et al., 2003;
Dirac & Bernards, 2003; Gire et al., 2004; Herbig et al., 2004; Jeanblanc et al., 2012).

C. Voie pl16INK4A/pRb
En plus de p21°™, un autre CDKI, p16™**4, joue un réle important dans l'induction de la
sénescence. Aprés l'entrée en sénescence des cellules, la diminution d'expression de
p21°™! est relayée par une forte augmentation du niveau de p16™K* (Stein et al., 1999).
Ainsi, cette protéine serait responsable de I'arrét prolifératif a long terme. Néanmoins,
certaines cellules sous certains stimuli d'induction de la sénescence passent
principalement par la voie p16™*4/pRb (Beauséjour et al., 2003). Contrairement a p21<**,
p16™ 4 n'est pas sous le contréle de p53 mais est régulé par la voie RAS-RAF-MEK-ERK
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ainsi que d'autres voies encore méconnues (Lin et al., 1998; Serrano et al., 1997).
L'oncogéne RAS induit I'expression de p16™*4 en activant les facteurs de transcription
ETS (N. Ohtani et al., 2001). Pour ce qui est des voies autres que RAS-RAF-MEK-ERK, un
mécanisme possible serait la réduction de I'expression des répresseurs Polycomb de
pl6™K4 (Jacobs et al., 1999). Cette hypothése est rendue plausible par I'augmentation du
potentiel réplicatif de fibroblastes humains et murins lors d'une surexpression des
protéines Polycomb BMI-1 (B-cell lymphoma Mo-MLV Insertion region 1) ou CBX7
(ChromoBoX protein homolog 7) (Gil et al., 2004; Itahana et al., 2003).

pl6™K* interagit avec CDK4 et CDK6 ce qui entrdine l'accumulation de la protéine Rb
(Retinoblastoma protein) sous sa forme hypophosphorylée (Serrano et al., 1993). pRb
réprime alors la transcription des genes cibles de E2F impliqués dans la progression du
cycle cellulaire tels que ceux codant pour les cyclines A, D1 et E (Narita et al., 2003; K.
Ohtani et al., 1995; Sherr & McCormick, 2002).
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Figure 4 : Réles de p16 et p21 dans l'induction de la sénescence.

D. Maintien de la sénescence
Les études préliminaires sur p16™ 4 et BRAF suggéraient que la sénescence cellulaire
était irréversible (D. Kato et al., 1998; Zhu et al., 1998). Cependant, il a ensuite été montré

I'existence de certains scénarios permettant d'échapper a la sénescence.

Tout d'abord, un arrét prolifératif uniquement dd a l'activation de p21/p53 peut étre
réversé suite a I'inactivation de cette voie (Beauséjour et al., 2003; Herbig et al., 2004).
Cependant, bien que des cellules avec une prolifération limitée a cause de l'activation de
I'oncogéne RAS puissent avoir une reprise de la progression du cycle cellulaire (Di Micco
et al., 2006), les cellules qui sont complétement engagées dans la voie pl16/pRB depuis
plusieurs jours ne peuvent généralement pas échapper a la sénescence, méme aprés une
inactivation de p53, pRb ou p16 (Beauséjour et al., 2003). Néanmoins, il n'y a, d ce jour,
pas de preuve que l'inactivation spontanée de ces protéines se produise dans les cellules
sénescentes in vitro ou in vivo, bien qu'un tel évenement semble probable lors de I'évolution
vers une tumeur maligne.
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Par ailleurs, il est également possible d'observer une réversion de la sénescence en
bloquant la sécrétion de certaines interleukines du phénotype sécrétoire nommé SASP
(Senescence-Associated Secretory Phenotype) (Acosta et al., 2008; Kuilman et al., 2008).
Certains composants du SASP tels que IL6, IL8, WNT16B et GRO-a (CXCL1) seraient en
mesure de renforcer l'arrét prolifératif de maniere autocrine (Binet et al., 2009; Kuilman
et al., 2008; 6. Yang et al., 2006).

ITI. Caractéristiques des cellules sénescentes

Bien que la sénescence cellulaire puisse tre déclenchée par de nombreux stimuli, les
cellules sénescentes partagent un certain nombre de caractéristiques qui permettent leur
identification in vitro et in vivo. Cependant, ces marqueurs ne peuvent &tre utilisés seuls
car aucun n'est spécifique, ni méme universel pour la plupart d'entre eux. De plus, la
sénescence est une réponse et donc un processus qui évolue au cours du temps. Par
conséquent, les caractéristiques des cellules sénescentes sont également changeantes ce
qui renforce la nécessité d'une utilisation combinée des marqueurs connus.

A. Arrét prolifératif

La principale caractéristique des cellules sénescentes est l'arrét de la prolifération. Il
s'agit d'une caractéristique nécessaire mais nhon suffisante a l'identification de la
sénescence. En effet, des cellules en quiescence (en phase G0) ou en différentiation
terminale présentent également un arrét de la prolifération. Cette absence de réplication
de I'ADN peut étre détectée via la perte de marques de prolifération tels que
I'incorporation de BrdU (5-Bromo-2'-deoxyUridine), EdU (5-Ethynyl-2'-deoxyUridine) ou
3H-thymidine, ou encore un immunomarquage de Ki-67.

En général, les cellules sénescentes sont arrétées en phase G1 (Di Leonardo et al., 1994;
Herbig et al., 2004; Ogryzko et al., 1996; Serrano et al., 1997). Un arrét en phase 62 est
néanmoins possible dans certaines conditions : I'activation de certains oncogenes ou en
réponse a un agent génotoxique (Gire & Duli¢, 2015).

Contrairement aux cellules quiescentes, l'arrét prolifératif des cellules sénescentes est
considéré comme permanent car il n'est pas possible de relancer la prolifération en
rétablissant des conditions de culture physiologiques. Il est cependant possible de
dépasser cet arrét prolifératif par des manipulations génétiques (Beauséjour et al., 2003;
Dirac & Bernards, 2003; Jeanblanc et al.,, 2012) ou la déplétion de protéines de
signalisation (Kuilman & Peeper, 2009).

B. Changements morphologiques
En entrant en sénescence, les cellules subissent d'importants changements de
morphologie. Leur volume augmente et leur forme est modifiée : elles s'aplanissent,
s'allongent et s'élargissent. Il est également possible d'observer la vacuolisation de leur
réticulum endoplasmique et I'augmentation de leur masse lysosomale.
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Curieusement, ces changements morphologiques différent selon le stimulus d'induction.
Un aplanissement s'observe dans les cellules induites en sénescence par l'activation de
HRAS (Denoyelle et al., 2006; Serrano et al., 1997), par un stress de culture (Parrinello
et al.,, 2003), par l'activation de la réponse aux dommages a I'ADN (Di Leonardo et al.,
1994; Roninson, 2003). Au contraire, les cellules induites en sénescence par I'activation
de BRAF se caractérisent par une morphologie trés allongée avec de longs prolongements
cytoplasmiques (Denoyelle et al., 2006).
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Figure 5 : Morphologie de fibroblastes WI-38 en prolifération, quiescence et sénescence.
Prolif. : prolifération ; Quiescent : quiescence 5 jours ; SenRAF : sénescence induite par
I'activation de RAF 5 jours ; SenETO : sénescence induite par traitement étoposide 5 jours ;
RepSen : sénescence réplicative. Images en contraste de phase réalisées par Kévin Contrepois.

C. Augmentation de l'activité p-galactosidase
Le marqueur le plus couramment utilisé pour l'identification des cellules sénescentes est
l'activité de la p-galactosidase (Dimri et al., 1995). La forte activité lysosomale des
cellules sénescentes induit l'accumulation de la p-galactosidase et permet donc sa
détection aisée par marquage histochimique a la fois in vitro et in vivo. Néanmoins, ce
marqueur n'est pas spécifique de la sénescence car une activité p-galactosidase est
détectable dans les cellules quiescentes (N.-C. Yang & Hu, 2005).
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Figure 6 : Activité p-galactosidase dans des fibroblastes WI-38 en prolifération,
quiescence et sénescence.
Prolif. : prolifération ; Quiescent : quiescence 5 jours ; SenRAF : sénescence induite par
l'activation de RAF 5 jours ; SenETO : sénescence induite par traitement étoposide 5 jours ;
RepSen : sénescence réplicative. Images en noir et blanc réalisées par Kévin Contrepois.

D. Résistance a I'apoptose
L'apoptose est le processus par lequel des cellules déclenchent leur autodestruction par
fragmentation en corps apoptotiques qui sont ensuite phagocytés sans provoquer de
réaction inflammatoire. Les facteurs orientant le choix d'une cellule vers la sénescence
ou I'apoptose sont encore peu connus. Le type cellulaire semble déterminant puisque les
fibroblastes et les cellules épithéliales entre préférentiellement en sénescence tandis
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que les lymphocytes s'orientent plutdt vers I'apoptose. La nature et l'intensité du stress
semblent aussi importantes (Rebbaa et al., 2003). De plus, la plupart des cellules
sénescentes acquiérent une résistance a certains signaux apoptotiques. Cette
caractéristique a été rapportée pour la premiere fois par Wang (E. Wang, 1995) qui a
observé que des fibroblastes proches de la sénescence réplicative sont plus résistants a
une déplétion du sérum dans le milieu de culture que des fibroblastes s'étant encore peu
doublés. Ce phénotype de résistance a l'apoptose a ét€ lié au maintien d'un niveau élevé de
Bcl-2 (B-Cell Lymphoma 2) dans les cellules. Par la suite, des études ont étendu ce
phénotype de résistance a des traitements UV et avec des agents chimiotoxiques et I'ont
relié a une faible expression de caspase-3 (Marcotte et al., 2004; Ryu et al., 2007). Une
perte de stabilité de p53 pourrait également jouer un réle (Seluanov et al., 2001).

E. Formation de foyers d'hétérochromatine

Une particularité des cellules sénescentes est la formation de foyers de chromatine
condensée appelés SAHFs (Senescence-Associated Heterochromatin Foci). Ces foyers
peuvent Etre aisément détectés par coloration DAPI ou Hoechst. Les SAHFs sont enrichis
en protéines d'hétérochromatine telles que HP1 (Heterochromatin Protein 1), en
macroH2A qui est un variant transcriptionnellement répressif de H2A ainsi qu'en marques
d'histones répressives telles que H3K9Me3 (Narita et al., 2003; R. Zhang et al., 2005).
La formation de ces foyers d'hétérochromatine semble jouer un rdle dans la répression
des geénes cibles de E2F, normalement impliqués dans la prolifération cellulaire (Narita et
al., 2003). Ceci laisserait supposer un réle des SAHFs dans I'entrée et le maintien de la
sénescence mais des études plus récentes ont montré qu'empécher la formation de ces
foyers ne perturbe ni I'entrée en sénescence, ni sa stabilité (Contrepois et al., 2012).

SAHF

Figure 7 : Organisation spatiale de la chromatine dans des fibroblastes WI-38 en
prolifération, quiescence et sénescence.

Prolif. : prolifération ; Quiescent : quiescence 5 jours ; SenRAF : sénescence induite par
I'activation de RAF 5 jours ; SenETO : sénescence induite par traitement étoposide 5 jours ;
RepSen : sénescence réplicative ; Xi : chromosome X inactif. Coloration DAPI de I'ADN réalisées
par Kévin Contrepois.

F. Modification de |'expression génique
Les cellules sénescentes présentent un profil d'expression génique fortement altéré, en
particulier au niveau des activateurs et inhibiteurs du cycle cellulaire. Deux inhibiteurs
du cycle cellulaire souvent exprimés dans les cellules sénescentes sont les CDKIs p21 et
p16, respectivement aussi nommés CDKnla, p21Cipl, wafl ou SDI1 et CDKn2a ou p16InK4a
(Di Leonardo et al., 1994; Mason et al., 2004; Zhu et al., 1998). Ces CDKIs participent
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respectivement aux voies de suppression des tumeurs p53 et pRb, toutes deux capables
d'établir et de maintenir I'arrét prolifératif typique de la sénescence (Beauséjour et al.,
2003; Campisi, 2003; Dirac & Bernards, 2003; Jeanblanc et al., 2012; Shelton et al.,
1999). Au contraire, des génes codant pour des protéines stimulant la progression du cycle
cellulaire tels que des cyclines, cFOS, PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) sont
réprimés (Mason et al., 2004). Néanmoins, de nombreux changements d'expression
génique ne concernent pas la prolifération cellulaire. C'est notamment le cas des génes
déterminant la morphologie des cellules mais également ceux codant pour les protéines du
SASP (Senescence-Associated Secretory Phenotype) : des protéines sécrétées par les
cellules sénescentes et capables de modifier le microenvironnement (Contrepois et al.,
2017; Shelton et al., 1999).

G. Autres marqueurs de la sénescence
Plusieurs marqueurs de dommages a ' ADN comme la présence de foyers yH2AX ou 53BP1
sont communément utilisés comme marqueurs de sénescence (Lawless et al., 2010; von
Zglinicki et al., 2005). Bien entendu, la présence de dommages a I'ADN dans une cellule
n'est ni suffisante ni nécessaire pour caractériser la sénescence. L'utilisation de ces
marqueurs reste donc complémentaire.

Par ailleurs, en réponse a l'activation d'un oncogéne, une phase dhyperprolifération
précede l'entrée en sénescence. Afin de répondre aux besoins de la phase
d'hyperprolifération, la quantité d'énergie requise est importante et induit une
augmentation du métabolisme mitochondrial. Cela conduit & une augmentation de la
production de ROS (Reactive Oxygen Species). Avec le temps et I'entrée en sénescence,
les changements mitochondriaux entrainent une dysfonction sévere caractérisée par une
surproduction encore plus importante de ROS (Moiseeva et al., 2009). L'augmentation des
ROS intracellulaires participerait alors au maintien du phénotype sénescence en générant
davantage de dommages cellulaires. Il est néanmoins important de préciser qu'une
production a un niveau basal de ROS est nécessaire au fonctionnement normal des cellules
(Liochev, 2013) et qu'un niveau élevé de ROS est aussi associé a la différentiation
cellulaire (Paul et al., 2014).

Au cours de la sénescence, on observe également une perte de la lamine B1 (Freund et al.,
2012; Shimi et al., 2011). Cette derniére est régulée a deux nhiveaux : une diminution
d'ARNm (ARN messager), et une dégradation autophagique de la protéine (Dou et al.,
2015; Freund et al., 2012). Cela entrdine une déstabilisation de |'enveloppe nucléaire qui
se traduit par l'apparition de protubérances a la surface du noyau et un relargage de
fragments de chromatine dans le cytoplasme (CCFs : Cytoplasmic Chromatin Fragments).
Cette perte de lamine Bl participe directement a l'arrét prolifératif et provoque
également une perturbation de l'organisation des territoires chromosomiques et des
modifications d'histones associées a I'hétérochromatine (Camps et al., 2015).
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Changements morphologiques
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Figure 8 : Caractéristiques des cellules sénescentes.

IV. SASP

L'analyse du surnageant de cellules sénescentes montre la présence de nombreux facteurs
sécrétés impliqués dans les processus de communication intercellulaire, I'inflammation et
la dégradation de la matrice extracellulaire. C'est ce que I'on appelle le SASP (Senescence-
Associated Secretory Phenotype) ou SMS (Senescence-Messaging Secretome) (Kuilman
& Peeper, 2009). Cette caractéristique des cellules sénescentes est a la source d'un
réseau de signalisation complexe et mérite d'étre particulierement détaillée dans le cadre
de ce projet.

A. Composition du SASP
Les premiéres analyses transcriptomiques ont montré que le profil du sécrétome des
cellules sénescence est semblable a celui observé lors de la réparation de tissus (Shelton
et al.,, 1999). Une premiere étude protéomique particulierement poussée a permis la
comparaison de SASP produits par différents types cellulaires et induits en sénescence
par plusieurs stimuli (Coppé et al., 2008). La méthode mise au point utilise un panel
d'anticorps et permet une analyse a la fois qualitative et quantitative. Les résultats ont
alors montré que la composition du SASP est, malgré quelques distinctions spécifiques,
globalement conservée entre les différents types cellulaires, stimuli d'induction mais
également espeéces étudiées (Coppé et al., 2008, 2010). Beaucoup plus récemment, une
nouvelle étude protéomique plus globale a été réalisée (Basisty et al., 2020). La
méthodologie est alors basée sur une analyse par spectrométrie de masse d'un milieu sans
sérum conditionné pendant 24h par divers types cellulaires induits en sénescence pendant
différents temps et par différents stimuli. Cette étude propose également une
différenciation entre le SASP soluble et le SASP contenu dans des exosomes ou vésicules
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extracellulaires. Elle montre alors davantage d'hétérogénéité dans la composition du
SASP en fonction des conditions.

1. Cytokines et chimiokines

La premiére catégorie de facteurs composants le SASP est celle des cytokines et
chimiokines. Les cytokines sont des molécules impliquées dans la réalisation de fonctions
biologiques diverses. Les chimiokines sont un type de cytokines dont la fonction est
d'attirer des cellules sur un site d'inflammation. La cytokine la plus représentative est
IL6. Elle est exprimée dans le SASP de sénescence induite par des dommages a I'ADN et
par des oncogenes dans de nombreux types cellulaires humains et murins. Parmi ces types
cellulaires, on peut citer les kératinocytes (Lu et al., 2006) les mélanocytes, les monocytes
(Sarkar et al., 2004), les fibroblastes et les cellules épithéliales (Coppé et al., 2008;
Kuilman et al., 2008). On trouve également la cytokine IL1 qui est surexprimée dans les
cellules endothéliales (Garfinkel et al., 1994), les fibroblastes (Kumar et al., 1992) et les
cellules épithéliales induites en sénescence par chimiothérapie (Coppé et al., 2008). La
plupart des cellules sénescentes surexpriment également des chimiokines de la famille
des CXCL (chemokine C-X-C motif Ligand) et CCL (chemokine C-C motif Ligand) tels qu'IL8
(CXCL8), GRO-a et GRO-p (CXCL1 et CXCL2), ENA78 (CXCL5), GCP2 (CXCL6) et MCP1
(CCL2) (Basisty et al., 2020; Coppé et al., 2008, 2010).

Ces cytokines peuvent affecter les cellules environnantes en activant les voies de
signalisation dépendantes des récepteurs de ces ligands tels que le récepteur d'IL1
faisant partie de la superfamille des TLR (Toll-Like Receptor). Une fixation sur ce
récepteur provoque l'activation de NFkB, un facteur de transcription activant I'expression
de genes d'inflammation (O'Neill & Dinarello, 2000). De nombreuses cytokines du SASP
peuvent également se fixer sur le récepteur CXCR2, activant de ce fait une voie
renforgant la sénescence en amplifiant la sécrétion du SASP et en participant a l'arrét
prolifératif (Acosta et al., 2008).

2. Facteurs de croissance

Parmi les composants majoritaires du SASP se trouve la famille des IGFBPs (Insulin-Like
Growth Factor Binding Proteins). Les cellules endothéliales, épithéliales et les
fibroblastes expriment fortement quasiment toutes les IGFBPs telles que IGFBP-1a -7
ainsi que les protéines leur étant associées IGFBP-rP1 et -rP2 en sénescence
(respectivement Mac25 et CTGF, Connective Tissue Growth Factor) (Basisty et al., 2020;
Coppé et al., 2008; Kim, Kim, et al., 2007; Kim, Seu, et al., 2007; Lopez-Bermejo et al.,
2000; Wajapeyee et al., 2008). Le réle principal de ces facteurs sécrétés est la
séquestration des IGFs (Insulin Growth Factors) dans le milieu extracellulaire ce qui
empéche leur fixation sur leurs récepteurs et inhibe donc leur activité mitogene (Hwa et
al., 1999). On trouve également parmi les composants du SASP VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) (Coppé et al., 2006) ou HGF (Hepatocyte Growth Factor) (Coppé et al.,
2008).
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3. Protéases

Une derniére catégorie de facteurs extrémement présents dans le SASP est celle des
protéases. Les plus représentatives du SASP sont la stromelysine 1 et 2 (MMP3 et
MMP10, Matrix MetalloProteinases 3 and 10) et la collagénase 1 (MMP1) qui sont capables
de favoriser l'angiogenése et la migration cellulaire en modifiant la structure de la matrice
extracellulaire (Basisty et al., 2020; D. Liu & Hornsby, 2007; Millis et al., 1992; Parrinello
et al.,, 2005; M. D. West et al., 1989; Zeng & Millis, 1996). Certaines MMPs sont également
capables de réguler l'activité d'autres facteurs du SASP en les protéolysant. Par exemple,
des membres de la famille des CXCL et des CCL sont potentiellement clivables par MMP1,
MMP2, MMP3 ou MMP13 (McQuibban et al., 2002).

Une autre famille de protéases surexprimées dans le SASP est celle des sérine-protéases
telles que uPA ou tPA (urokinase et tissue-type Plasminogen Activator) ainsi que leurs
inhibiteurs PAI1 et PAI2 (Plasminogen Activator Inhibitor 1 and 2) (Basisty et al., 2020;
M. D. West et al., 1996). A l'instar des MMPs, ces protéines ont pour effet de moduler la
structure de la matrice extracellulaire. PAI1 semble également pouvoir renforcer la
sénescence (Kortlever et al., 2006).

4. Molécules insolubles et non-protéiques
La fibronectine est une glycoprotéine fortement exprimée en sénescence capable
d'interagir avec une grande variété de macromolécules telles que des récepteurs de
surface cellulaire, des composants du cytosquelette et d'autres molécules de la matrice
extracellulaire. Elle peut alors affecter lI'adhérence, la survie, la prolifération et la
migration cellulaire (Kumazaki et al., 1993).

Les changements métaboliques au sein des cellules sénescentes induisent la production
d'espéces réactives de I'oxygeéne (ROS : Reactive Oxygen Species) (A. C. Lee et al., 1999).
Elles sont dues a une altération de l'activité des enzymes des voies de réqulation du stress
oxydant : nitric oxide synthases et superoxide dismutases (van der Loo et al., 2000). Les
ROS peuvent augmenter l'agressivité de cellules cancéreuses ainsi que favoriser le
vieillissement et les pathologies liées a I'age (Finkel et al., 2007; Finkel & Holbrook, 2000).

Enfin, les micro-RNA (miRNA) sont de petits ARN non-codants d'environ 22 nucléotides
qui se lient a la région 3'-UTR (3'-UnTranslated Region) dARN messagers cibles et
entrainent leur dégradation ou linhibition de leur traduction en protéines. Un grand
nombre de miRNA sont connus pour réguler la prolifération cellulaire, la différentiation,
la survie, le métabolisme, l'inflammation, l'invasion, l'angiogenese et la sénescence
(6regory & Shiekhattar, 2005; Kosik, 2010; D. Xu & Tahara, 2013).

B. Voies de signalisation du SASP
Les profils d'expression des génes codant pour des protéines du SASP sont globalement
en accord avec les profils d'expression de ces méme protéines (Coppé et al., 2008). Le
SASP est donc, au moins en partie, régulé au niveau transcriptionnel. Or, la structure de
la chromatine est grandement modifiée en sénescence (Mehta et al., 2007; Narita, 2007).
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La régulation transcriptionnelle de ce phénotype pourrait donc €tre due a cette
organisation particuliere de la chromatine favorisant potentiellement la fixation de
facteurs de transcription spécifiques.

1.Le DDR

Plusieurs études ont montré que le SASP peut tre induit dans des cellules rendues
sénescentes via toutes sortes de stress génotoxiques (raccourcissement des télomeres,
irradiation, traitement avec un composé génotoxique, activation d'un oncogéne, stress
oxydatif) (Coppé et al., 2008; Rodier et al., 2009). Un stress génotoxique peut provoquer
différents types de |ésions sur ' ADN mais un stress suffisamment important pour induire
la sénescence géneére la plupart du temps des cassures double brin de 'ADN ce qui active
le DDR. La déplétion de protéines du DDR comme ATM, CHK2 et NBS1 est suffisante pour
prévenir la sécrétion d'un large panel de facteurs du SASP tel que IL6 et IL8 (Rodier et
al., 2009). Néanmoins, bien que le DDR soit important a la fois pour l'arrét de la
prolifération cellulaire et pour l'induction du SASP, ces deux processus sont régulés
différemment. En effet, p53 impacterait plutét négativement I'expression du SASP et un
arrét prolifératif par surexpression de p21 ou p16 sans DDR n'induit pas de SASP (Coppé
et al., 2008, 2011; Rodier et al., 2009). Il a été montré que le développement du SASP via
ATM passe par l'activation du facteur de transcription NFkB (Nuclear Factor kappa B).
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Figure 9 : Mécanisme d'action de NFkB.
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Dans des conditions normales sans stress, NFkB est séquestré par IkB dans le cytoplasme.
En réponse a un stress, IKKa/p (IkB Kinases) phosphorylent IkB ce qui permet la
translocation de NFkB dans le noyau et son activation (Karin, 1999). Dans le cas du DDR,
ATM forme un complexe avec NEMO qui transloque dans le cytoplasme et active IKKa/p
(Miyamoto, 2011; Z.-H. Wu et al., 2006). Malgré cela, l'activation du DDR suite a des
dommages a I'ADN est quasiment instantanée alors qu'un SASP mature ne se développe
que sur une période de plusieurs jours voire semaines. Si l'activation du DDR seule était
nécessaire et suffisante, le SASP serait détectable en quelques heures et non pas aprés
plusieurs jours alors que le niveau en ATM phosphorylé est redevenu bas et localisé.
D'autres voies complémentaires au DDR et plus lentes a s'établir doivent également &tre
impliquées mais elles demeurent inconnues a ce jour.

2. La voie p38MAPK

La voie p38MAPK contribue également a I'activation de NFkB via MSK1 et MSK2 (Mitogen-
and Stress-activated protein Kinase 1 and 2) qui phosphorylent la sous-unité activatrice
p65 ou RelA de NFkB (Berghe et al., 1998; Kefaloyianni et al., 2006; L. Vermeulen et al.,
2003). Par ailleurs, l'activité de p38MAPK contribue a l'activation des voies p53 et
p16/pRb lors de I'arrét prolifératif caractéristique de la sénescence (Kwong et al., 2009).
Néanmoins, la voie p38MAPK agit en parallele de la voie des DDR. En effet, ni ATM, ni
CHK2 ne phosphoryle p38MAPK et réciproquement, l'activation de p38 MAPK n'induit pas
l'activation dATM ou CHK2 (Freund et al., 2011). Par ailleurs, l'inhibition chimique ou
génétique de p38MAPK est suffisante pour empécher la sécrétion de la plupart des
cytokines et facteurs de croissance du SASP (Alspach et al., 2014; Freund et al., 2011).
A l'inverse, l'activation seule de p38MAPK est suffisante pour induire le SASP (Freund et
al., 2011). Ainsi, la voie p38MAPK semble &tre nécessaire et suffisante pour induire le
SASP. De plus, la cinétique d'activation de p38MAPK est particulierement proche de la
cinétique de développement du SASP (Freund et al., 2011).

3. La voie cGAS-STING

Les dommages a I'ADN couplés a la perte de lamine Bl et les changements morphologiques
en sénescence provoquent |'éjection de fragments de chromatine dans le cytosol appelés
CCFs (Cytoplasmic Chromatin Fragments) (Glick et al., 2017; Ivanov et al., 2013;
Mackenzie et al., 2017). De plus, les DNases DNase2 (DeoxyriboNuclease 2) et TREX1 (3’
Repair EXonuclease 1) sont normalement capables d'éliminer rapidement des fragments
d'ADN cytosolique simple brin et double brin mais leur expression diminue en sénescence
ce qui léve cette barriére a leur accumulation (Takahashi et al., 2018).

cGAS (cyclic GMP-AMP Synthase) est le principal senseur d'ADN cytosolique. Plus,
précisément, cGAS reconndit I'ADN double brin indépendamment de sa séquence via une
affinité avec les chdines de sucre-phosphate (K. Kato et al., 2013). L'interaction de cGAS
avec I'ADN double brin provoque un changement conformationel permettant alors la
production de cGAMP (cyclic GMP-AMP) activant STING (STimulator of INterferon
Genes) (Sun et al., 2013). STING active ensuite les facteurs de transcription IRF3
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(Interferon-Regulatory Factor 3) et NFkB responsables de I'expression d'interféron
(IFN) de type I et de cytokines du SASP (Dou et al., 2017; Gliick et al., 2017; Mackenzie
et al., 2017; Sun et al., 2013; Takahashi et al., 2018; H. Yang et al., 2017). L'inhibition de
cGAS ou STING est suffisante in vitro et in vivo pour prévenir I'expression du SASP et
I'activation de la voie interféron (Dou et al., 2017; Gliick et al., 2017; Takahashi et al.,
2018).

4. La voie interféron

La voie cGAS-STING n'est pas l'unique voie pouvant induire l'activation de la voie
interféron. En effet, ceftte derniére est une réponse commune a tous les types
d'infections possibles et découle donc de la reconnaissance par de nombreux senseurs
d'ADN simple brin ou double brin, d'ARN double brin ou d'hybrides ADN:ARN. Ce matériel
reconnu peut €tre d'origine exogene ou endogene. Il a notamment été montré que la
dérépression de régions répétées du génome incluant des éléments transposables et des
rétrovirus endogénes permet leur expression et translocation dans le cytoplasme ce qui
induit l'activation de la voie interféron et I'établissement d'un phénotype inflammatoire
(De Cecco et al., 2019; Izquierdo-Bouldstridge et al., 2017; M. Simon et al., 2019).

En général, la présence d'interféron de type I dans le milieu extracellulaire active JAK1
(JAnus Kinase 1) et TYK2 (TYrosine Kinase 2) fixées sur des récepteurs membranaires.
Ces kinases phosphorylent et activent ainsi STAT!1 et STAT2 (Signal Transducer and
Activator of Transcription 1 and 2) ce qui favorise la formation d'hétérodiméres STAT1-
STAT2. Ces derniers s'associent ensuite avec IRF9 (IFN Regulatory Factor 9) pour
former le complexe ISGF3 (IFN-Stimulated Gene Factor 3). Ce complexe transloque dans
le noyau et interagit avec des séquences génomiques particuliéres appelées ISREs (IFN-
Stimulated Response Elements). Ces séquences se trouvent au hiveau des promoteurs des
ISGs (IFN-Stimulated Genes) qui sont alors transcrits.

Il a été montré que I'ajout d'IFN de type I dans le milieu extracellulaire est suffisant
pour induire des dommages a I'ADN et une entrée en sénescence de fibroblastes humains
et murins (Gliick et al., 2017; Moiseeva et al., 2006). Ce méme traitement est également
capable d'activer NFkB dans des fibroblastes humains et d'induire |'expression du SASP
(Takahashi et al., 2018).

Une étude a également montré que des fibroblastes humains non immortalisés ont des
niveaux d'expression d'ISG plus élevés en sénescence réplicative. Pourtant, ce phénomeéne
n'est pas accompagné d'une élévation de I'expression dIFN de type I. De méme, les
protéines STAT1 et STAT2 ne sont pas phosphorylées et le knockdown de JAK1 n'impacte
pas |'élévation d'expression d'ISG. En revanche, il a été observé dans ces conditions une
augmentation de la quantité de STAT1 et STAT2 non-phosphorylés ainsi que la formation
et activité normale du complexe ISGF3 (Yamagami et al., 2018). Cette voie interféron
alternative a également été décrite dans un contexte d'infection virale (W. Wang et al.,
2017).
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Par ailleurs, les genes directement exprimés en réponse a la voie interféron ne font
globalement pas partie du SASP classique. Ces facteurs ne se retrouvent en effet pas
dans le SASP soluble. Néanmoins, il a été montré récemment que de nombreuses IFITMs
(InterFeron-Induced TransMembrane proteins) et IFITs (InterFeron-Induced proteins
with Tetratricopeptide repeats) sont sécrétés dans des vésicules extracellulaires. De
plus, IFITM3 en particulier, est un facteur clé d'induction paracrine de sénescence
(Borghesan et al., 2019).

5. Les facteurs précoces du SASP
La cinétique de sécrétion varie d'un facteur du SASP a l'autre. Certains facteurs tels que
les cytokines ILla et IL1p sont sécrétés trés rapidement et jouent un réle critique dans
I'expression d'autres facteurs plus tardifs. Il1p est synthétisé sous forme de précurseur
et ne devient mature qu'aprés protéolyse par le complexe inflammasome (Schroder &
Tschopp, 2010). L'utilisation d'inhibiteurs de caspase-1 (un composant de I'inflammasome)
ou de ILIR (IL1-Receptor) réduit I'expression du SASP (Acosta et al., 2013). Illa peut
€tre actif ala fois sous sa forme précurseur et mature, de maniére intracellulaire ou non.
Illa induit I'expression de IL6 et IL8 via son récepteur ILIR, les protéines IRAK
(Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase) et les facteurs de transcription NFkB et
C/EBPp (CCAAT/Enhancer Binding Protein p) (J. Huang et al., 1997; Orjalo et al., 2009).

6. La voie mTOR

Il a été montré que l'utilisation de la rapamycine, un inhibiteur de mTOR (mammalian
Target Of Rapamycin), diminue de maniére drastique la présence de certains facteurs du
SASP dans des cellules rendues sénescentes par irradiation ou induction de I'oncogéne
RAS (Herranz et al., 2015). D'un point de vue mécanistique, I'augmentation de I'activité de
MTOR induit une plus forte expression de la kinase MAPKAPK2. Cette kinase inhibe alors
ZFP36L1 (Zing Finger Protein 36-Like 1) qui dégrade les transcrits de nombreux facteurs
du SASP en conditions normales (Herranz et al., 2015). mTOR est également capable
d'induire I'expression du SASP au niveau transcriptionnel en favorisant la traduction de
ILla (Laberge et al., 2015) qui active a son tour les facteurs de transcription NFkB et
C/EBPp.
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Figure 10 : Principales voies de signalisation d'expression du SASP.

C. Effets autocrines et paracrines du SASP
Les facteurs sécrétés du SASP peuvent affecter les cellules sénescentes elles-mémes de
fagon autocrine ou bien les cellules qui leurs sont voisines de fagon paracrine.

L'effet autocrine se produit via l'action par exemple des cytokines IL6 et IL8 (Acosta et
al., 2008), de l'inhibiteur de protéase PAI1 (Kortlever et al., 2006) mais encore du facteur
IGFBP7 (Wajapeyee et al., 2008). Il a pour conséquence le renforcement du phénotype
sénescent en accroissant l'arrét prolifératif et la production du SASP. Cet effet
autocrine participe donc a I'établissement d'une boucle de rétroaction positive menant a
un phénotype sénescent stable sur le long terme. Bloquer cette boucle permet d'ailleurs
un échappement a la sénescence (Acosta et al., 2008; Kuilman et al., 2008).

Les facteurs sécrétés du SASP ont également un effet paracrine en affectant le
microenvironnement des cellules sénescentes et donc leurs cellules voisines. Ces
dernieres peuvent étre des cellules normales, des cellules non-différentiées, des cellules
du systéme immunitaire ou bien méme des cellules cancéreuses dans des cas
pathologiques. Ces effets paracrines peuvent alors tre bénéfiques ou bien délétéres.

D'un c6té, certaines protéines du SASP sont capables d'attirer et d'activer des cellules
immunitaires telles que des macrophages, des neutrophiles et des cellules NK. Cela conduit
a I'élimination des cellules sénescentes ainsi que les éventuelles cellules dysfonctionnelles
environnantes. En ce sens, le SASP stimule I'immunosurveillance et réduit la gravité de

39



Chapitre 1: La sénescence

certaines pathologies (fibroses, cancer) (Acosta et al., 2013; Krizhanovsky, Xue, et al.,
2008; Krizhanovsky, Yon, et al., 2008; Xue et al., 2007).

D'un autre c6té, certains facteurs du SASP ont des effets favorisant le développement
et la progression tumorale. Par exemple, IL-6 et IL-8 peuvent promouvoir la tumorigenése
en coopération avec l'activation de certains oncogenes (Ancrile et al., 2007; Sparmann &
Bar-Sagi, 2004; Yuan et al., 2005). De plus, les cellules sénescentes sécretent VEGF
stimulant l'angiogenése (Coppé et al.,, 2006), des facteurs encore indéterminés
contribuant a la transition épithélio-mésenchmateuse (Krtolica et al., 2001; Parrinello et
al., 2005) et des MMP favorisant la migration cellulaire (D. Liu & Hornsby, 2007).

Renforcement de la sénescence
(Arrét prolifératif, SASP, etc.)

Effets autocrines

~ |/ .‘. . \I
Y 4
Cellules normales Cellules immunitaires Cellules cancéreuses
Induction de la sénescence Immunosurveillance Tumorigenése

Transition épithélio-mésenchymateuse
Migration et invasion

Figure 11 : Effets autocrines et paracrines du SASP.

V. Roles de la sénescence in vivo

A. Homéostasie et développement
La sénescence est bien souvent décrite dans des contextes de dommages cellulaires ou
de stress. Néanmoins, elle ne s'y cantonne pas puisqu'elle a été observée dans des tissus
normaux et un grand nombre de structures embryonnaires (Mufioz-Espin et al., 2013;
Muioz-Espin & Serrano, 2014; Storer et al., 2013). Elle est alors initiée dans les deux cas
par p21 sans activation du DDR, p16 ou p53. Elle s'intégre alors dans le programme de
maturation naturel des cellules (Mufioz-Espin et al., 2013; Storer et al., 2013). Les cellules
embryonnaires sénescentes acquierent un phénotype légerement différent de celui acquis
par des cellules sénescentes adultes. Elles conservent en effet leur capacité a entrer en
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apoptose et le SASP qu'elles sécrétent est capable d'activer le systéme immunitaire mais
ne contient pas de facteurs renforgant la sénescence tels que IL6 et IL8 (Storer et al.,
2013). Sénescence et apoptose agissent alors de concert pour éliminer les structures
éphémeres lors de I'embryogénése et des mécanismes de mutuelle compensation peuvent
se mettre en place en cas de défaillance de I'une ou de I'autre (Mufioz-Espin et al., 2013).

B. Réparation des tissus

L'analyse histologique du processus de cicatrisation cutanée a permis de montrer que
I'absence de sénescence entrdine un retard de cicatrisation et I'accumulation de tissu
fibrotique ce qui se traduit par la présence d'une cicatrise plus visible (Demaria et al.,
2014). Cette étude, ainsi que d'autres menées dans d'autres types tissulaires (Jun & Lau,
2010; Krizhanovsky, Yon, et al., 2008; Mufoz-Espin & Serrano, 2014), montrent que la
sénescence ainsi que les facteurs du SASP sécrétés par les cellules sénescentes revétent
d'une grande importance pour limiter la fibrose lors de la réparation des tissus. En effet,
ces facteurs participent au recrutement des cellules immunitaires nécessaires pour
I'élimination des pathogénes et des cellules endommagées ainsi qu'au remodelage et a la
réparation des tissus en adaptant la matrice extracellulaire pour favoriser la survie, la
prolifération, la migration cellulaire ainsi que la différenciation des cellules souches et
progénitrices mobilisées (Demaria et al., 2014; Krizhanovsky, Xue, et al., 2008).

La réparation des tissus n'est parfaitement achevée qu'aprés I'élimination des cellules
sénescentes et donc la restauration du tissu dans son état avant dommage. Cependant,
dans les situations pathologiques chroniques incluant le vieillissement, les cellules
sénescentes ne sont pas éliminées efficacement et les cellules restantes induisent des
dommages continus pouvant aggraver le dysfonctionnement du tissu (Serrano, 2014).

C. Vieillissement et pathologies liées a I'dge
Suite aux premiéres expériences menées par Hayflick et Moorhead, l'association entre
sénescence et vieillissement a été tres tentante. Par la suite, il a été montré que les
cellules sénescentes s'‘accumulent au niveau des sites de pathologies liées a I'dge et que
leur élimination génétique ou chimique aurait alors un impact bénéfique. Parmi ces
pathologies, on peut citer la maladie d'Alzheimer (P. Zhang et al., 2019), la fibrose
pulmonaire idiopathique (Schafer et al., 2017), I'athérosclérose (Childs et al., 2016), le
diabéte de type 2 (Aguayo-Mazzucato et al., 2019), les pathologies hépatiques (Ogrodnik
et al., 2017) et I'arthrite osseuse (Jeon et al., 2017; Price et al., 2002). Plus généralement,
les cellules sénescentes s'accumulent avec I'dge dans les tissus de souris et de primates
(Herbig et al., 2006; Zindy et al., 1997). Les marqueurs de dommages a I'ADN et de foyers
d'hétérochromatine utilisés dans I'étude chez les primates (53BP1, yH2AX, pS1981-ATM,
HP1p et HIRA : HIstone cell cycle Regulator A) colocalisent avec les téloméres et sont
associés a une augmentation de |'expression de p16 (Herbig et al., 2006). Cela suggére que
le dysfonctionnement des télomeres induit de la sénescence in vivo au moins dans certains
tissus. De plus, les cellules sénescentes sont majoritairement détectées dans les tissus
qui subissent un turnover rapide. Ceci est cohérent avec une induction de la sénescence
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réplicative par le raccourcissement progressif des télomeres lors des cycles successifs
de réplication. En particulier, 'expression de pl6 augmente avec I'dge dans les cellules
souches et progénitrices du cerveau, de la moelle osseuse et du pancréas chez la souris
(Janzen et al., 2006; Krishnamurthy et al., 2006; Molofsky et al., 2006). Cela entrdine
alors une diminution de croissance des cellules souches ainsi qu'un retard de régénération
tissulaire qui pourraient expliquer le déclin des fonctions cérébrales et immunitaires ainsi
que le développement de diabete de type 2 avec I'dge. Des souris modifiées pour supprimer
les cellules exprimant pl6 développent néanmoins davantage de cancers (Baker et al.,
2008). A linverse, des souris transgéniques ou pb53 est hyperactivée sont
exceptionnellement dépourvues de cancer, ce qui est cohérent avec le rdle suppresseur
de tumeur de p53. Elles présentent cependant un vieillissement prématuré et une durée
de vie plus courte (Maier et al., 2004; Tyner et al., 2002). De plus, les cellules de ces
souris entrent en sénescence rapidement apres leur mise en culture in vitro. Ces données
suggerent une forte corrélation entre sénescence excessive et vieillissement prématuré
mais également suppression de tfumeur.

Un second mécanisme par lequel les cellules sénescentes pourraient contribuer au
vieillissement provient du SASP qu'elles expriment. La surexpression des genes codant
pour des cytokines inflammatoires, des facteurs de croissance et des protéases de la
matrice extracellulaire peut en effet affecter le comportement de cellules voisines dans
les tissus (Campisi, 2005). En outre, l'injection intramusculaire de cellules sénescentes
chez la souris résulte en une augmentation des marques de sénescence a proximité de
I'injection et un affinement des fibres musculaires avec des amplitudes similaires a celles
que l'on peut observer entre des souris de 8 mois et de 32 mois (da Silva et al., 2019).
Ainsi, les facteurs sécrétés du SASP peuvent perturber la structure et la fonction de
tissus normaux. Ils peuvent également affecter la croissance et la migration cellulaire,
I'angiogenése et la différenciation. Par exemple, la MMP3 inhibe la différenciation
morphologique et fonctionnelle de cellules épithéliales du sein (Parrinello et al., 2005). Par
ailleurs, l'inflammation chronique a bas niveau qui peut potentiellement Etre causée par le
SASP est un marqueur du vieillissement qui non seulement accélere ce vieillissement (Jurk
et al., 2014) mais initie et promeut aussi la plupart si ce n'est toutes les pathologies liées
da l'dge (Chung et al., 2009; M. Xu et al., 2017). De plus, certaines cellules immunitaires
recrutées sécrétent des agents oxydants forts pouvant altérer et donc causer un
dysfonctionnement de tissus et de cellules (notamment les cellules souches participant a
la régénération) (X. Chen et al., 2016).

D. Cancer
Le cancer est un contexte pathologique dans lequel la sénescence est doublement
impliquée de maniére tres particuliere.

De maniere tout a fait théorique, pour qu'une cellule devienne cancéreuse, elle doit
accumuler plusieurs mutations indépendantes. Sachant que la fréquence d'apparition
spontanée d'une mutation est de 1 pour 1 million de cellules, chaque mutation requiere
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entre 20 et 30 doublements. En limitant le nombre de divisions cellulaires a moins de 100,
la sénescence permet de limiter l'accumulation de cellules pré-malignes. Bien siir, la
stratégie de prévention contre le cancer la plus efficace serait de ne rendre possible que
trés peu voire pas du tout de divisions mais cela serait clairement incompatible avec les
besoins de maintien et de réparation des tissus chez les especes vivant relativement
longtemps. En ce sens, la sénescence cellulaire serait un mécanisme crucial pour prévenir
la prolifération de cellules a potentiel néoplasique.

Les premieres études in vitro sur 'OLS ont révélé que des mutants activés des oncogenes
RAS et RAF ont un effet mitogéne ou a l'inverse déclenchent la sénescence en fonction
de leur niveau d'expression (Deng et al., 2004; Guerra et al., 2003; Sarkisian et al., 2007;
Tuveson et al., 2004; Woods et al., 1997). Plus tard, il a été montré que les cellules
sénescentes s'accumulent dans les |ésions pré-malighes puis ne sont plus présentes qu'a la
périphérie des tumeurs (Acosta et al., 2013; Braig et al., 2005; Z. Chen et al., 2005;
Collado et al.,, 2005; Contrepois et al., 2017; Michaloglou et al.,, 2005). De plus,
I'inactivation de p53, l'altération la plus courante en cancérologie (Duffy et al., 2017),
empéche l'entrée en sénescence et accélére fortement le développement de tfumeurs (Z.
Chenet al., 2005). A l'inverse, la restauration de la fonction de p53 permet une régression
tumorale en favorisant I'entrée en sénescence des cellules in vivo (Ventura et al., 2007;
Xue et al., 2007). Par ailleurs, il est intéressant de noter que, lorsque les cellules
contournent la sénescence et deviennent malignes, I'expression de certains genes associés
a la sénescence est diminuée (Acosta et al., 2008; Z. Chen et al., 2005; Collado et al.,
2005; Lazzerini Denchi et al., 2005). Néanmoins, certaines cellules tumorales conservent
la capacité d'entrer en sénescence (Shay & Roninson, 2004) et peuvent déclencher ce
programme en réponse a des thérapies anti-cancéreuses (Schmitt et al., 2002). Dans ce
cas, l'induction de la sénescence est associée a une régression des tumeurs. Ces
observations démontrent un réle anti-tumoral clef de la sénescence in vivo.

A premiére vue, dire que la sénescence pourrait également jouer un rdle pro-tumoral
semble paradoxal. Cependant, la co-injection de fibroblastes sénescents avec des cellules
épithéliales pré-malignes favorise le développement tumoral chez la souris (Krtolica et al.,
2001). De méme, la co-injection de fibroblastes sénescents avec des cellules malignes
accélére la formation de tumeurs chez la souris (Bartholomew et al., 2009; D. Liu &
Hornsby, 2007). Ainsi, au moins dans des xénogreffes, les cellules sénescentes peuvent
promouvoir le développement et la progression de tumeurs in vivo. Cette activité dérive
d'un mécanisme paracrine faisant intervenir des facteurs protéiques sécrétés du SASP.
Ces facteurs stimulent alors différentes voies favorisant le développement tumoral tel
que la prolifération cellulaire, la transition épithélio-mésenchymateuse, |'angiogénese, la
migration et l'invasion cellulaire (Coppé et al., 2006; Krtolica et al., 2001; D. Liu & Hornsby,
2007; Parrinello et al., 2005).

E. Applications en clinique
Le choix d'une cellule d'entrer en senescence plutdt qu'en apoptose peut €tre optimal dans
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certains contextes puisque cela permet de préserver l'intégrité des tissus. Néanmoins, la
durée de résidence des cellules sénescentes dans les tissus semble &tre un facteur
majeur de détermination entre un effet bénéfique ou délétére de la sénescence. En effet,
la présence de cellules sénescentes a court terme aurait un effet anti-tumoral (Braig et
al., 2005; Collado et al., 2005; Michaloglou et al., 2005; Serrano et al., 1997) et
favoriserait la réparation des tissus (Demaria et al., 2014; Jun & Lau, 2010; Krizhanovsky,
Xue, et al., 2008). En revanche, I'accumulation des cellules sénescentes sur le long terme,
probablement due a une perte d'efficacité du systéme immunitaire avec |'dge (Weyand &
Goronzy, 2016), participerait a 'émergence de pathologies pro-inflammatoires (Chung et
al., 2009). D'ailleurs, I'altération de I'immunosurveillance par le knockout du gene codant
pour la perforine (une protéine impliquée dans la cyotoxicité des cellules immunitaires
effectrices) augmente I'accumulation de cellules sénescentes et I'inflammation chronique
chez la souris avec I'dge. Elles développent alors davantage de pathologies liées a I'dge et
ont une espérance de vie réduite (Ovadya et al., 2018).

Si lI'accumulation de cellules sénescentes est caractéristique des Iésions pré-cancéreuses,
on comprend l'intérét de mettre au point des outils de détection de ces cellules pour
identifier les patients a risque. Néanmoins, les marqueurs existants actuellement ne sont
pas spécifiques et seule la co-détection de ces marqueurs permet de conclure sur la
présence de cellules sénescentes. Ce projet de thése s'inscrit dans cet objectif de
recherche de marqueurs spécifiques de sénescence.

En plus d'un potentiel diagnostic et pronostic, la sénescence ouvre la porte a de nouvelles
options thérapeutiques. Les traitements chimiothérapeutiques les plus courants en
cancérologie ont pour objectif de stopper la prolifération cellulaire en induisant des
dommages a I'ADN. Cest le cas des inhibiteurs de topoisomérase (doxorubicine,
étoposide), des agents alkylants (cisplatine, ifosfamide), etc. Les dommages créés n'étant
pas réparables, les cellules entrent majoritairement en apoptose mais certaines
empruntent la voie de la sénescence. La premiére étude sur ce sujet a montré I'apparition
d'une sous-population de cellules fumorales sénescentes dans plusieurs lignées en réponse
d un traitement chimiothérapeutique a faible dose (Chang et al., 2002). La méme
observation a ensuite été faite dans un modéle de souris transgéniques Ep-myc
développant des lymphomes non-Hodgkiniens humains. Lorsque ces souris ont été traitées
avec des cyclophosphamides, une proportion des cellules tumorales est entrée en
sénescence (Schmitt et al.,, 2002). Chez I'homme, des traitements par carboplatine et
taxol dans des cancers bronchiques (Roberson et al., 2005) ou par cyclophosphamides,
doxorubicine et 5-fluorouracil dans le cancer du sein (te Poele et al., 2002) favorisent
I'expression de marqueurs de la sénescence. Cependant, I'apparition de cellules tumorales
sénescentes pourrait avoir des effets secondaires néfastes. En effet, les cellules
sénescentes présentent une résistance aux signaux apoptotiques ce qui diminue leur
sensibilité aux traitements chimiothérapeutiques (Marcotte et al., 2004). Dans les souris
Eu-myc, certaines cellules finissent par échapper a la sénescence et recommencent a
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proliférer tout en conservant cette résistance (Schmitt et al., 2002). Ainsi, les cellules
tumorales sénescentes pourraient €tre a l'origine de rechutes avec le développement de
tumeurs résistantes a la chimiothérapie.

Une autre perspective thérapeutique trés étudiée actuellement est la possibilité de
s'affranchir des effets délétéres de la sénescence en éliminant périodiquement les
cellules sénescentes. En effet, il a été montré qu'une élimination réguliére des cellules
sénescentes exprimant p16 retarde |'apparition de signes de vieillissement et augmente
I'espérance de vie moyenne d'environ 30% chez la souris (Baker et al., 2016). Depuis,
d'autres études ont montré que I'‘élimination périodique des cellules sénescentes de
maniere génétique ou chimique permet de restaurer des fonctions tissulaires et
d'augmenter I'espérance de vie et I'espérance de vie en bonne santé (Baar et al., 2017; M.
Xu et al., 2018). De plus, une étude récente a utilisé un systéme d'encapsulation de
composés chimiotoxiques avec des galacto-oligosaccharides dans des modéles de souris.
Ceci a permis d'améliorer la régression de xénogreffes par ciblage des cellules tumorales
sénescentes ainsi que la régression de fibroses pulmonaires par réduction de la déposition
de collagene et la restauration de la fonction pulmonaire (Mufioz-Espin et al., 2018). La
recherche de molécules sénolytiques (éliminant les cellules sénescentes) représente donc
un enjeu primordial et fait d'ailleurs partie des sujets d'étude du laboratoire.

Une alternative serait de ne cibler que les effets paracrines de la sénescence en ciblant
les voies de régulation du SASP. En effet, l'inhibition pharmacologique ou génétique dATM
(Rodier et al., 2009), p38MAPK (Alspach et al., 2014; Freund et al., 2011), mTOR (Herranz
et al., 2015; Laberge et al., 2015) ou NFkB (Laberge et al., 2012) dans des cellules
sénescentes pourrait €tre suffisante pour s'affranchir des effets délétéres du SASP.
Néanmoins, ces différentes cibles ne sont pas toutes équivalentes pour d'éventuelles
applications cliniques. Par exemple, cibler ATM pardit peu judicieux in vivo étant donné
I'importance du DDR mais des cibles plus en aval et plus spécifiques auraient un grand
potentiel.
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Chapitre 2 : L'information épigénétique

A I'exception des cellules germinales, toutes les cellules d'un organisme possédent la méme
information génétique qui est héritée des parents et transmise ensuite au fil des divisions
cellulaires. Comment alors expliquer que des cellules d'un méme organisme puissent se
différencier et acquérir des profils d'expression caractéristiques d'un tissu et d'une
fonction? Conrad Waddington a proposé en 1942 lexistence d'une information
épigénétique non contenue dans le génome régissant les différents processus par lesquels
le génome (I'ensemble des génes) engendre le phénotype (les caractéristiques de
I'organisme) (Waddington, 1942). L'information épigénétique est portée par des facteurs
déterminant le destin cellulaire en régulant I'expression des génes sans affecter la
séquence de I'ADN. Ainsi, I'épigénétique joue un rdle essentiel dans un grand nombre de
mécanismes fondamentaux tels que le développement embryonnaire, la différenciation
cellulaire et la réponse aux stress.

Dans ce deuxiéme chapitre, je présenterai la structure de la chromatine en commengant
par ses constituants fondamentaux et en finissant par ses ordres supérieurs
d'organisation avant de détailler les facteurs épigénétiques principaux ainsi que leurs
modes d'actions.

I. Organisation structurale et dynamique de la chromatine

A. Structure de ADN

L'acide désoxyribonucléique ou ADN est une macromolécule contenant l'information
génétique chez la plupart des organismes vivants. Sa structure tridimensionnelle en
double hélice formée de deux brins complémentaires antiparalléles a été résolue en 1953
par Watson et Crick avec l'aide des travaux de Franklin (Watson & Crick, 1953). Cette
structure particuliere s'explique par la composition méme de I'ADN. En effet, 'ADN est
un polymére de nucléotides résultant de I'association d'une base azotée avec un sucre et
un groupement phosphate. Les bases azotées sont au nombre de quatre: adénine,
cytosine, guanine et thymine. La complémentarité des deux brins d'’ADN réside dans
I'appariement spécifique de ces bases azotées hydrophobes orientées vers l'intérieur de
la double hélice : I'adénine d'une chdine ne peut se lier qu'avec la thymine de I'autre via
deux liaisons hydrogene et la cytosine qu'avec la guanine via trois liaisons hydrogeéne.
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Figure 12 : Structure de I'ADN et des nucléotides.

Dans les cellules somatiques humaines, l'information génétique est contenue par
approximativement six milliards de paires de bases d'ADN, ce qui correspond a une
longueur théorique de deux meétres. L'intégralité de ce matériel peut étre contenu dans
le noyau dont le diamétre est d'environ 5 um grdce a un systéme de compaction associant
ADN et protéines et formant ainsi la chromatine.

B. Structure du nucléosome

L'unité fondamentale de la chromatine, appelée nucléosome, est composée d'environ 147
paires de bases d'ADN enroulées autour dun octamére dhistones. Cet octamere,
également appelé ceeur du nucléosome, est formé d'un hétérotétramere central (H3-H4):
flanqué de deux hétérodimeres H2A-H2B. La structure du nucléosome a été résolue par
cristallographie aux rayons X a 2,8 A (Luger et al., 1997) puis a 1,9 A (Davey et al., 2002)
ce qui a permis d'établir I'arrangement des histones entre elles ainsi que I'enroulement de
I'ADN autour d'elles a I'échelle atomique.

Les histones sont de petites protéines de poids moléculaire compris entre 11 et 20kDa.
Les analyses structurales chez différentes espéces ont révélé que la structure de base
du nucléosome a été fortement conservée au cours de |'évolution. Chaque histone possede
un domaine globulaire globalement conservé appelé HFD (Histone Fold Domain) formé de
trois hélices a reliées par deux courtes boucles : al - L1 - a2 - L2 - a3. Il permet la
formation des hétérodimeres H2A-H2B et H3-H4 ainsi que les interactions histone-ADN.
Les deux histones d'un hétérodimére interagissent via leur hélice a2 et présentent
mutuellement leur hélice al, portant les motifs de liaison a'ADN, vers I'extérieur du coeur
du nucléosome en juxtaposant la boucle L1 de I'une des histones avec la boucle L2 de
I'autre. En conséquence, les hélices a3 se retrouvent orientées vers l'intérieur du cceur
du nucléosome. L'ADN interagit fortement avec les histones via de nombreuses
interactions électrostatiques entre les groupements phosphate chargés négativement de
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I'ADN et la charge globalement positive des histones. Il en résulte un enroulement de
I'ADN selon 1,7 tours autour des histones du coeur du nucléosome.
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Figure 13 : Structure du nucléosome et des hétérodiméres d'histones.
Adapté de (McGinty & Tan, 2015).

En plus de leur domaine globulaire, les histones possédent des domaines carboxy- et
amino-terminaux. Ces queues sont flexibles et ne présentent pas de structure secondaire.
Elles s'étendent au-deld du coeur histone et interagissent avec I'ADN de liaison, les
nucléosomes adjacents ou bien d'autres facteurs protéiques tels que I'histone H1. Ces
queues sont essentielles a la dynamique des nucléosomes et de ce fait a la compaction du
génome.

L'histone de liaison H1 s'insére au niveau du site d'entrée et de sortie de 'ADN sur le
nucléosome et en stabilise ainsi la structure. H1 posséde une structure sensiblement
différente de celle des histones du cceur du nucléosome. Elle possede un domaine
globulaire hydrophobe trés conservé et composé de trois hélices a et d'un feuillet p en
épingle a cheveux ainsi qu'un domaine carboxy-terminal peu conservé riche en charges
positives permettant sa liaison avec 'ADN.

C. Dynamique du nucléosome

1. Assemblage et désassemblage des nucléosomes

Les histones peuvent interagir de maniére stable avec un large panel de chaperons
d'histones. Etant donnée la petite taille des histones, ces chaperons d'histones ne peuvent
se lier en méme temps a elles (Campos et al., 2010, 2015; Drané et al., 2010). Iis jouent
néanmoins des rédles clés tout au long de I'existence des histones en se liant a elles des
leur synthése, les escortant dans le noyau, évitant la formation d'agrégats toxiques pour
la cellule et les aidant a s'associer et a se dissocier spécifiquement de 'ADN au cours de
divers processus cellulaires. Il a été montré par analyse pulse-chase que des histones
néosynthétisées sont incorporées dans la chromatine moins d'une minute aprés leur
synthése ce qui laisse présager de l'efficacité des processus impliqués (Bonner et al.,
1988).

Les histones interagissent tres rapidement apres leur traduction avec des chaperons
permettant leur bon repliement : HSC70 (Heat ShoCk 70) et HSP90 (Heat Shock Protein
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90) pour H4 (Alvarez et al., 2011; Campos et al., 2010) mais seulement HSC70 pour H3
(Alvarez et al., 2011; Campos et al., 2010). L'import de H3 et H4 dans le noyau peut ensuite
se faire selon deux voies. D'une part, H3 et H4 s'associent en dimeres interagissant avec
ASF1 (AntiSilencing Function protein 1) avant d'étre importés par IPO4 (ImPOrtin 4)
(Alvarez et al., 2011; Campos et al., 2010, 2015). D'autre part, les histones monomériques
interagissent directement avec IPO4 et leur dimérisation se fait ensuite dans le noyau
(Apta-Smith et al., 2018). Les histones H2A et H2B quant-a-elles sont importées dans le
noyau sous forme de dimeres en interaction avec NAP1 (Nucleosome Assembly Protein 1)
et IPO9 (Mosammaparast et al., 2002). Dans le noyau, NASP (Nuclear Autoantigenic
Sperm Protein) entre en compétition avec ASF1 et le remplace auprés de H3 sous forme
monomérique mais interagit avec le dimere H3-H4 dans une conformation compatible avec
la présence de ASF1 (Bowman et al., 2017). Ceci implique que NASP pourrait jouer un rdle
dans la dimérisation de H3 avec H4. A I'heure actuelle, I'existence d'un chaperon d'histone
spécifique de H4 sous forme monomérique n'a pas été démontrée. Les chaperons
d'histones RbAp46 et HAT1 viennent néanmoins interagir avec H4 lorsque celui-ci est déja
associé a H3, ASF1 et NASP ce qui forme le complexe soluble majeur (Campos et al., 2010,
2015). L'incorporation des histones peut ensuite se faire dépendamment ou
indépendamment de la réplication. ASF1 peut interagir avec un certain nombre de
facteurs de déposition parmi lesquels on trouve CAF1 (Chromatin Assembly Factor 1,
comprenant les trois sous-unités p150, p60 et RbAp48) (Mello et al., 2002), MCM2
(MiniChromosome Maintenance complex component 2) (6roth et al., 2007; H. Huang et al.,
2015; Richet et al., 2015) et HIRA (HIstone cell cycle Regulator A) (Drané et al., 2010).
Cela suggere que ASF1 jouerait le rdle de pont entre le stockage nucléosoluble et les
phases d'incorporation des histones.

50



Chapitre 2 : L'information épigénétique

Major soluble
complex

REPLISOME
spr16 DNA REPLICATION

Figure 14 : Dynamique de la chromatine.
(Pardal et al., 2019)

Lors de la réplication, les processus régissant le désassemblage de la chromatine en amont
de la fourche de réplication, la progression de cette fourche et I'assemblage en aval sont
intimement liés. En effet, le complexe hélicase MCM2 sépare nhon seulement les deux brins
d'ADN mais est également capable de se lier a la fois a un tétramére (H3-H4): ou bien a
ASF1 lui-méme lié a un dimere H3-H4 (H. Huang et al., 2015; H. Wang et al., 2015) ce qui
suggeére un mécanisme de recyclage des tétrameres (H3-H4): (H. Huang et al., 2015;
Richet et al., 2015). Suivent ensuite diverses ADN polymérases dont la liaison avec 'ADN
simple brin est stabilisée par PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen). Curieusement,
les petites sous-unités POLE3 et POLE4 de la DNA polymérase ¢ (POLE) ont récemment
été décrites comme pouvant jouer le role de chaperons de diméres H3-H4 a la fourche
de réplication pour leur recyclage (Bellelli et al.,, 2018). Enfin, le complexe RPA
(Replication Protein A), protégeant I'ADN simple brin sur le brin « retard », peut interagir
avec des dimeres H3-H4 et faciliter leur incorporation (S. Liu et al., 2017). D'autres
complexes sont davantage spécialisés dans l'assemblage et le désassemblage des
nucléosomes. Le complexe FACT (FAcilitates Chromatin Transcription, composé des sous-
unités SPT16 et SSRP1) peut interagir avec MCM2, des ADN polymérases et RPA (Foltman
et al., 2013; VanDemark et al., 2006; Wittmeyer & Formosa, 1997). FACT joue alors un
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role prépondérant dans le retrait (Kurat et al., 2017) et la déposition (Morillo-Huesca et
al., 2010) des nucléosomes puisqu'il est le seul complexe connu a ce jour capable de se lier
d la fois @ un tétramere (H3-H4): et a un dimere H2A-H2B (T. Wang et al., 2018). CAF1
quant-a-lui interagit avec ASF1 (Mello et al., 2002) et PCNA (Rolef Ben-Shahar et al.,
2009) mais aussi avec des dimeéres H3-H4 (W. H. Liu et al., 2016). En se dimérisant, CAF1
permet la tétramérisation et I'incorporation de H3-H4 (W. H. Liu et al., 2016; Mattiroli
et al., 2017). Les dimeres H2A-H2B peuvent ensuite tre apportés par NAP1 (Aguilar-
Gurrieri et al., 2016) ou NPM2 (NucleoPhosMin/NucleoPlasMin 2) (Platonova et al., 2011).
Enfin, H1 serait déposé par NASP (Nuclear Autoantigenic Sperm Protein) (Finn et al.,
2008).

La polyvalence des chaperons d'histones fait que des histones désassemblées de la
chromatine parentales sont généralement réintégrées dans les deux doubles hélices filles.
Ce recyclage se fait aléatoirement sur 'un ou I'autre des deux brins (Jackson et al., 1975).
Néanmoins, les histones parentales et néosynthétisées ne sont pas mélangées avant d'étre
réassemblées (Prior et al., 1980). Ainsi, I'étape de réplication est réalisée de maniere
semi-conservative et |'information épigénétique est donc transmise aux cellules filles.

2. Remodelage de la chromatine

L'assemblage des nucléosomes se fait principalement lors de la réplication. Pour autant, la
chromatine ne reste pas figée entre deux réplications. La dynamique de la chromatine
implique l'action de complexes ATP-dépendants de remodelage de la chromatine. Ces
remodeleurs régissent la composition des nucléosomes ainsi que leur localisation sur
I'ensemble du génome (Clapier et al., 2017; Ho & Crabtree, 2010). Des analyses
phylogénétiques et fonctionnelles ont permis de classer les remodeleurs dans la
superfamille des hélicases d'ADN et d'ARN ATP-dépendantes qui peut €tre subdivisée en
quatre sous-familles d'enzymes: ISWI (Imitation SWItch), CHD (Chromodomain
Helicase DNA-binding), SWI/SNF (SWItch/Sucrose Non-Fermentable) et INOS8O
(INOsitol requiring 80) (Clapier & Cairns, 2009).
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Figure 15 : Classification fonctionnelle des remodeleurs de la chromatine.
Adapté de (Clapier et al., 2017).

La plupart des remodeleurs sont spécialisés dans l'une des fonctions suivantes :
I'assemblage et l'organisation des nucléosomes, la régulation de l'accessibilité a la
chromatine ou la modification des nucléosomes (l'insertion et le retrait de variants
d'histones).

Les remodeleurs des sous-familles ISWT et CHD peuvent &tre qualifiés de remodeleurs
d'assemblage. Lors de la réplication, des chaperons d'histones délivrent des complexes
d'histones (tétrameres H3-H4 et diméres H2A-H2B) derriere le réplisome. Les
remodeleurs d'assemblage aident alors a la maturation des complexes ADN-histones en
nucléosomes octamériques (Fei et al., 2015; Torigoe et al., 2011) puis, grdace a leur activité
ATPase, translatent les nucléosomes jusqu'da ce quiils se frouvent & une distance
relativement fixe les uns des autres (Ito et al., 1997; Lusser et al., 2005; Varga-Weisz
et al.,, 1997). Cette activité d'assemblage et d'espacement a également lieu apres la
transcription au cours de laquelle des nucléosomes sont éjectés.

Les remodeleurs de la sous-famille SWI/SNF peuvent étre qualifiés de remodeleurs
d'acces puisqu'ils éjectent des nucléosomes complets ou en partie (seulement des diméres
H2A-H2B par exemple), rendant par cela méme la chromatine plus accessible a des
protéines et ARN (Boeger et al., 2004). Ainsi, a l'inverse des remodeleurs d'assemblage
qui ont tendance A réprimer l'expression des geénes en créant un réseau dense de
nucléosomes, les remodeleurs d'accés favorisent généralement |'expression des genes en
facilitant l'accés des facteurs de transcription a la chromatine.

Les remodeleurs de la sous-famille INO80 peuvent &tre qualifiés de remodeleurs
d'édition. Ils sont en effets les artisans du retrait et du remplacements d'histones dans
des nucléosomes indépendamment de la réplication (Goldberg et al., 2010; Mizuguchi et
al., 2004; Ruhl et al., 2006). L'effet de l'insertion d'un variant a la place d'une histone
canonique dépend du variant impliqué puisque leurs fonctions sont extrémement variables.
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Les caractéristiques des variants d'histones sont détaillées dans la partie III.B de ce
chapitre.

IT. Organisation structurale du génome : les structures d'ordres supérieurs

de la chromatine

La condensation de la chromatine varie au cours du cycle cellulaire. Elle atteint son niveau
de compaction le plus important lors de la mitose et de la méiose : le chromosome.
L'organisation des chromosomes differe énormément de I'état de la chromatine pendant
I'interphase et leur structure demeure encore a ce jour sujet a débat.

A. Le chromosome mitotique

Nous avons déja pu voir en détail la structure des nucléosomes. Ces unités de base de la
chromatine sont espacées par un segment d'ADN d'une taille variable selon I'espéce et le
type cellulaire, allant de 10 a 80 paires de bases appelée ADN de liaison (Widom, 1992).
L'enchdinement des nucléosomes constitue une structure primaire en « collier de perles »
d'un diametre de 11 nm (Felsenfeld & Groudine, 2003). C'est le premier niveau de
compactage de la chromatine. Des études in vitro sur des fragments de chromatine isolés
ont montré que cette structure primaire peut se replier en présence de cations pour
former une fibre denviron 30 nm de diametre (Tremethick, 2007). De nombreuses
publications s'accordant sur la formation de cette structure en fibre de chromatine in
vitro, il a été postulé qu'elle était nécessaire a la formation des chromosomes. Néanmoins,
cette vision classique du chromosome mitotique a été ébranlée par des analyses in vivo
plus récentes. Des structures d'environ 11 et 6 nm ont été mises en évidence dans des
chromosomes mitotiques humains par diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS :
Small Angle X-rays Scattering). Elles correspondent a des positionnements cote-a-cote
ou face-d-face de nucléosomes. Des structures de 30 nm, correspondant a des fibres,
n'ont alors pas été détectées. Elles ont néanmoins été observées dans des noyaux
d'érythrocytes de poule lors de la méme étude (Nishino et al., 2012). Il en découle qu'une
structure en fibre de chromatine ne se forme que dans des conditions spécifiques et n'est
pas nécessaire a la condensation de 'ADN en chromosome mitotique. Un nouveau modéle
basé sur une organisation en fractale s'impose depuis (Bancaud et al., 2009; Lieberman-
Aiden et al., 2009; Nishino et al., 2012).
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Chromosome mitotique Organisationde la

chromatine en fractales

Figure 16 : Modéle de condensation de I'ADN en chromosome mitotique basé sur une
organisation en fractales.
Adapté de (Hansen, 2012).

B. Euchromatine et hétérochromatine
En 1928, Emil Heitz a mis en évidence par coloration la présence de deux états
organisationnels de la chromatine dans des noyaux eucaryotes en interphase : une forme
reldchée appelée euchromatine correspondant a 20% du génome et une forme plus
condensée nommée hétérochromatine (Heitz, 1928). Ces deux états ont dans un premier
temps été associés a une chromatine activement transcrite pour |'euchromatine et
réprimée pour I'hétérochromatine. Cependant, des études plus récentes ont révélé une
plus grande complexité en identifiant au moins cing états de chromatine avec des profils
de modifications post-traductionnelles des histones et des compositions en protéines
architecturales différents: deux types d'euchromatine et trois types
d'hétérochromatine (Filion et al., 2010). Selon des criteres temporels, il est également
possible de distinguer deux types d'hétérochromatine : I'hétérochromatine constitutive
et I'hétérochromatine facultative (Grewal & Jia, 2007). L'hétérochromatine constitutive
correspond a une chromatine silencieuse en permanence et dans foutes les cellules d'une
espece donnée. Elle est constituée des régions centromériques, péricentromériques et
télomériques qui sont riches en séquences satellites et en éléments transposables
(Birchler et al., 2000). L'hétérochromatine facultative quant-a-elle correspond a des
régions qui adoptent une conformation ouverte ou fermée en fonction de parameétres
spatio-temporels (Trojer & Reinberg, 2007). Un exemple classique d'hétérochromatine
facultative est l'inactivation d'un des deux chromosomes X chez la femme. En général,
I'hétérochromatine joue un réle dans la régulation des génes mais également dans le
maintien de l'intégrité du génome. Il a notamment été montré que ces régions condensées
sont plus résistantes aux radiations ionisantes et aux agents génotoxiques (Falk et al.,
2008; Takata et al., 2013). Bien qu'il soit clair que linitiation d'une compaction d'ordre
supérieur nécessite des interactions inter- et intranucléosomes, inter- et intrafibres et
entre la chromatine et des protéines architecturales, I'organisation détaillée de ces
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interactions dans le temps et l'espace reste largement incomprise. Des protéines
spécifiques comme la cohésine (Hirano, 2006; Merkenschlager & Nora, 2016), la
condensine II (Hirano, 2006; Rosin et al., 2018), HP1 (Heterochromatin Protein 1)
(Machida et al., 2018) et les lamines (Guelen et al., 2008) seraient impliquées.

C. Domaines chromatiniens et territoires chromosomiques

L'interaction de la chromatine avec les lamines permet son attachement a la périphérie du
noyau. L'aide de protéines d'échafaudage permet alors la formation d'un premier type de
domaine chromatinien appelé LADs (Lamina-Associated Domains) (van Steensel & Belmont,
2017). Ce type d'organisation ne se limite pas a la périphérie du noyau. La récente
technique de 3C (Chromosome Conformation Capture) et de ses variantes 4C, 5C et Hi-C
permettent d'explorer la structure 3D de I'ADN via la détermination de I'ensemble des
contacts inter- et intra-chromosomiques. Elles ont permis de mettre en évidence la
présence de régions denses en chromatines appelées TADs (Topologically Associated
Domains) (Nora et al., 2012). L'association de ces TADs constitue des compartiments eux-
mémes formant des territoires chromosomiques (Cremer et al., 2000; Cremer & Cremer,
2001). De nombreuses données indiquent des corrélations entre les compartiments
chromosomiques et l'activation/répression de génes (Misteli, 2007). Les mécanismes de
régulation de ces structures restent d ce jour largement inconnus. On sait néanmoins que
des barriéres génétiques (tels que des isolateurs) directement inscrites dans le génome
permettent l'interaction de protéines comme la cohésine, CTCF (CCCTC-binding Factor)
et la condensine IT régissant leur contréle (Merkenschlager & Nora, 2016; Rosin et al.,
2018).

Il existe également des domaines chromosomiques particuliers comme les téloméres
(spécialisés dans la protection des extrémités des chromosomes et dans la stabilité
génomique) et les centromeres (spécialisés dans la ségrégation des chromosomes lors de
la division cellulaire). Ces derniers possedent une sighature moléculaire caractéristique
comprenant une hypoacétylation des histones et la présence du variant d'H3 CENP-A
(CENtfromere Protein A) (McKinley & Cheeseman, 2016).
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Figure 17 : Structures d'ordres supérieurs de la chromatine.
Adapté de (Maeshima et al., 2016).

ITI. Facteurs épigénétiques et régulation des processus liés a I'ADN

A. Modifications post-traductionnelles des histones

1. Types de modifications post-traductionnelles des histones
Comme leur nom le suggére, les modifications post-traductionnelles des histones (MPTs)
sont des modifications covalentes des histones engendrées par une enzyme qui intervient
apreés I'étape de traduction de 'ARN messager en protéine. Ces MPTs jouent un rdle
central dans la régulation de la structure chromatinienne et, de ce fait, contrélent les
processus cellulaires nécessitant l'accés au génome (Zhou et al., 2011). Il existe plusieurs
types de modifications que l'on peut répartir en deux groupes selon la taille des
groupements considérés. Le premier groupe comprend alors les modifications de petite
taille que sont l'acétylation de lysine, la méthylation (mono-, di- et triméthylation) de
lysine et d'arginine, la phosphorylation de sérine, de thréonine et de tyrosine, la
citrullination d'arginine et |'isomérisation de proline. Le deuxiéme groupe comprenant les
modifications de plus grande taille inclut I'ubiquitinylation, la sumoylation, I'ADP
ribosylation et la biotinylation de lysine (Bannister & Kouzarides, 2011). D'autres types de
modifications d'histones ont été mis en évidence plus récemment comme la P-N-

57



Chapitre 2 : L'information épigénétique

acetylglucosamine de sérine et thréonine (Sakabe et al., 2010), la crotonylation (Tan et
al., 2011), la succinylation ainsi que la malonylation de lysine (Xie et al., 2012). Néanmoins,
les modifications les plus étudiées restent l'acétylation, la méthylation, la phosphorylation
et l'ubiquitinylation. La plupart de ces modifications sont réversibles et localisées au
niveau des extrémités N-terminale et C-terminale non structurées des histones.
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Figure 18 : Modifications post-traductionnelles des acides aminés.
Image réalisée sur ChemDraw.

2. Code histone
La diversité des profils de MPTs ainsi que leur implication dans la régulation de
I'expression des genes ont conduit au développement d'un « code histone » (Strahl & Allis,
2000). Ce code cherche a faire le lien entre les types de modifications, leurs impacts sur
la chromatine et leurs implications dans les processus biologiques. Il ne se limite pas a la
description des interactions histone/ADN mais comprend I'ensemble des processus sous-
jacents que sont le dépdt et le retrait des modifications par un large panel d'enzymes de
modification des histones et la reconnaissance spécifique de ces modifications par des
protéines non-histones. Ces derniéres traduisent alors l'information contenue dans ce
code en processus biologiques fondamentaux tels que la franscription (Zhou et al., 2011),
la réplication (Collins et al., 2002), la mitose et la méiose (D. Xu et al., 2009), la
différenciation (Meissner, 2010), la gestion des dommages a I'ADN (Stucki & Jackson,
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2006) et le remodelage de la chromatine (Smolle et al., 2012) en recrutant de nombreux
¢léments. Ainsi, le code histone complete lI'information contenue dans le code génétique
et I'étend considérablement.

a) L'acétylation

L'acétylation est le résultat du transfert d'un groupement acétyl depuis un acétyl-CoA
vers le groupement amino-terminal des résidus lysine d'une protéine donnée grdce a
I'action catalytique d'enzymes appelées histone-acétyltransférases (HATs). Il existe
deux grandes classes de HATs : les HATs de type A et de type B (K. K. Lee & Workman,
2007). Les HATs de type A sont nucléaires et peuvent étre classées en trois familles
selon leurs homologies de séquence et leur structure: GNAT (Gcnb-related N-
AcetylTransferases), MYST (MOZ-Ybf2-Sas2-TIP60) et CBP/p300. Les HATs de type B
sont essentiellement cytoplasmiques. Elles sont responsables de |'acétylation des histones
libres néo-synthétisées. Les groupements acétyl ajoutés par les HATs de type B sur les
histones sont enlevés aprés leur import dans le noyau et leur incorporation dans la
chromatine (Ruiz-Carrillo et al., 1975). Cette réaction inverse est catalysée par des
histone-désacétylases (HDACs) subdivisées en six classes selon leurs homologies de
séquence et leur structure. Pour information, les HATs et HDACs sont listées dans les
annexes 1 et 2.

En général, I'acétylation contribue a une ouverture plus importante de la chromatine car
elle supprime la charge positive des histones et diminue donc leur interaction avec les
groupements phosphates chargés négativement de I'ADN. L'acétylation rendant ainsi les
genes plus accessibles, elle est le plus souvent associée a une activation de la transcription
(L. Xu et al., 1999). Il existe également des protéines impliquées dans le contréle de la
transcription (Filippakopoulos et al., 2012), la réparation des dommages a I'ADN (H.-S. Lee
et al., 2010) et la progression du cycle cellulaire (Collins et al., 2002) capables de
reconnditre une lysine acétylée.

b) La méthylation
La méthylation est le résultat du transfert d'un groupement méthyle depuis une S-
adénosylméthionine (SAM) vers le groupement g-aminé d'une lysine ou {2-guanidino d'une
arginine. Cette réaction est catalysée par des histone-lysine-méthyltransferases
(HKMTSs) ou histone-arginine-méthyltransferases (PRMTs) en fonction du résidu qu'elles
ciblent. Ces enzymes peuvent permettre I'ajout de 1 a 3 groupements méthyle sur le méme
résidu. On distingue alors deux classes de PRMTs : les PRMTs de type I méthylent
I'arginine de maniére asymétrique tandis que les PRMTs de type IT méthylent I'arginine
de maniére symétrique (Y. Zhang & Reinberg, 2001). La déméthylation des groupements
mono-, di- ou triméthylés est catalysée par des histone-déméthylases (HDMs). On
distingue deux classes de HDMs selon leur mécanisme d'action : une réaction d'oxydation
d'amine dépendante de la flavine adénine dinucléotide ou une hydroxylation nécessitant
un Fe(II) et I'a-cétoglutarate comme cofacteurs (Klose & Zhang, 2007). Ces enzymes de
méthylation et de déméthylation sont spécifiques a la fois d'une protéine mais également
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d'un résidu en particulier ce qui permet un contréle tres fin. Pour information, les HMTs
et HDMs sont listées dans les annexes 3 et 4.

Contrairement a l'acétylation, la méthylation n'impacte pas la charge mais augmente
I'encombrement stérique et I'hydrophobicité du résidu. La méthylation ne peut pas étre
réduite a un réle en particulier car celui-ci dépend du niveau de méthylation, du résidu
considéré et du complexe protéique reconnaissant la modification. En effet, la
monométhylation de H3K4 au niveau des enhancers est souvent associée a une activation
de la transcription des génes (Bannister & Kouzarides, 2011). En revanche, bien qu'elle soit
le plus souvent associée a une activation de la transcription (Bannister & Kouzarides,
2011), la triméthylation de H3K4 peut avoir un rdle plus ambigu. H3K4me3 peut étre
reconnue par la sous-unité TAF3 du complexe de transcription TFIID activant la
transcription (M. Vermeulen et al., 2007) mais aussi par la sous-uhité ING2 de la protéine
HDAC mSin3a réprimant rapidement les génes (Shi et al., 2006). Dans les cas de H3K9 et
H3K20 et H3K27, le degré de méthylation est associé a des différences de condensation
de la chromatine. Ainsi, H3K27me3 est un marqueur d'hétérochromatine facultative au
niveau des geénes silencieux et H3K9me3 est enrichi avec HP1 (Heterochromatin Protein
1) dans I'hétérochromatine constitutive (Bannister & Kouzarides, 2011; Trojer & Reinberg,
2007).

c¢) La phosphorylation
La phosphorylation est le résultat du transfert d'un groupement phosphate depuis une
molécule d'ATP (Adénosine TriPhosphate) vers un l'oxygéne de la chdine latérale d'une
sérine, une thréonine ou une tyrosine. Cette réaction et son inverse sont catalysées par
un large panel de kinases et de phosphatases listées dans les annexes 5 et 6.

L'ajout d'un groupement phosphate apporte une charge négative au résidu modifié.
L'affinité de I'histone concernée pour I'ADN s'en trouve donc diminuée ce qui crée une
décondensation locale de la chromatine. Ceci pourrait expliquer pourquoi I'identification
et la caractérisation des phosphorylations d'histones aient montré leurs réles majeurs
dans les mécanismes de réparation des dommages a I'ADN, la mitose/méiose et la
régulation de la transcription, passant tous les trois par un remodelage de la chromatine
et I'expression de génes. Il est intéressant de remarquer qu'une méme phosphorylation
peut jouer un réle dans plusieurs processus cellulaires. Par exemple, la phosphorylation de
H451 chez la levure est impliquée dans la compaction de la chromatine et la stabilisation
du nucléosome lors de processus aussi divers que la réparation de I'ADN, la transcription
et la sporulation (Rossetto et al., 2012). Il est encore plus remarquable qu'une méme
phosphorylation puisse avoir des effets diamétralement opposés selon le contexte dans
lequel elle a lieu. Par exemple, la phosphorylation de H3S10 ou H3528 est impliquée dans
la condensation de la chromatine lors de la mitose ou de la méiose et le relachement de la
chromatine lors de la transcription (Rossetto et al., 2012). De telles divergences de rdles
de la phosphorylation mais aussi plus largement des MPTs des histones suggerent
I'existence d'un important aspect combinatoire.
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3. Communication croisée des modifications d'histones

De nombreuses études ont révélé que la présence de plusieurs modifications sur une méme
histone, sur des histones d'un méme nucléosome ou de nucléosomes voisins peut €tre la
base d'une communication croisée modulant la fonction de ces modifications. De méme, la
présence de certaines MPTs peut directement influer sur l'apparition ou non d'une
modification sur un résidu voisin (Bannister & Kouzarides, 2011; Fischle, Wang, & Allis,
2003). Ainsi, certaines MPTs sont mutuellement exclusives et d'autres sont, au contraire,
positivement corrélées. Par exemple, la méthylation de H3K9 (souvent associée a une
répression de la chromatine) est reconnue par la protéine HP1 (Heterochromatin Protein
1) qui peut interagir @ son tour avec l'histone méthyltransférase Suv39 capable de
méthyler le méme résidu sur un nucléosome voisin (Margueron et al., 2005). Cependant, si
la lysine 9 est déja acétylée, la méthylation ne peut se faire et la propagation de cette
derniere marque sera bloquée.
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Figure 19 : Les différents niveaux de contréle des modifications d'histones.
(Zhou et al., 2011)

Cette nature combinatoire des MPTs des histones apporte un haut niveau de complexité
au code histone. Il se doit d'étre pris en compte lorsque l'on s'intéresse a I'impact des
MPTs des histones sur la transcription des genes puisqu'elles agissent de concert et non
individuellement (Strahl & Allis, 2000). La présence de plusieurs modifications sur la
méme histone ou des histones voisines peut avoir des effets difficiles a prévoir. La
complexité engendrée par cet aspect combinatoire présente toutefois un intérét majeur
puisqu'il permet une régulation fine de I'expression des génes.

4. Domaines d'interaction avec des histones modifiées
Les MPTs des histones peuvent participer a la régulation de I'expression des génes de
deux maniéres différentes. D'une part, certaines modifications peuvent impacter la
structure de la chromatine en altérant les propriétés physiques des nhucléosomes comme
leur mobilité, leur taille, leur conformation et leur stabilité. D'autre part, certaines
modifications peuvent agir de maniére indirecte en favorisant ou en empéchant le
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recrutement de protéines a la chromatine. Ces protéines peuvent €tre des enzymes de
modification d'histones entrdinant alors des communications croisées, des facteurs de
remodelage dépendants de I'ATP entrdinant une modification de la compaction de la
chromatine ou encore des facteurs de transcription.

a) Domaines d'interaction avec des résidus acétylés

La reconnaissance d'un résidu acétylé par une protéine est possible lorsque celle-ci
possede un bromodomaine. Il s'agit d'un petit domaine protéique composé de quatre
hélices a reliées par des boucles qui constituent une poche hydrophobe. L'existence des
bromodomaines a été mise en évidence pour la premiére fois chez la drosophile dans la
protéine Brahma (Tamkun et al., 1992). Il a depuis été identifié dans plus d'une centaine
d'autres protéines chez divers organismes. Chez 'homme, il est présent dans la plupart
des histones-acétyltransférases telles que les protéines de la famille GNAT ou celles de
la famille CBP/p300 mais également au sein de certains complexes de remodelage de la
chromatine ATP-dépendants, notamment de la sous-famille SWI/SNF (Filippakopoulos et
al., 2012).

Figure 20 : Structure tri-dimensionnelle d'un bromodomaine.

b) Domaines d'interaction avec des résidus méthylés
Contrairement au bromodomaine qui est le seul domaine d'interaction avec les résidus
acétylées, il existe plusieurs domaines capables d'interagir avec les résidus méthylés.

Le chromodomaine assure une interaction spécifique avec les lysines méthylées. Il est
composé d'un feuillet p antiparalléle faisant face a une hélice a (Ball et al., 1997). Les
chromodomaines peuvent &tre subdivisés en trois classes structurellement distinctes : la
famille HP1 (Heterochromatin Protein 1), la famille Polycomb et la famille CHD
(Chromodomain Helicase DNA-binding) (Milosevich & Hof, 2016). Les familles HP1 et
Polycomb reconnaissent les marques H3K9me3 et H3K27me3 respectivement (Fischle,
Wang, Jacobs, et al., 2003) tandis que la famille CHD reconnait les marques H3K4me3
(Flanagan et al., 2005). Ainsi, les protéines recrutées par les résidus méthylés via un
chromodomaine sont principalement impliquées dans la régulation de I'hétérochromatine
et de la transcription (Flanagan et al., 2005).

Le domaine Tudor est composé d'un feuillet antiparalléle faisant face a une ou deux hélices
a (Patel, 2016). Il permet notamment a la protéine 53BP1 de reconnditre les deux marques
p53K582me?2 et H4K20me?2 impliquées dans la réparation des dommages a I'ADN (Botuyan

62



Chapitre 2 : L'information épigénétique

et al., 2006; Kachirskaia et al., 2008) et a la protéine JMID2A (JuMonJi Domain
containing 2A), une histone déméthylase, de se fixer aux résidus H3K4me3 et
H4K20me2/3 (J. Lee et al., 2008).

Le motif répété MBT reconnait les lysines mono- et di- méthylées et permet donc une
répression spécifique de certains génes lors de processus aussi diverses que la régulation
de la mitose, la suppression de tumeurs et le maintien de l'identité cellulaire et de
I'organisation spatiale de I'organisme lors du développement (Bonasio et al., 2010).

Le motif PWWP, tout comme le chromodomaine, le motif MBT et le domaine Tudor,
appartient a la famille des protéines Royal qui utilisent une cage aromatique pour
reconnditre les lysines méthylées (Patel, 2016). Les protéines contenant le motif PWWP
(proline-tryptophane-tryptophane-proline) sont principalement impliquées dans la
régulation de la transcription, la réparation des dommages da 'ADN et la méthylation de
I'ADN (Slater et al., 2003).

Le doigt de zinc de type PHD est la classe la plus vaste a ce jour de domaine de lecture
des lysines méthylées avec plus d'une centaine de structures caractérisées. Elles sont
constituées d'un motif conservé incluant un feuillet p antiparalléle et deux sites de
chélation d'atomes de zinc. En générale, le doigt de zinc de type PHD permet une
reconnaissance spécifique des modifications H3K4me2/3 et H3K9me2/3 (Teske &
Hadden, 2017). Ce motif est présent au sein de certains activateurs transcriptionnels de
la famille CBP/p300 ainsi que dans certains complexes a activité HMT, HDM ou encore
HDAC.

Le motif WD40 est composé de quatre brins p dont la séquence se termine par un
dipeptide tryptophane-acide aspartique (W-D). La répétition de plusieurs motifs WD40
(entre quatre et seize) forme, aprés repliement, un domaine structural en forme de
turbine dont l'ouverture au centre permet la reconnaissance de lysines méthylées sur des
histones. Ce motif se trouve généralement sur des protéines appartenant a de larges
complexes impliqués dans la biogenese de vésicules, la cytokinese, la dynamique de la
chromatine et la régulation de la transcription (Teske & Hadden, 2017).
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Figure 21 : Structures tri-dimensionnelles des domaines d'interaction avec des résidus
méthylés.

c¢) Domaines d'interaction avec des résidus phosphorylés

Il n'existe actuellement que peu de protéines identifiées comme étant capables d'interagir
spécifiguement avec des résidus phosphorylés dhistones. Seuls deux domaines
structuraux ont été caractérisés : SH2 (Src Homology region 2) et BRCT (BReast Cancer-
susceptibility protein-1 C-Terminal). Le domaine SH2, composé d'un feuillet p antiparalléle
flanqué de deux hélices a, est présent dans plusieurs kinases et phosphatases (Pawson et
al., 2001). Quant au domaine BRCT, il s'agit d'une séquence répétée d'une centaine d'acides
aminés présente notamment dans des protéines impliquées dans la réparation des
dommages a I'ADN telles que MDC1 et 53BP1 (Stucki et al., 2005; Ward et al., 2003).

Domaine SH2 Domaine BRCT

Figure 22 : Structures tri-dimensionnelles des domaines d'interaction avec des résidus
phosphorylés.

B. Histones canoniques et variants
Les études portant sur I'information épigénétique se sont longtemps limitées au MPTs des
histones. Néanmoins, les variants d'histones jouent également un réle majeur dans la
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régulation de la dynamique chromatinienne. Les histones font partie des protéines les
mieux conservées au cours de I'évolution. Ces protéines sont codées par plusieurs loci ce
qui permet l'existence de plusieurs séquences alternatives pour chaque type d'histone
(Marzluff et al., 2002). Chez les mammiferes par exemple, 26 genes codent pour 19
histones H2A différentes. 11 de ces protéines sont considérées comme canoniques car
elles sont tres similaires en termes de séquences (plus de 97% de similitudes) et aucune
fonction particuliere ne leur a été attribuée. On peut donc distinguer les histones
canoniques de leurs variants selon deux modes de classification différents. En se basant
sur leur structure, on peut distinguer les variants homéomorphes dont la séquence ne
differe que de quelques acides aminés, et les variants hétéromorphes dont les variations
de séquences sont telles qu'elles impactent la mobilité électrophorétique de ces protéines
(Franklin & Zweidler, 1977; M. H. P. West & Bonner, 1980). Le deuxiéme mode de
classification se base quant-a-lui sur les caractéristiques fonctionnelles des variants :
expression dépendante ou non de la réplication (Albig & Doenecke, 1997; R. S. Wu et al.,
1982), expression spécifique dans un tissu (Doenecke et al., 1997), réalisation d'une
fonction particuliere (P. Chen, Zhao, & Li, 2013; Skene & Henikoff, 2013), etc. Selon cette
derniére classification, seuls 3 variants spécifiques des cellules germinales ont été
identifiés parmi les 19 protéines H2B existantes chez 'Homme tandis que les 6 histones
H3 pourtant similaires a plus de 96% sont toutes considérées comme des variants. A
contrario, I'histone H4 n'a pas de variant alors qu'elle est codée par 14 génes différents.

Les genes codant pour les histones canoniques sont regroupés en clusters et ne possedent
pas d'introns. De plus, leurs ARNm ne sont pas polyadénylés mais possédent une structure
en épingle a cheveux nécessaire a leur stabilité et leur traduction pendant la phase S
(Dominski & Marzluf, 1999; Pandey et al., 1990). En revanche, les pré-ARNm des variants
d'histones peuvent contenir des introns. Ils peuvent donc subir des épissages alternatifs
(comme pour macro-H2A) et sont polyadénylés (Marzluff et al., 2002; Rasmussen et al.,
1999).

Les histones canoniques sont majoritairement exprimées pendant la phase S et
incorporées dans la chromatine au cours de la réplication ce qui n'est pas forcément le cas
pour les variants d'histones qui peuvent &tre exprimés tout au long du cycle cellulaire
(Albig & Doenecke, 1997; R. S. Wu et al., 1982). Ainsi, a la différence des histones
canoniques qui sont plutot associées a I'ADN nouvellement synthétisé et majoritairement
impliquées dans la régulation de la transcription, les variants d'histones remplacent les
histones déja intégrées a la chromatine sous certaines conditions pour remplir des
fonctions spécifiques telles que la réparation des dommages a I'ADN, I'établissement des
centromeres ainsi que I'activation et la répression de la transcription (Talbert & Henikoff,
2010). Leurs fonctions particulieres s'expliquent par les altérations de structure et de
dynamique qu'elles entrdinent au niveau des nucléosomes. Ainsi, la présence de tels
variants dans la chromatine ajoute un niveau de complexité a la régulation de la structure
chromatinienne.
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1. Les variants de I'histone H2A
L'histone canonique H2A est composée d'environ 130 acides aminés lui conférant une
masse moléculaire proche de 14kDa. Il existe 8 variants de H2A: H2A.X, H2A.Z,
macroH2A (subdivisé en macroH2A1l et macroH2A2), H2A.Bbd (aussi subdivisé en
H2A.Bbd type 1 et type 2/3), H2A.V et H2A.J. Tous ces variants ont des masses
moléculaires différentes des formes canoniques et peuvent posséder des isoformes.

a) H2A.X

Chez les mammiféres, entre 2 et 25% des nucléosomes contiennent le variant H2A.X.
Chez I'nomme en particulier, il est présent dans tous les types cellulaires. Il posséde 86%
d'’homologie avec la séquence canonique. Il contient un motif consensus SQ en position
139, au niveau de son extrémité C-terminale (Mannironi et al., 1989). Ce motif peut étre
phosphorylé par les kinases ATM, ATR et DNA-PK (Burma et al., 2001). Dans le cas de
cassures double brin notamment, le niveau de la forme phosphorylée appelée YH2A.X
augmente considérablement formant ce qui est appelé des foyers yH2A X (pour de plus
amples détails, voir la partie II-A du premier chapitre). La présence de yH2A.X est
associée avec une conformation reldchée de la chromatine permettant une meilleure
accessibilité des cassures aux protéines de réparation (Fink et al., 2007). De méme, il a
été montré que l'incorporation du variant H2A.X dans la chromatine limite la fixation de
I'histone de liaison H1. Cependant, cela ne semble pas altérer de maniére significative la
structure du nucléosome. En revanche, lorsque ce variant est phosphorylé, non seulement
la fixation de I'histone H1 est encore plus limitée mais le nucléosome est également
déstabilisé (Li et al., 2010).

H2A.X contient un deuxieme site de phosphorylation, la tyrosine 142. Contrairement da la
sérine 139, la tyrosine 142 posséde un niveau basal non nul de phosphorylation dans
I'ensemble des cellules de mammifére. La déphosphorylation de ce résidu s'avere
notamment €tre cruciale pour la phosphorylation de la sérine 139 et une réparation des
dommages a I'ADN correcte (Cook et al., 2009; Xiao et al., 2009).

Par qilleurs, des souris n'exprimant pas ce variant présentent une instabilité génomique
au niveau de leurs cellules B et T ainsi que leurs fibroblastes (Celeste et al., 2002).
L'absence de forme phosphorylée de H2A X altére les recombinaisons de 'ADN (Petersen
et al., 2001) eft, lorsque la délétion est couplée a une délétion de p53, les souris sont
prédisposées a développer des lymphomes ainsi que d'autres types de cancers (Bassing et
al., 2003).

b) H2A.Z
Le variant H2A.Z peut représenter jusqu'a 15% de la quantité totale de H2A incorporés
dans la chromatine. Il possede 60% dhomologie avec la séquence canonique. Les
particularités de séquence de ce variant en modifient les caractéristiques
électrostatiques. Cela crée des déstabilisations au sein du hucléosome entre les diméres
H2A.Z-H2B et H3-H4 mais aussi une perturbation de l'interaction avec I'histone de liaison
H1 (Suto et al., 2000; Thakar et al., 2009). L'instabilité des nucléosomes engendrée par
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ce variant pourrait expliquer son rdle. En effet, lors de sa découverte chez Tetrahymena
thermophila, H2A.X a essentiellement été trouvé dans les zones transcriptionnellement
actives et absent des régions silencieuses (Allis et al., 1980). Il a depuis été confirmé que
la présence de H2A.Z est corrélée a une activation transcriptionnelle et que ce variant
est enrichi au niveau des TSS (Transcription Start Site) actifs (Barski et al., 2007). Par
ailleurs, la décompaction de la chromatine induite par ce variant facilite le recrutement
de protéines de réparation des dommages a 'ADN au niveau des cassures double brin (Y.
Xu et al., 2012).

¢) macroH2A

Le variant macroH2A différe de H2A canonique essentiellement par sa taille de 372
acides aminés, soit pres de trois fois celle de H2A canonique. Le premier tiers de sa
séquence présente 65% d'homologie avec H2A tandis que le reste en C-terminal n'en
présente aucune. Deux genes présents sur le chromosome X codent pour macroH2A1 et
macroH2A2 (Chadwick & Willard, 2001b). Deux épissages alternatifs de macroH2A1
(macroH2A1.1 et macroH2A1.2) résultent finalement en trois isoformes de macroH2A
(Rasmussen et al., 1999). Les nucléosomes contenant macroH2A sont plus stables du fait
d'une interaction plus forte de macroH2A avec H2B. Cela induit un niveau de compaction
plus élevé de la chromatine (Chakravarthy & Luger, 2006; Changolkar & Pehrson, 2002;
Muthurajan et al., 2011). MacroH2A, qui est présent aussi bien dans les cellules males que
femelles, semble enrichi au niveau du chromosome X inactif des cellules femelles
(Costanzi & Pehrson, 1998). Il est également enrichi au niveau de l'alléle muet lors de
I'empreinte parentale (Choo et al.,, 2006). Ces données, ainsi que d'autres études,
suggerent donc un rdle de ce variant dans la répression des génes (Doyen et al., 2006).
MacroH2A est également surexprimé pendant la différentiation des cellules souches. Il
participe alors a leur stabilisation dans leur état différencié ce qui permet d'éviter leur
reprogrammation en cellules pluripotentes (Barrero et al., 2013; Gaspar-Maia et al., 2013;
Pasque et al., 2011).

d) H2A.Bbd

A l'inverse des autres variants, H2A.Bbd est spécifique des mammiferes. Il ne présente
que 48% d'homologie avec H2A canonique et est considérablement plus court que les
autres variants. Contrairement a macroH2A, H2A.Bbd est totalement absent du
chromosome inactif X mais est trés abondant dans les régions actives du génome
(Chadwick & Willard, 2001a). A l'instar de H2A.Z, les nucléosomes contenant H2A.Bbd
semblent moins stables que ceux contenant une version canonique de H2A et I'ADN
s'enroulant autour est considérablement plus court avec 118 paires de base contre 147
habituellement (Bao et al., 2004; Gautier et al., 2004). Ce variant pourrait donc contribuer
a faciliter la transcription des genes en augmentant l'accessibilité de la chromatine
(Tolstorukov et al., 2012).
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2. Les variants de I'histone H2B

Malgré l'existence de 19 protéines H2B, seuls 3 variants spH2B (sperm-specific H2B),
TSH2B (Testis-Sperm specific H2B) et H2BFWT (H2B histone Family member W Testis-
specific) ont été clairement identifiés et on en ignore encore toutes les fonctions
(Churikov et al., 2004; Gineitis et al., 2000; Zalensky et al., 2002). spH2B a été découvert
dans un complexe se liant aux télomeéres et H2BFWT semble tre également enrichi dans
les régions télomériques ce qui laisse penser que ces deux variants participeraient a la
stabilisation des complexes télomériques (Churikov et al., 2004; Gineitis et al., 2000).
TSH2B possede quant-a-lui dans sa partie N-terminale une phénylalanine a la place d'une
sérine phosphorylable. Or cette sérine est normalement phosphorylée par MSTI
(Macrophage-STimulating 1) lors de l'apoptose (Cheung et al., 2003). Ce variant non-
phosphorylable pourrait donc jouer un réle dans le blocage de I'apoptose dans les cellules
spermatiques.

3. Les variants de l'histone H3
La famille de I'histone H3 comprend H3.1 et H3.2 qui sont considérés comme des histones
pseudo-canoniques, le variant H3.3, le variant centromérique CENP-A et des variants
spécifiques aux testicules non présents dans les cellules somatiques.

Les histones H3.1 et H3.2 sont fortement exprimées lors de la phase S et incorporées a
la chromatine pendant la réplication. H3.1 est codé par 10 génes différents tandis que
H3.2 n'est codé que par 3 genes. Au hiveau de leur séquence protéique, un seul acide aminé
differe entre H3.2 et H3.1. Cette subtile variation semble toutefois permettre une Iégere
modulation de fonction puisque H3.1 est principalement associé a I'hétérochromatine
constitutive tandis que H3.2 est plut6t localisé au niveau de I'hétérochromatine
facultative (Hake & Allis, 2006).

a) H3.3

Dans certains cas, le variant H3.3 peut représenter prés de la moitié des espéces totales
de H3 incorporées dans la chromatine. Il différe de I'histone pseudo-canonique H3.1 par
seulement 5 acides aminés et peut s'incorporer dans la chromatine soit lors de la phase S
par la méme voie que les histones pseudo-canoniques soit indépendamment de celle-ci
(Ahmad & Henikoff, 2002). Son expression est maintenue tout au long du cycle cellulaire.
Bien que ses différences de séquences par rapport aux histones pseudo-canoniques soient
faibles, H3.3 est le plus souvent incorporé lors d'une activation transcriptionnelle ou il
remplace H3.1 (Mito et al.,, 2005; Schwartz & Ahmad, 2005). En accord avec ce
remplacement spécifique, H3.3 est enrichi en marques associées a une activation de la
transcription comme H3K4me3 et colocalise avec un autre variant d'histone, H2A.Z, au
niveau des promoteurs de génes actifs tandis que H3.1 est plus généralement associé a
des marques plutot répressives (Hake et al.,, 2006; Jin et al., 2009). De plus,
I'incorporation de H3.3 contribue a une ouverture de la chromatine et favorise la
transcription en inhibant la formation de structures d'ordre supérieur malgré un effet
tres limité sur la stabilité du nucléosome (P. Chen, Zhao, Wang, et al., 2013).
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b) CENP-A

Les centromeres sont des régions particulieres de la chromatine ot se forment les
kinétochores, des plateformes d'ancrage pour les microtubules qui vont permettre la
ségrégation des chromatides pendant la division cellulaire (Amor et al., 2004). Le variant
CENP-A (CENtromer Protein A) doit son nom a sa localisation spécifique dans cette région
chromosomique et est essentiel a la propagation et au maintien des centromeres (McKinley
& Cheeseman, 2016; Yoda et al., 2000). CENP-A ne partage que 50% d'homologie avec
I'histone pseudo-canonique H3.1. Ce variant est exprimé tout au long du cycle cellulaire
mais présente un pic d'expression en fin de phase S. Il est ensuite intégré a la chromatine
par la chaperonne HTURP (Holliday JUnction Recognition Protein) au début de la phase 61
(Dunleavy et al., 2009; Foltz et al., 2009; Jansen et al., 2007). En complément de son rdle
au hiveau des centromeéres, il a été montré que des embryons de souris déficientes pour
CENP-A décedent dans la premiere semaine de gestation et présentent des anomalies de
fragmentation et d'’hypercondensation de la chromatine (Howman et al., 2000).

4. Les variants de l'histone de liaison H1

L'histone H1 joue un réle clé dans la compaction et la formation des structures d'ordre
supérieur de la chromatine (Robinson & Rhodes, 2006). Cette histone se lie au nucléosome
au niveau du point d'entrée et de sortie de 'ADN et protége I'ADN de liaison entre les
nucléosomes. H1 stabilise ainsi I'interaction de I'ADN avec le nucléosome et limite I'action
des complexes de remodelage ATP-dépendants (Hill, 2001). Puisque la présence de H1
augmente la compaction de la chromatine, il a été postulé que cela diminue I'accessibilité
a des facteurs de transcription. A l'origine, H1 a donc été associé a une répression de
I'expression des genes. Cependant, il a depuis été montré par FRAP (Fluorescence
Recovery After Photobleaching) que la dynamique d'association et de dissociation de H1
avec la chromatine est extrémement rapide (Misteli et al., 2000). De plus, I'existence de
plusieurs variants et MPTs dont certaines offrant la possibilité de recrutement de
facteurs de transcription suggere que H1 serait plus un régulateur trés fin de la
transcription qu'un répresseur général (Harshman et al., 2013; Kamieniarz et al., 2012).

Chez I'homme, il existe 10 variants de I'histone de liaison H1. H1.0 @ H1.5 et H1.X sont
exprimés dans de nombreuses cellules somatiques. H1t, HIT2 et Hloo sont quant-a-eux
spécifiques des cellules germinales (Izzo et al., 2013). L'expression de H1.1 a H1.5 et H1t
est dépendante de la réplication de 'ADN tandis que celle des autres est indépendante
de la réplication de I'ADN.

Les fonctions des variants de H1 restent difficiles & mettre en évidence. En effet, le
simple ou double knockout de variants de H1 chez la souris ne résulte pas en des
phénotypes trés marqués mais en une compensation par la surexpression d'autres variants.
Cela laisse penser qu'une certaine redondance des rdles des variants existerait (Fan et
al., 2001). Cette redondance semble toutefois limitée puisque les variants de H1 possedent
des profils spatiaux-temporels d'expression différents, notamment au cours de la
différentiation cellulaire et du développement embryonnaire (Izzo et al., 2008).
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D'ailleurs, le knockout simultané de trois variants de H1 résulte en une réduction de 50%
de la quantité totale de H1 et s'avére |étal a I'état embryonnaire (Fan et al., 2005). On
peut tout de méme souligner le fait que le variant H1.2 semble &tre bien corrélé a
I'expression des génes. Il est hotamment moins abondant que les autres au niveau des TSS
(Transcription Start Site) actifs et sa présence au hiveau des promoteurs augmente avec
la répression de I'expression des génes (Millan-Arifio et al., 2014).
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Chapitre 3 : L'information épigénétique associée a la sénescence
cellulaire

La chromatine posséde une structure dynamique grdce au remplacement permanent des
histones, a leurs modifications multiples et a l'intégration de variants. Cette variabilité
permet une régulation fine de diverses fonctions : transcription, réplication, réparation
des dommages. En prolifération, une grande partie de cette modulation structurale a lieu
lors de la réplication de 'ADN. Or, les cellules sénescentes ont beau ne plus proliférer,
elles restent métaboliquement actives. Comment les fonctions de la chromatine peuvent
donc étre maintenues lors de la sénescence ? Le dernier chapitre de cet état de l'art
apporte des pistes de réflexion sur les mécanismes permettant la modification de la
structure de la chromatine en sénescence par l'insertion de variants ou des changements
de modifications post-traductionnelles dans le contexte de la sénescence cellulaire. Je
m'attarderai plus particulierement sur le variant H2A.J et les données préliminaires a ce
projet de doctorat.

I. Epigénome de la sénescence

A. Modifications épigénétiques en sénescence

1. Marques épigénétiques associées aux SAHFs

La marque la plus évidente d'une réorganisation structurelle globale de la chromatine lors
de la sénescence est la formation de SAHFs. L'utilisation de la microscopie confocale a
permis de résoudre la structure en couches concentriques de ces SAHFs. IIs présentent
en leur cceur un enrichissement de la marque répressive H3K9me3 entouré dun
enrichissement de la marque H3K27me3. Les SAHFs sont également enrichis en la
protéine HP1 (Heterochromatin Protein 1), des protéines d'architecture de la chromatine
de la famille HMGA et le variant d'histone macroH2A. En revanche, les marques
d'euchromatine comme H3K9ac et H3K4me3 en sont exclues (Chandra et al., 2012; Narita
et al., 2006; R. Zhang et al., 2005).

On peut également observer un enrichissement de la marque H4K20me3 dans les cellules
sénescentes et dgées, spécifiquement au cceur des SAHFs, avec H3K9me3. Cette
derniére marque permet notamment le recrutement de la protéine méthyltransférase
SUV420H2 responsable de la modification de H4K20 (Nelson et al., 2016).

2. Modification des domaines chromatiniens et territoires chromosomiques
en sénescence
La perte de lamine Bl est une autre caractéristique notable des cellules en sénescence.
Une conséquence directe de cette perte de lamine Bl est le détachement des domaines
chromatiniens habituellement liés a la lamine nucléaire : les LADs (Lamina-Associated
Domains). En conditions normales, la liaison de la chromatine a la lamine de I'enveloppe
hucléaire favorise sa condensation sous forme d'hétérochromatine et joue un rdle
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protecteur envers des séquences répétées du génome. La perte de cette interaction
entraine donc une déstabilisation et une redistribution de cette hétérochromatine vers
l'intérieur du noyau (Camps et al., 2015; van Steensel & Belmont, 2017). On peut se
demander si l'apparition des SAHFs ne pourrait pas €tre une conséquence de cette
redistribution de I'hétérochromatine.

Une analyse par ChIP-seq (Chromatin ImmunoPrecipitation - DNA sequencing) de la
distribution de H3K4me3 et H3K27me3 a été réalisée dans des cellules en sénescence
réplicative, sénescence induite par activation d'un oncogéne et des cellules de patients
atteints de progéria (donc une population hétérogene de cellules dgées caractérisées par
une perte de lamine Bl pas forcément toutes sénescentes). Cette étude a montré des
changements a grande échelle avec I'apparition de domaines enrichis en ces deux marques
et d'autres déplétés en H3K27me3. La perte de H3K27me3 dans ce second type de
domaine est fortement corrélée avec I'augmentation de I'expression des génes associés a
la sénescence : génes anti-prolifératifs, du SASP, etc. (Shah et al., 2013).

On peut observer en sénescence uhe réorganisation plus générale des structures d'ordres
supérieurs de la chromatine. Dans chaque territoire chromosomique sont identifiables des
compartiments séparés qui peuvent &tre actifs ou réprimés. Ces compartiments sont eux-
mémes divisés en TADs (Topologically Associated Domains) (Cremer et al., 2000; Cremer
& Cremer, 2001). Chaque structure individuelle est séparée des autres grdce a la présence
de protéines comme la cohésine, CTCF (CCCTC-binding Factor) et la condensine IT
(Merkenschlager & Nora, 2016; Rosin et al., 2018). Il a été montré que la structure des
TADs et des compartiments reste globalement inchangée en sénescence par rapport a
des conditions de prolifération ou quiescence. Cependant, les interactions longue distance
sont diminuées tandis que les interactions courte distance sont accrues en sénescence
réplicative. De plus, certains TADs operent des changements de compartiment dans le
sens actif vers réprimé ou l'inverse. Ces changements sont d'ailleurs en accord avec les
modifications d'expression génique (Criscione et al., 2016).
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JOVIVVIVIVON

2z . Changement de compartiment
Cellule 4gée / en sénescence

Fusion de TAD
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Figure 24 : Changements d'organisation spatiale globaux associés a la sénescence.
Adapté de (N. Yang & Sen, 2018).
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3. Modifications épigénétiques et expression des génes en sénescence
Un enrichissement important de la marque d'activation H4K16ac au niveau des promoteurs
des génes actifs peut €tre observé dans les cellules en sénescence réplicative (Nativio et
al., 2018; Rai et al., 2014).

Par ailleurs, une diminution de la protéine méthyltransférase EZH2 (Enhancer of Zeste
Homolog 2) est associée a une diminution de la marque H3K27me3 et une induction rapide
de la sénescence dans des cellules primaires humaines (Ito et al., 2018). Au contraire,
l'inhibition de la protéine méthyltransférase MLL1 en sénescence ne diminue que
modestement le niveau de la marque H3K4me3 mais drastiquement celui de YH2AX au
niveau des génes du SASP ce qui inhibe leur expression (Capell et al., 2016).

Quant-a H3K27ac, une cartographie de sa localisation dans des cellules en prolifération,
quiescentes et en sénescence induite par I'activation d'un oncogene a révélé un remodelage
dynamique trés important au niveau des enhancers en sénescence. Cette marque est en
effet perdue au niveau des enhancers proches des génes impliqués dans la prolifération
tandis que de nouveaux super enhancers apparaissent a proximité des génes du SASP.
Certains de ces super enhancers sont des sites de liaison de BRD4. L'inhibition de BRD4
ou simplement de son bromodomaine permet de réguler |'expression des génes du SASP
sans avoir d'impact sur le maintien de la sénescence (Tasdemir et al., 2016). Une étude
indépendante plus récente a également montré que l'histone acétyltransférase p300
induit la formation de ces super enhancers en sénescence. De plus, sa déplétion avant
induction de sénescence entrdine un retard a I'entrée en sénescence réplicative d'environ
6-7 passages et sa déplétion aprés entrée en sénescence diminue I'expression des genes
associés a la sénescence situés a proximité des super enhancers (Sen et al., 2019).
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Figure 25 : Changements de modifications d'histones en sénescence.
(N. Yang & Sen, 2018)
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B. Variants d'histones et sénescence
L'implication des variants d'histone dans le vieillissement, la sénescence cellulaire et le
cancer ayant fait l'objet d'une revue rédigée pendant ce doctorat et insérée dans la partie
résultat, ce sujet ne sera pas davantage développé ici.

IT. Le variant H2A.J

A. Variant H2A.J et sénescence
Le laboratoire ayant accueilli ce projet de doctorat s'intéresse a l'identification et la
caractérisation de nouveaux régulateurs et biomarqueurs de la sénescence cellulaire. Les
travaux de thése de Kévin Contrepois ont permis le développement d'une méthode de
profilage rapides des isoformes d'histones par UHPLC-MS (Ultra High Performance Liquid
Chromatography - Mass Spectrometry) (Contrepois et al., 2010). L'utilisation de cette
méthode lui a permis de réaliser une étude détaillée des modifications post-
traductionnelles et variants impliqués dans la compaction de la chromatine et le maintien
a long terme de l'organisation chromatinienne pendant la sénescence cellulaire. Plusieurs
modeles d'induction de la sénescence ont été étudiés (sénescence réplicative, induite par
activation d'un oncogene et induite par des dommages a I'ADN) a un temps précoce et un
temps plus tardif : 5 jours et 21 jours.
Activation de RAF

Ajout d’étoposide
Carence en sérum

Stade précoce (e-) Stade tardif (d-)
Fibroblastes WI38
\4 l
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[ Spectrométrie de masse et RT-qPCR ]

Figure 26 : Schéma du protocole expérimental de K. Contrepois.

Parmi les résultats obtenus, K. Contrepois a mis en évidence I'accumulation spécifique d'un
variant de H2A dans des conditions de sénescence caractérisée par des dommages
persistants a 'ADN. Ce variant nommé H2A.J qui ne représente que 1% de la quantité
totale de H2A en prolifération s'accumule jusqu'a atteindre 7 a 11% de la quantité totale
de H2A dans des conditions de sénescence avec dommages a I'ADN (Contrepois et al.,
2017).
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Figure 27 : Accumulation du variant d'histone H2A.J en sénescence induite avec des
dommages a I'ADN dans des fibroblastes humains.
Abondance relative de H2A.J par rapport a I'ensemble des H2A canoniques déterminée par la
quantification du peptide Gly5-Argl2.

Les travaux de these de Clément Coudereau ont ensuite permis de montrer que le variant
H2A.J n'a pas d'effet visible sur I'entrée ou le maintien de la sénescence en réponse a des
dommages a I'ADN mais est nécessaire a I'expression des genes du SASP.

. N - o Y]
SASP gene enrichment plot e R
07§ [+9] (6]
oald NES = 1.5 = =2
e . f pre L
£ os] FWER=0.013 QL BT . £9_oy9q0 N _ToNotils o
£ o ? b5, ELSBersdiea 0N @ na A REEEERS i3,
8 03 xé%w‘#22><$8w0(“5><§§><><0-——o(50§<§o(“5222087\§w~—
a0 OCCIEFFOE00Z28033000=2=20T02L3085FF00=220-
E 02 r =" - TR
§ = [T I | o EN )
= | L IS sh3
| uln h”ﬁ
|\| LI i,
' =] sh-NT
sh- NoTarget (SEN) sh-H2AFJ (SEN) "EEEEE

Figure 28 : Importance de l'accumulation de H2A.J pour une expression normale du SASP
en sénescence.

A gauche, un graphique d'analyse GSEA montrant le rang de 38 génes du SASP parmi I'ensemble
dans génes différentiellement exprimés avec le knock-down de H2A.J dans des fibroblastes
WI38 immortalisés hTERT sénescents. A droite, la heat map correspondante pour les 38 génes
du SASP (chaque ligne représente un réplicat biologique).

Cet effet spécifique au niveau des genes du SASP ne peut néanmoins pas &tre expliqué
par une localisation spécifique de H2A.J au niveau de ces genes sur la chromatine. Une
analyse ChIP-seq a au contraire montré que le variant H2A.J se retrouve sur I'ensemble
du génome (Contrepois et al., 2017).

77



Chapitre 3 : L'information épigénétique associée a la sénescence cellulaire

700 bp IL1B 1,000 bp GAPDH
, ' . 2q14.1 o X 12q13.31
| -— —— 2 [ e Genome localization
) . . il gPCR amplicon
Promoter region _ Exonic region ) - rogi q
2 8 ) 5, Promoterregion 4 Eyemaregion 1 Coding DNA sequence
6 l 41 1 3 T Chromatin immunoprecipitation
1 — 2
i 3 3 | igG (negative control)
5 4 2
a £ H2AJ
£ * 21
2 2 2 | = 1 Gene expression level
i 1 1 &g 11 Color key Microarray
= T i o 4
L 0 Lot b o - = il .| . 4-6 8 10 123 analysis
m = o .
NT shJ NT shJ NT_shJ NT shJ NT shJ NT shJ NT shJ NT shJ
Proliferation Senescence Proliferation Senescence

Proliferation Senescence Proliferation Senescence

Figure 29 : ChIP H2A.J ciblé sur le géne du SASP IL1B et le géne de ménage GAPDH.

En collaboration avec le laboratoire de Claudia Riibe (Université de Saarland, Germany), il
a également été montré par immunofluorescence que le pourcentage de cellules
épidermales positives pour H2A.J augmente avec I'dge a la fois chez la souris et chez
I'homme mais aussi chez de jeunes souris irradiées pour induire des dommages a I'ADN.
Le variant H2A.J pourrait donc constituer un nouveau marqueur de sénescence a la fois
in vitro et in vivo (Contrepois et al., 2017).
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Figure 30 : Accumulation de H2A.J avec l'dge dans I'épiderme murin (A) et humain (B).
Marquage H2A.J par immunofluorescence dans des sections de peau chez la souris et I'homme
aux dges indiqués ainsi que chez de jeunes souris (dgées de 2 mois) traitées avec des irradiations
a faible dose répétées.

En poussant I'analyse plus loin, il a été montré que cette accumulation de H2A.J avec I'dge
est variable d'un organe a l'autre chez la souris. Une forte et rapide augmentation de
niveau de H2A.J a notamment pu &tre observée dans le foie et les reins. Cela pourrait
indiquer I'existence de fonctions spécifiques de H2A.J dans certains organes (Contrepois
et al., 2017).

Indépendamment du laboratoire, il a été observé que des lymphocytes T présentant les
caractéristiques typiques de la sénescence (soit un arrét prolifératif, un marquage positif
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avec la p-galactosidase, une expression accrue de plé et p21, la présence de SAHFs et
I'expression de facteurs du SASP) surexprimaient également le variant H2A.J (Fukushima
et al., 2018). Une autre étude a également montré une augmentation de I'expression de
H2AFJ avec l'dge dans la rétine chez 'homme (Parapuram et al., 2010).

B. Spécificités du variant H2A.J
Le variant d'histone H2A.J a été découvert pour la premiére fois chez la souris en 2005
(Nishida et al., 2005). Le géne H2AFJ codant pour H2A.J n'est pas localisé au niveau des
clusters classiques de H2A (sur les chromosomes 1 et 6) mais sur le chromosome 12 a la
bande cytogénétique p12.3 (Rosen et al., 2003). Le gene H2AFJ s'exprime
indépendamment de la réplication.

Seul un ARN messager polyadénylé existe pour H2AFJ. Cela pourrait €tre di a l'insertion
de 214 nucléotides dans son motif tige-boucle qui inactiverait sa fonction. Cette
particularité de séquence pourrait également expliquer son expression constitutive. La
quantité totale de 'ARNm augmente |égérement en absence de prolifération mais a un
niveau équivalent en sénescence et en quiescence. Or, 'accumulation de la protéine H2A.J
est spécifique de la sénescence induite avec des dommages a I'ADN. L'accumulation de la
protéine H2A.J en sénescence résulterait donc d'un phénoméne post-transcriptionnel
(Contrepois et al., 2017).
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Figure 31 : Quantification de I'ARN messager de H2A.J et de diverses H2A en
prolifération, sénescence et quiescence.
Prolif. : prolifération ; Quiescent : quiescence 5 jours ; SenRAF : sénescence induite par
l'activation de RAF 5 jours ; SenETO : sénescence induite par traitement étoposide 5 jours ;
SenRep : sénescence réplicative.
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La séquence protéique de H2A.J possede des spécificités intéressantes. Au niveau de son
extrémité N-terminale, H2A.J posséde une valine a la place d'une alanine en position 11.
Cette caractéristique est unique parmi les variants de H2A et est équivalente a la
présence de deux groupements méthyle supplémentaires sur I'histone. La séquence de
H2A.J différe également au niveau de ces 7 derniers acides aminés C-terminaux. En
particulier, H2A.J possede un motif SQ (sérine-thréonine) potentiellement
phosphorylable en position 123. Cette caractéristique n'est partagée que par H2AX dont
le role clé dans la réponse aux dommages a I'ADN a été décrit précédemment. Bien que
H2A.J soit présent de maniére globale sur la chromatine, on peut supposer que sa forme
phosphorylée ne se trouve qu'au niveau des genes que ce variant régule donc au niveau des
génes du SASP dans un contexte de sénescence induite par des dommages a I'ADN.
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Figure 32 : Alignement de séquence protéique de H2A.J avec H2A1, H2A2 et H2A.X.

C. Le variant H2A.J dans d'autres contextes
Pendant longtemps, le variant H2A.j est resté trés peu décrit dans la littérature mais il
conndit dernierement une popularité grandissante. L'organisation structurale du
nucléosome contenant H2A.J parmi ses histones de cceur a ainsi été décrit récemment
(Tanaka et al., 2020). Autrement, ce variant appardit principalement dans des études en
cancérologie.

Une dynamique d'expression de H2AFJ a été décrite dans un contexte de progression de
tumeur mélanocytaire. Ce géne est préférentiellement exprimé dans les Iésions béghines
initiales puis diminue au cours de la progression fumorale (de Wit et al., 2005). Notre
équipe a également étudié la dynamique d'expression de H2A.J dans un modéle de
carcinogenése dans |'épiderme de souris. Il a ainsi été montré une accumulation de
kératinocytes positifs pour H2A.J et pl6 a des temps précoces. Plus tardivement sont
parfois apparus des papillomes. Les cellules autour de ces papillomes présentaient alors
un marquage élevé pour H2A.J et pl6 tandis que les cellules formant les papillomes en
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étaient dépourvues (Contrepois et al., 2017). Par dilleurs, le traitement de lignées de
mélanome avec des composés anti-inflammatoires non-stéroidiens entrdine une forte
diminution de I'expression de H2AFJ (Yoshitake et al., 2017). Ainsi, H2A.J pourrait jouer
un réle dans la progression tumorale et pourrait tre un biomarqueur pour le diagnostic
précoce de mélanomes et la réponse aux thérapies.

H2A.J a également été décrit dans d'autres types de cancers. En effet, une augmentation
du nombre de copies du géne H2AFJ est fréquente dans les cancers du sein et est
associée a une augmentation du niveau de H2A.J (Cornen et al., 2014; Yao et al., 2006).
De plus, H2AFJ est surexprimé dans les cancers du sein résistants aux thérapies
(Katayama et al., 2019). De méme, il a été identifié comme géne surexprimé et
potentiellement impliqué dans la résistance au sorafenib dans des carcinomes hépatiques
(J. Liu et al., 2019). Dans le cancer colorectal, une forte expression de H2AFJ est
négativement corrélée avec les survies sans événement et sans rechute. Elle est aussi
positivement corrélée avec la résistance a la chimio et radiothérapie (X. Wang et al.,
2019). Enfin, dans le contexte de glioblastomes multiformes, une surexpression de H2AFJ
est détectée et associée avec une faible réponse a la chimiothérapie. Dans des lignées
cellulaires, le knockdown de H2AFJ permet alors de diminuer cette résistance tandis que
sa surexpression |'augmente (H.-H. Lee et al., 2020).

Ainsi, H2A.J semble &tre un potentiel biomarqueur de résistance aux thérapies et de
pronostic défavorable dans certains contextes tumoraux. Les premiers indices sur le
mécanisme d'action impliqué suggerent que H2A.J favoriserait le développement d'un
phénotype inflammatoire néfaste (H.-H. Lee et al., 2020; X. Wang et al., 2019).
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Projet de doctorat

Description générale

La sénescence est une réponse aux stress des cellules caractérisée par un arrét
prolifératif stable. Les cellules qui entrent en sénescence connaissent un certain hombre
de changements que ce soit morphologiques ou métaboliques avec notamment une
augmentation de l'activité Pp-galactosidase ainsi que de l'activité autophagique, une
réorganisation structurelle globale de la chromatine accompagnée de modifications
d'expression génique, etc. En particulier, les cellules sénescence acquierent un phénotype
sécrétoire inflammatoire appelé SASP.

Il a été montré chez I'nomme et chez la souris, une accumulation des cellules sénescentes
avec l'dge. Bien que leur proportion reste relativement faible en ne dépassant pas 20%
des cellules dans les tissus dgés, ce nombre est suffisant pour avoir des conséquences
physiologiques importantes. En effet, les cellules sénescentes ne proliférant pas,
I'intégrité des tissus peut tre davantage compromise en cas de |ésion. Pire encore, les
facteurs inflammatoires du SASP peuvent endommager ou amplifier des dommages dans
les tissus environnants. Par conséquent, il a été montré que la sénescence contribue non
seulement au vieillissement mais aussi au développement de nombreuses maladies liées a
I'dge.

Dans le but de diminuer les effets délétéres de I'accumulation de cellules sénescentes,
deux approches sont envisageables. La réponse la plus étudiée depuis quelques années est
I'élimination spécifique de ces cellules par ce que I'on appelle des sénolytiques. Une autre
possibilité serait de moduler I'expression du SASP. Cependant, les mécanismes
d'activation de ce phénotype sécrétoire demeurent a ce jour trop peu connus pour que
cette piste thérapeutique soit développée.

Des prérequis importants a de telles applications apparaissent donc. D'une part, la
connaissance des voies de signalisations spécifiques de la sénescence et du SASP est bien
entendu impérative pour tenter de les perturber. D'autre part, I'évaluation de I'effet de
composés requiere des moyens d'identification des cellules sénescentes in vitro et in vivo.
Des biomarqueurs existent évidemment mais seule leur utilisation combinée permet
I'identification de cellules sénescentes sans équivoque.

Les cellules sénescentes présentent une réorganisation profonde de la chromatine avec
la formation de SAHFs, des modifications de domaines chromatiniens et de territoires
chromosomiques, une relocalisation de modifications post-traductionnelles d'histones
ainsi que lincorporation de variants dhistones. Ces changements considérables
contribuent non seulement a I'établissement et au maintien de la sénescence mais aussi a
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ses spécificités transcriptomiques. L'état de la chromatine des cellules sénescentes
appardit donc comme un pilier fondamental de cette réponse.

Le laboratoire ayant accueilli ce projet de doctorat est spécialisé dans l'identification de
biomarqueurs et de mécanismes de régulation épigénétiques de la sénescence cellulaire.
Il y a notamment été développé une méthode de profilage des histones par UHPLC-MS
(Ultra High Performance Liquid Chromatography - Mass Spectrometry) (Contrepois et al.,
2010). L'utilisation de cette méthode a permis de réaliser une étude détaillée des
modifications post-traductionnelles et variants impliqués dans la compaction de la
chromatine et le maintien a long terme de l'organisation chromatinienne pendant la
sénescence cellulaire. Ainsi, il a été observé une diminution globale de I'acétylation de
H4K16 dans plusieurs types de sénescence, contribuant a la formation des SAHFs
(Contrepois et al., 2012). Il a également ét+é mis en évidence I'accumulation spécifique d'un
variant de H2A dans des conditions de sénescence caractérisée par des dommages
persistants a I'ADN. Ce variant nommé H2A.J qui ne représente que 1% de la quantité
totale de H2A en prolifération s'‘accumule jusqu'a atteindre 7 a 11% de la quantité totale
de H2A dans des conditions de sénescence avec dommages a I'ADN (Contrepois et al.,
2017). Il a ensuite été montré au sein du laboratoire que le variant H2A.J n'a pas d'effet
visible sur I'entrée ou le maintien de la sénescence en réponse a des dommages a 'ADN
mais est nécessaire a l'expression des genes du SASP. Pour autant, le variant H2A.J se
retrouve sur I'ensemble du génome et pas seulement au niveau des genes qu'il semble
réguler spécifiqguement (Contrepois et al., 2017).

Ce projet de thése s'inscrit dans la continuité de I'€tude du variant H2A.J. Diverses
thématiques y ont donc été explorées :

- la compréhension du mécanisme par lequel I'accumulation de ce variant contrale la
dérépression des génes du SASP en sénescence

- lidentification de potentielles fonctions physiologiques et organe/tissu/cellule-
spécifiques de ce variant.
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Sujet 1: Les variants d'histones dans le vieillissement, la sénescence
cellulaire et le cancer

I. Introduction

Les histones canoniques sont incorporées dans la chromatine au cours de la réplication. En
revanche, les variants d'histones peuvent &tre exprimés tout au long du cycle cellulaire
(Albig & Doenecke, 1997; R. S. Wu et al., 1982). Ainsi, d la différence des histones
canoniques qui sont plutot associées a I'ADN nouvellement synthétisé et majoritairement
impliquées dans la régulation de la transcription, les variants d'histones remplacent les
histones déja intégrées a la chromatine sous certaines conditions pour remplir des
fonctions spécifiques telles que la réparation des dommages a I'ADN, I'établissement des
centromeéres ainsi que l'activation et la répression de la transcription (Talbert & Henikoff,
2010). Leurs fonctions particulieres s'expliquent par les altérations de structure et de
dynamique qu'elles entrdaihent au niveau des nucléosomes et a fortiori a des niveaux
d'ordre supérieur de la chromatine.

En sénescence, caractérisée par un arrét de la prolifération, il pardit concevable
d'observer une diminution progressive de la quantité d'histones canoniques intra-
cellulaire. Certaines questions se posent alors. L'expression de variants peut-elle alors
étre suffisante pour pallier ce déficit et permettre le maintien des fonctions de la
chromatine ? Les variations d'histones incorporées peuvent-elle expliquer I'apparition des
phénotypes chromatiniens caractéristiques de la sénescence ?

Le sujet des variants d'histones dans le contexte de la sénescence n'a volontairement pas
été développé dans l'introduction de cette these puisqu'il a fait I'objet d'une revue
répondant a linvitation du journal International Review of Cell and Molecular
Biology (IRCMB). Cette revue fait également état des connaissances sur l'implication des
variants d'histones dans le vieillissement et le cancer. Les liens entre ces trois contextes
sont d'ailleurs précisés dans la revue afin de clarifier certaines notions et les enjeux qu'ils
représentent.

IT. Stratégies de recherche des données et d'écriture

La recherche des données utiles a I'écriture de cette revue a été réalisée sur Pubmed en
utilisant comme mots clefs le nom des variants avec toutes des variations possibles (par
exemple : macroH2A, macro-H2A, macroH2A.1, macroH2Al, etfc.), leur identifiant
UniProt ainsi que le nom des génes codants pour ces variants. Les publications ainsi
répertoriées ont été classées selon le sujet abordé pour chacun des variants. Des themes
pertinents et permettant le regroupement d'informations sur plusieurs variants ont été
déterminés pour I'élaboration d'un plan d'écriture de la revue. Ainsi, celle-ci ne décrit pas
les variants les uns aprés les autres mais refléte leur complémentarité et la puissance
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Sujet 1: Les variants d'histones dans le vieillissement, la sénescence cellulaire et le cancer

combinatoire de leur incorporation au sein de la chromatine ensemble ou séparément dans
I'espace et le femps.
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Eukaryotic DNA is packaged with a vast panel of proteins into a complex macromolecular
structure called chromatin. The basic unit of this compaction is the nucleosome in which 147
base pairs of DNA are wrapped around a histone octamer containing a central heterotetramer
(H3-H4)2 flanked by two heterodimers H2A-H2B (Luger et al., 1997; Davey et al., 2002). The
linker histone H1 binds to the nucleosome at the DNA entry-exit point thus stabilizing its
structure and protects the DNA linking adjacent nucleosomes. Compelling evidence has
demonstrated that histones play a fundamental role in the regulation of virtually all chromatin
processes. Histone post-translational modifications including methylation, acetylation,
phosphorylation and ubiquitylation among others have been extensively described as dynamic
modulators of chromatin processes (Bannister & Kouzarides, 2011). An additional layer of
complexity is overlaid by the presence of histone variants differing from their canonical
counterparts by only a few amino acids or large domains. These variants are subject to
growing interest as an increasing number of studies have demonstrated that they too are
essential regulators of chromatin dynamic and further processes. Herein, we review the recent
discoveries suggesting that the incorporation of histone variants are key determinants in
complex biological phenomena such as aging and cancer.

Keywords: histone, variant, aging, senescence, cancer

General considerations about histone variants

Histones are amongst the best conserved proteins throughout evolution. They are encoded
by several loci which allows the existence of alternative sequences for each type of histone
(Marzluff et al., 2002). In mammals for example, 26 genes encode for 19 different H2A. 11 of
these are considered canonical as they share more than 97% homologies in their protein
sequence and no particular function has been attributed to them. The other 8 are the variants
H2A.X, H2A.Z (or H2A.Z.1), H2A.V (or H2A.Z.2), H2A.J, macroH2A1 and macroH2A2,
H2A.Bbd type 1 and type 2/3. Thus, we can distinguish canonical histones from their variants
on the basis of two classification systems. First, based on their structures, we can differentiate
homeomorphic variants whose sequences only differ by a few amino acids, from
heteromorphic variants whose sequence variations are to such an extent that they impact their
electrophoretic mobilities (Franklin & Zweidler, 1977; West & Bonner, 1980). The second
classification system is based on the functional characteristics of variants: replication-
dependent or -independent expression (Albig & Doenecke, 1997; Wu et al., 1982), tissue-
specific expression (Doenecke et al., 1997), fulfillment of a particular function (Chen et al.,
2013; Skene & Henikoff, 2013), etc. According to this classification system, only 3 variants
specific to germ cells have clearly been identified to date among the 19 H2B proteins existing
in humans. On the contrary, the H3 histones, comprising H3.1, H3.2, H3.3, CENP-A and 2



testis-specific mates, share more than 96% sequence homologies but are all considered as
variants. As for H4, this histone has no variant even if it is encoded by 14 different genes. Core
histones are not the only ones to have variants. The linker histone H1 has 10 variants, H1.0
to H1.5 and H1.X being expressed in numerous somatic cells and H1t, H1T2 and H1o0 being
germinal cells-specific.

Canonical histones encoding genes cluster on a few regions of the genome and do not contain
introns whereas variants encoding genes are on isolated loci and may contain introns allowing
for alternative splicings (as for macroH2A) (Marzluff et al., 2002; Rasmussen et al., 1999).
Moreover, unlike variants, canonical histones mMRNA are not polyadenylated but have a hairpin
structure necessary for their stability and their translation during the S phase (Dominski &
Marzluff, 1999; Pandey et al., 1990).

Hence, canonical histones are mainly expressed in the S phase and incorporated into the
chromatin during replication. This is not necessarily the case for variants that can be
expressed all over the cell cycle (Albig & Doenecke, 1997; Wu et al., 1982). As a consequence,
canonical histones are usually associated with newly synthesized DNA and implicated in
transcriptional regulation whereas variants commonly replace histones already integrated into
the chromatin under certain conditions to fulfill specific functions such as DNA damage repair,
centromere formation and transcription activation or repression (Talbert & Henikoff, 2010).
These specific roles are rendered possible by the structural and dynamical alterations of the
nucleosomes that they create. Histone variants incorporation in the chromatin then adds
complexity in the regulation of chromatin organisation.

Aging: the cause of all evils?

As time passes, errors and damages accumulate in organisms whereas clearance and quality
control become less effective. The engendered deteriorations can have easily observable
consequences in humans such as hair greying and loss of skin elasticity but also more
profound changes in a wide variety of interconnected homeostatic mechanisms.This makes
of aging one of the most intricate and complex biological phenomena. Among the age-related
mechanisms, cellular senescence is a widely described process.

Cellular senescence was firstly described in 1961 by Hayflick and Moorhead as they showed
that human fibroblasts cultured in vitro could not divide indefinitely and stopped proliferating
after about 50 doublings (Hayflick & Moorhead, 1961). Since then, the definition of senescence
has been extended to become a stress response characterized by a stable proliferative arrest.
Stresses can be due to replicative exhaustion but also irradiation or drug-induced DNA
damages, oncogene activation or tumor suppressor loss, oxidative stress, etc. Then,
subsequent characteristics of senescent cells are the expression of cell-cycle inhibitors p16
and p21, an increase of autophagic activity, an increased resistance to apoptosis, the
expression of a pro-inflammatory secretory phenotype called SASP (senescence-associated
secretory phenotype) and a global reorganization of chromatin that can be illustrated by the
formation of SAHFs (senescence-associated heterochromatin foci) (reviewed in Hernandez-
Segura et al., 2018).

It has been reported that senescent cells accumulate with age in mice and primates tissues.
It has been shown in mice that the percentage of senescent cells increases from 1.4% to
13.8% in subcutaneous stromal cells and to a lesser extent from 5.9% to 6.9% in lung epithelial



cells, 0.2% to 3.5% in spleen cells, 0.3% to 3.3% in small intestinal cells and 0.16% to 1.48%
in lymph node cells between the ages of 2 months and 2 years (Biran et al., 2017). Although
these numbers could seem low as they usually stick below 20%, it is important to remember
that senescent cells are non proliferating cells so tissue integrity may be endangered in case
of injuries. Even worse, senescent cells release inflammatory factors capable of creating and
amplifying damages in surrounding tissue via a paracrine action. As a consequence,
senescence not only has been shown to contribute to aging but also to the development of
many age-related diseases. To counteract the deleterious effects of senescent cells
accumulation, one logical response would be the elimination of those aged and/or damaged
cells. As a matter of fact, the search for senescent cells-targeting drugs called senolytics has
ridden high over the last years (reviewed in Mufioz-Espin & Serrano, 2014; McHugh & Gil,
2017).

Indeed, the immune system never is infallible and its efficiency declines with organismal aging.
Such compounds could then compensate for this loss. The bulk of all immune parameters
changes with age is termed immunosenescence and it leads to the establishment of a
subclinical low-grade chronic inflammation called inflamm-aging (Franceschi et al., 2000).
However, it is important to note that the immune system in the elderly is a result of a continually
evolving process where some functions are reduced but others remain unchanged or even
increased (Sansoni et al., 2008). More precisely, aging is associated with a thymus involution
that could explain several immunosenescence characteristics as it may induce compensatory
proliferation of T cells, which can then lead to premature T cell senescence and changesin T
cell subpopulations contributing to immune system abnormalities (Goronzy & Weyand, 2003).
A shift in cytokine profile in T cell response to inflammation has also been described in the
elderly people (Stacy et al., 2002). Additionally, aging is associated with an accumulation of
self-reactive memory B cells that may be reactivated in the elderly (Stacy et al., 2002). Such
changes of both T and B cell function result in decreased immunity to exogenous antigens
and increased autoreactivity. Together, immunosenescence and inflamm-aging have been
linked to several age-related diseases, including coronary heart disease and stroke, Alzheimer
disease and several autoimmune disorders such as diabetes mellitus, lupus, rheumatoid
arthritis and multiple sclerosis (Grolleau-Julius & Ray, 2010).

Cancer cells and aged cells are fundamentally opposite, as cancer cells can be thought of as
hyperactive cells with advantageous mutations, rapid cell division and increased energy
consumption, while aged cells are hypoactive with accumulated disadvantageous mutations,
cell division inability and a decreased ability for energy production and consumption. However,
aging and cancer remain tightly interconnected as they share mechanisms including telomere
attrition, genomic instability, epigenetic changes, loss of proteostasis, decreased nutrient
sensing and altered metabolism, and also cellular senescence (Aunan et al., 2017).
Senescence is dually involved in cancer. Indeed, under the activation of an oncogene, cells
can undergo a senescence process which limits their malignant transformation (Deng et al.,
2004; Guerra et al., 2003; Sarkisian et al., 2007; Tuveson et al., 2004; Woods et al., 1997).
However, the establishment of a pro-inflammatory environment via the SASP expression
favours the tumorigenesis and the tumoral progression (Coppé et al., 2006; Krtolica et al.,
2001; Liu & Hornsby, 2007; Parrinello et al., 2005). Hence, even if the end-results may either
be shared or divergent, mechanisms of aging are still clearly involved in carcinogenesis and
aging remains the most potent risk factor for cancer development, whatever its type is (Siegel
et al., 2015).



There is growing evidence of epigenetic mechanisms involvement in aging and age-related
diseases. Epigenetics governs the expression and repression of genes which is determinant
for many crucial mechanisms such as embryonic development, cell differentiation and stress
response. As a matter of fact, it is constantly evolving. Epigenetic mechanisms include DNA
methylation by DNA methyltransferases (DNMTSs), histone post-translational modifications
such as methylation, acetylation, phosphorylation and ubiquitylation, incorporation of histone
variants in the chromatin, structural modifications of chromatin and changes in microRNAs as
well as other noncoding regulatory RNAs expression (Grolleau-Julius & Ray, 2010).

When considering the epigenetic information hidden behind biological phenomena, studies
mainly focus on DNA methylation or histone post-translational modifications. However, the
incorporation of histone variants is also a powerful tool for the regulation of the chromatin
dynamics and further processes.

Histone variants in aging

Many mechanistic studies of aging performed at both molecular and cellular levels focus on
the understanding of cellular (or replicative) senescence. In this section, we propose to focus
on the true subject of gerontology and discuss the one of cellular senescence afterwards.

Accumulation of histone variants, a hallmark of aging?

An increase of both macroH2A1.1 and macroH2A1.2 isoforms levels in the liver with age has
been observed in mouse and human. In particular, the proportion of nuclei that stain positive
respectively for macroH2A1.1 and macroH2A1.2 has been shown to rise from 36.5% to 45.2%
and 36.4% to 56.2% between 33-48 year-old and 72-81 year-old healthy human hepatic
tissue. Interestingly, these increases are even more drastic in contexts of age-related tissue
dysfunction such as viral cirrhosis (about 80% positive nuclei for each isoform) or
hepatocellular carcinoma (more than 95%) (Borghesan et al., 2016).

Similarly, the H2A.J histone variant has been found to accumulate with age in mouse as well
as in human epidermal cells. In this study, less than 5% of cells stain positive in young mice
(2 months), but this number reaches about 12% and 25% of respectively hair follicle stem cells
and interfollicular epidermal cells in old mice (24 months). Likewise, the percentage of H2A.J
positive epidermal cells in human increases from 15% to 60% between 17-year-old and 61-
year-old tissues (Contrepois et al., 2017). Similarly, an increased expression of H2AFJ has
been observed in human retina with age (Parapuram et al., 2010). Further analysis of H2A.J
accumulation with age has shown organ-specific differences in mouse. Indeed, H2A.J levels
remain low in the brain even after a year whereas they reach about 11% and 16% of canonical
H2A respectively in the liver and kidney of 3-months-old mice (Contrepois et al., 2017).
Nevertheless, the physiological relevance of H2A.J accumulation with age (including some
tissue-dependent variability) remains unknown to date.

Age-dependent increasing levels of H3.3 are observable in non-senescent but slow or non-
dividing cells contexts like terminally differentiated cells or stem cells. Notably, H3.3
progressively accumulates in the mouse brain, liver and kidney with age resulting in near
complete replacement of H3.1 and H3.2 by the age of 18 months. The accumulation rate is
slower but still occurs in other organs leading for example to 76% of H3.1/H3.2 being replaced
by H3.3 in the heart of 24-months mice (Tvardovskiy et al., 2017). This accumulation of H3.3



cannot simply come down to a passive replacement for chromatin state maintenance as, for
instance, proteins have been found to be specialized in distinguishing H3.3 from H3.1 or H3.2,
and vice versa. Several of these specialized proteins are involved in post-translational
modifications of histones. Interestingly, the relative abundances of a number of H3 PTMs,
including both individual and combinatorial modifications, undergo profound changes in
mouse somatic tissues with age, concomitantly with the progressive replacement of H3.1/H3.2
by H3.3. Remarkably, a subset of age-regulated PTMs, including K36me2, exhibit stable
enrichment on H3.3, suggesting that the increase in their levels during mouse lifespan might
be directly associated with accumulation of H3.3 (Tvardovskiy et al., 2017). Although the
physiological relevance of H3 variant replacement with age remains largely undefined, it has
been shown that H3.3 plays an essential role in regulating pro-longevity transcriptional
programs in C. elegans (Piazzesi et al., 2016).

Histone variants impact healthy aging and leanness

Nutritional strategies based on caloric restriction and fasting have proven to be very efficient
to counteract the occurrence of aging-related pathologies and to promote healthy aging. In
particular, short-term fasting cycles and the administration of fasting mimicking diets have
been shown to diminish cardiovascular and metabolic risk factors in humans, improve cancer
outcome by empowering chemotherapy, slow down tissue aging in animal models, promote
cell regeneration and boost the immune system (Brandhorst et al., 2015; Di Biase & Longo,
2016; Cheng et al., 2014). As a result, high-fat diets are commonly used strategies to
accelerate tissue aging and promote the appearance of aging-related physiological
dysfunctions.

Interestingly, the expression level of macroH2A is altered during obesity-related pathologies.
More specifically, it increases in the liver of mice fed a lipogenic diet displaying NAFLD (non-
alcoholic fatty liver disease) or its inflammatory form NASH (non-alcoholic steatohepatitis)
(Pogribny et al., 2009). Functional studies have shown that macroH2A1.1 and macroH2A1.2
isoforms might have different roles in obesity-related changes. Indeed, macroH2A1.1-
overexpressing hepatocytes display ameliorated glucose metabolism, reduced expression of
lipogenic genes and fatty acids content that would suggest a protective role in liver cells
(Pazienza et al., 2014; Podrini et al., 2015). As for macroH2A1.2, it is nearly absent in the
visceral adipose tissue of obese humans and its overexpression markedly inhibits
adipogenesis in vitro. Surprisingly, macroH2A1.1 might on the contrary have a pro-adipogenic
role as its protein levels positively associate with body mass index and its overexpression
enhances adipogenesis in vitro (Pazienza et al., 2016).

Another histone variant has been found to be implicated in adipogenesis. Indeed, the
incorporation of H2A.Z at the promoter regions of PPARgamma (peroxisome proliferator-
activated receptor) target genes by p400/Brd8 seems to be essential to allow adipocyte
maturation (Couture et al., 2012).

Histone variants in senescence

Canonical histones expression being dependent on replication, it is conceivable that the
proliferative arrest encountered by senescent cells would lead to a depletion of those proteins.
Then, several questions arise in this particular context. Is the expression of histone variants
sufficient to overcome the loss of canonical ones and maintain chromatin fonctions? Is the



incorporation of these variants involved in the appearance of senescence characteristic
phenotypes?

Loss of histones, a hallmark of senescence?
Different studies have shown that a global loss of histones occurs in the chromatin of cells
undergoing senescence.

The tendency differs for histone variants with some of them being depleted as for canonical
histone but others being enriched. Indeed, it has been observed that both H2A.V and H2A.Z
levels are decreased in human melanocytes induced to senesce via serial passages
(replicative senescence) or BRAFV600E (oncogene-induced senescence) (Vardabasso et al.,
2015). Similarly, CENP-A histone variant level undergoes a striking decrease in fibroblasts
undergoing replicative and Ras-induced senescence. In the meantime, other centromere
protein levels increase gradually (Maehara et al.,, 2010). These data indicate that the
centromere protein composition goes through significant changes in senescence. However,
high levels of H3.3 can be observed in replicative senescence (Rai et al., 2014) and a global
enrichment of both macroH2A1.1 and macroH2Al1l.2 isoforms has been observed as
fibroblasts enter senescence after oncogene activation (Chen et al., 2015, Sporn et al., 2009).
A mass spectrometry-based analysis of the histone profile in senescence has also shown an
accumulation of the H2A.J histone variant specifically in the chromatin of fibroblasts induced
into senescence with persistent DNA damages, meaning long-term replicative and therapy-
induced senescence. This variant that only represents 1% of H2A total amount in proliferation
increases by 7-to-11-folds in senescence with persistent DNA damages. Additionally, H2A.J
has been found to accumulate in an in vivo model of RAS-induced senescence in mouse
keratinocytes (Contrepois et al., 2017). Similarly, an accumulation of H2A.J has been
observed in T and T helper cells displaying common features of senescence (Fukushima et
al., 2018; Nguyen et al., 2019).

Core histone variants are not the only ones to be affected in senescence. Linker histone H1
levels have indeed been found to drastically decrease in senescent fibroblasts (Funayama et
al., 2006). However, the phenotypic implications of this depletion remain unknown to date.

Changes of histone composition have been implicated in the senescence entry itself and its
maintenance but also in the appearance of a key phenotype: the expression of SASP.

Histone variants regulate the senescence entry and maintenance

It has been shown that CENP-A knockdown is sufficient to induce a premature senescence
that requires p53, but not p16INK4A-pRb (Maehara et al., 2010). The mechanism of action of
the other depleted histone variant, H2A.Z, has been more extensively described. H2A.Z has
been shown to bind to the promoter of p21 at the p53 binding site and the p400 remodelling
complex is thought to be responsible for this localisation. Upon DNA damage, H2A.Z is
depleted from the cell cycle inhibitor p21 promoter, inducing its transcriptional activation
(Gévry et al., 2007). This removal of H2A.Z could be due to a simple loss of p400 in
senescence or positively directed by the chromatin remodeling protein INO80 (Gévry et al.,
2007; Ding et al., 2018). Interestingly, the depletion of p400 increases p21 expression and
induces premature senescence in a p53-dependent pathway (Chan et al., 2005). Similarly,
the depletion of H2A.Z only induces the expression of p21 and premature senescence in p53
competent cells (Gévry et al., 2007). This suggests that an interplay between H2A.Z and p53




regulates p21 expression at the chromatin level. Remarkably, the use of histone deacetylase
inhibitors (HDACI) induces at p21 promoter a reduction of H2A.Z level, an increase of
acetylated H2A.Z and the recruitment of RNA polymerase |l responsible for p21 expression
(Bellucci et al., 2013). H2A.Z acetylation could be performed via Tip60 acetyltransferase but
contradictory data weaken this hypothesis (Gévry et al., 2007; Bellucci et al., 2013). Be that
as it may, one activator of p21 expression and cell cycle arrest in senescence may then not
be H2A.Z itself but its acetylated form.

Several roles have been attributed to H3.3 enrichment in the entry and maintenance of
senescence. First, ChlP-seq analysis has shown that H3.3 is preferentially incorporated at
promoters of active genes in replicative senescence (Rai et al., 2014). In oncogene-induced
and replicative senescence, a cleaved form of this variant named H3.3cs1, which lacks 21
amino acids of the N-terminal tail has been reported. Then this cleaved variant cannot hold
post-translational modifications like H3K14ac, H3K18ac, H3K4me3, etc. Ectopic expression
of H3.3, and to a greater extent H3.3csl, is sufficient to induce senescence via a rapid
transcriptional downregulation of cell cycle genes (Duarte et al., 2014).

Secondly, H3.3 and macroH2A have been implicated in the appearance and maintenance of
SAHFs. Interestingly, the promyelocytic leukemia protein (PML) plays an important role in
regulating H3.3 incorporation into the chromatin. PML multimerizes to form PML nuclear
bodies which may also contain H3.3 and its histone chaperones HIRA, DAXX, ATRX and DEK
(Delbarre et al., 2013; Ishov et al., 1999; Xue et al., 2003; lvanauskiene et al., 2014). Of note,
whereas H3.1 and H3.2 copurify with the histone chaperone CAF-1, which is responsible for
their replication-coupled incorporation into the chromatin (Tagami et al., 2004), there are
different replication-independent pathways for H3.3 incorporation. HIRA deposits H3.3 at
actively transcribed regions in euchromatin (Ahmad & Henikoff, 2002; Schwartz & Ahmad,
2005; Jin et al., 2009). Surprisingly, H3.3 is also deposited in heterochromatin and regulatory
loci, including the pericentromeric and telomeric regions by the DAXX-ATRX complex and
DEK (Drané et al., 2010; Lewis et al., 2010; Sawatsubashi et al., 2010). Not all PML nuclear
bodies are identical in protein composition which may account for their very variable functions.
Indeed, PML bodies may as well be involved in chromatin remodelling processes favoring
transcription (Kumar et al., 2007) or harbor proteins important for the formation of
heterochromatin such as HP1 and SUV39H1 (Seeler et al., 1998, Carbone et al., 2006).
Importantly, H3.3 chaperone HIRA is recruited to PML nuclear bodies in senescence and
disruption of this translocation impairs the formation of SAHFs (Ye et al., 2007). Hence, fine
regulation of H3.3 incorporation into the chromatin might be essential for the establishment
and maintenance of the senescence-specific chromatin structure, including SAHFs. These
heterochromatin foci notably contain high levels of macroH2A. macroH2A enrichment in SAHF
occurs after their formation which indicates that this histone variant is dispensable for the
formation of SAHFs but it seems to play a role in their maintenance (Zhang et al., 2005). The
formation of such heterochromatin foci is thought to be involved in the repression of E2F target
genes (pro-proliferative genes) (Narita et al., 2003). It has been then hypothesized that SAHFs
could favor senescence entry and maintenance. However, they are proofs indicating that
preventing their formation neither affects senescence entry nor its stability (Contrepois et al.,
2012). Be that as it may, fibroblasts cultured in medium conditioned by cells in oncogene-
induced senescence (OIS) see their chromatin being enriched in macroH2A1 and acquire a
senescent phenotype. Then, this histone variant may be implicated in the paracrine induction
of senescence (Chen et al., 2015).



Histone variants drive SASP expression

Even if the macroH2A histone variant is usually associated with a repressif role and enriched
in heterochromatin, it has been shown that the macroH2Al1l.1 isoform is enriched in
euchromatin where it can either activate or repress transcription in regions characterized by
histones hyperacetylation (Chen et al., 2014). More precisely, macroH2A1.1 can specifically
recognize H2BK20ac via its C-terminal macrodomain (Ruiz & Gamble, 2018). The specialized
role of macroH2A1.1 in transcription regulation is determined by its ability to interact with
poly(ADP-riboses) (PAR) generated by PARP1 (Kustatcher et al., 2005) which induces an
acetylation of H2BK12 and H2BK120 (Chen et al., 2014, Yu et al., 2017). SASP genes are
localised in the genomic regions containing macroH2A1.1 and histones hyperacetylation. This
suggests a local direct regulation of SASP gene expression by macroH2A1.1 (Chen et al.,
2014, 2015). Its depletion in fibroblasts does not impact their entry in senescence under
oncogene activation but drastically reduces SASP expression, the induction of an endoplasmic
reticulum (ER) stress, the generation of reactive oxygen species (ROS) and oxidative DNA
damages but also the activation of the DNA damage response (DDR). The overexpression of
macroH2A1.1 in proliferative fibroblasts has exactly the opposite effect that can be
counteracted by PARPL1 inhibition. An additional ER stress in OIS leads to a reduction of ROS
and DDR activation. Hence, macroH2A1.1 may play a direct activating role in SASP
expression but also an indirect repressive role on the same genes via the induction of an ER
stress, the generation of ROS and the subsequent oxidative DNA damages and activation of
the DDR (Chen et al., 2015).

Similarly, the depletion of H2A.J by sh-RNAs has been found to strongly delay the
derepression of SASP genes. However, targeted ChlIP and ChlP-seq analyses have revealed
that this specific role of H2A.J cannot be explained by a differential localisation at SASP genes
loci and its mechanism of action remains unknown to date (Contrepois et al., 2017).

Hypothesized roles of linker histone H1 in senescence

H1.2 and H1.4 most abundant H1 variants simultaneous depletion by sh-RNA has been shown
to increase the accessibility of the chromatin at repeated regions of the genome including
transposable elements and endogenous retroviruses. The generated noncoding RNAs may
then trigger an interferon response (lzquierdo-Boulstridge et al., 2017). Interestingly, it has
been shown that the activation of the interferon pathway is sufficient to induce a senescence
entry and the expression of SASP (Gluck et al., 2017; Moiseeva et al., 2006; Takahashi et al.,
2018). A direct link between H1.2 depletion and senescence entry or SASP expression has
not yet been proved but this track would merit to be explored.

Histone variants in cancer

Histone variants, senescence and cancer

As previously said, senescence is dually involved in cancer. Indeed, under the activation of an
oncogene or in response to DNA damages, cells can undergo a senescence process which
stops their proliferation and limits their malignant transformation. However, the establishment
of a pro-inflammatory environment via the SASP expression favours the tumorigenesis and
the tumoral progression. Hence, it may not be a surprise to find an increased proportion of
senescent cells nearby tumours. And indeed, an increase of senescent cells can be observed
in premalignant lesions and in tissues adjacent to tumors but they are strongly reduced in the
tumors themselves (Chen et al., 2005; Collado et al., 2005; Contrepois et al., 2017). As a




consequence, the characteristic changes in histone variants content and distribution in
senescence can be observed in this pathological context.

For instance, higher macroH2A1.1 expression has been observed in premalignant mouse lung
adenoma lesions in comparison to the corresponding malignant adenocarcinomas (Sporn et
al., 2009). Moreover, the use of the DMBA/TPA model for skin carcinogenesis (an initial DMBA
treatment for mutagenesis followed by a continued TPA treatment for tumor promotion) shows
an accumulation of H2A.J and pl16 positive senescent keratinocytes. Further TPA treatment
also leads to the outgrowth of occasional papillomas. H2A.J and p16 staining is then elevated
in the skin adjacent to papillomas, but reduced in the cells forming the papillomas (Contrepois
et al., 2017). Similarly, a differential expression pattern has been found to occur for H2AFJ
during melanocytic tumour progression. The gene shows a preferential expression in benign
melanocytic tumour stages that is lost during tumour progression (de Wit et al., 2005).
Moreover, melanoma cell lines treated with nonsteroidal anti-inflammatory drugs encounter a
significant downregulation of H2AFJ expression (Yoshitake et al., 2017).

Histone variants determine therapy response and cancer outcome

Interestingly, histone variants positively or negatively implicated in senescence entry and
maintenance see their expression levels conversely modified in cancer contexts and their roles
in therapy response and cancer outcome perfectly match the hypothesis we could do from the
data obtained in senescence studies.

Indeed, we previously said that CENP-A knockdown is sufficient to induce senescence.
Conversely, high levels and localisation to non-centromeric regions of CENP-A are observed
in a vast panel of cancers such as hepatocellular carcinoma (Li et al., 2011; Long et al., 2018),
glioblastoma (Stangeland et al., 2015), breast cancer (McGovern et al., 2012), lung
adenocarcinoma (Liu et al., 2018), prostate cancer (Song et al., 2019) and colorectal cancer
(Tomonaga et al., 2003) among others. Importantly, elevated CENP-A expression correlates
with malignant progression, higher-grade tumor and increased invasiveness, resistance to
therapies and poor patient outcome in several cancer types (Sun et al., 2016; Zhang et al.,
2016).

Similarly, H2A.Z, whose depletion can induces a premature senescence, is overexpressed in
many types of cancers (Wang et al., 2006; Kim et al., 2013; Baptista et al., 2013; Hua et al.,
2008; Yang et al., 2016; Vardabasso et al., 2015). In particular, H2A.Z overexpression is an
indicator of poor prognosis in melanoma, hepatocellular carcinoma and breast cancer (Hua et
al., 2008; Yang et al., 2016; Vardabasso et al., 2015). However, most of the studies do not
clearly distinguish between H2A.Z.1 and H2A.V (also known as H2A.Z.2). Hence, specific
functions remain unsettled but H2AFZ-KO mouse model studies suggest that the two genes
are non-redundant (Faast et al., 2001). Interestingly, H2A.Z.1 favours metastasis by
increasing epithelial-mesenchymal transition (EMT) and tumour growth via proliferation
promotion in hepatocellular carcinoma (Yang et al., 2016). As for H2A.V, its coding gene
H2AFV has been identified in genomic signatures of high grade breast cancer (Cava et al.,
2014; Sotiriou et al., 2006). It has also been shown that both H2A.Z.1 and H2A.V are highly
expressed in melanoma and that high expression levels correlate with metastatic melanoma
and shorter survival of patients. In addition, H2A.V deficiency could sensitize melanoma cells
to chemotherapy and targeted therapies (Vardabasso et al., 2015).



On the contrary, H3.3 and macroH2A variants expressions seem to be positively correlated
with senescence entry and maintenance. The special case of H3.3 in cancer will be discussed
in a separated part. As for macroH2A, its expression is greatly downregulated in various types
of cancer (Sporn et al., 2009, 2012; Kapoor et al., 2010; Novikov et al., 2011, Hu et al., 2016;
Vieira-Silva et al., 2019) and a tumor suppressive role is generally attributed to this variant.
Hence, macroH2A expression loss correlates with progression of melanoma, bladder cancer
and neoplasms (Kapoor et al., 2010; Kim et al., 2013; Hu et al., 2016). Depletion of macroH2A
also results in increased aggressiveness of teratomas, melanoma, breast cancer and bladder
cancer (Kapoor et al., 2010; Creppe et al., 2012; Dardenne et al., 2012; Park et al., 2016),
while its overexpression reduces proliferation in several cancer cell lines (Kapoor et al., 2010;
Novikov et al., 2011; Dardenne et al., 2012). Interestingly, loss of macroH2A1 enhances cells'
stem-like properties, positively linked with aggressiveness, in bladder cancer and
hepatocellular carcinoma (Park et al., 2016; Lo Re et al., 2018). However, macroH2A1l
isoforms may have very different effects. Indeed, macroH2A1.1 prevents EMT (Hodge et al.,
2018) and its expression level negatively correlates with proliferation and poor prognosis in
lung and colon cancer (Sporn et al., 2009, 2012; Novikov et al., 2011; Li et al., 2016). On the
contrary, macroH2A1.2 expression positively correlates with proliferation in cancer cell lines
in general (Chen et al., 2014). Moreover, a high macroH2A1.2 to macroH2A1.1 ratio increases
migration, invasion and growth of breast cancer cell lines (Dardenne et al., 2012; Li et al.,
2012). Nevertheless, these functions may be context-dependent as a tumor suppressive role
has also been described for macroH2A1.2 in melanoma and bladder cancer (Kapoor et al.,
2010; Park et al., 2016). On the contrary, macroH2A1.1 expression has been found to
positively correlate with poor survival and EMT in triple negative breast cancer (Lavigne et al.,
2014).

H2A.J histone variant is not associated with senescence entry or maintenance. However, a
H2AFJ copy number gain is very frequent in breast cancer and is associated with an increase
of H2A.J expression (Cornen et al., 2014; Yao et al., 2006). In addition, H2AFJ is
overexpressed in therapy resistant breast cancers (Katayama et al., 2019). Similarly, H2AFJ
has been identified as a significantly overexpressed gene and a potential player in sorafenib
resistance in hepatocellular carcinomas (Liu et al., 2019). In colorectal cancer, high H2AFJ
expression is negatively correlated with event-free and relapse-free survivals and positively
correlated with chemoradiotherapy resistance (Wang et al., 2019). Finally, in glioblastoma
multiforme, H2AFJ upregulation is detected and associated with poor chemotherapy
response. Whereas H2AFJ knockdown diminishes this resistance, H2AFJ overexpression
promotes it in several glioblastoma multiforme cell lines (Lee et al., 2020). First hints suggest
that H2AFJ is involved in poor cancer outcome and therapy resistance through an
inflammation promotion (Wang et al., 2019; Lee et al., 2020).

As for linker histone H1, its expression in prostate cancer is positively correlated with an
increase of proliferation (Sato et al., 2012). Its depletion in breast and prostate cancer cells
can induce a proliferative arrest and the induction of senescence (Sancho et al., 2008; Sato
et al., 2012). It also enhances cancer cells resistance to DNA damage inducing therapies
(Konishi et al., 2003).

Mutated histone variants are key drivers of pediatric cancers
Given their importance in transcription (and so signaling pathways) regulation, genes coding
for chromatin-associated or chromatin regulatory proteins are frequently mutated in cancers.




In particular, mutation of histones themselves can occur. The first histone mutants were
identified in genes encoding H3.3 (H3F3A and H3F3B) in pediatric high-grade glioma
(Schwartzentruber et al., 2012; Wu et al., 2012). Subsequent studies have extended the panel
of cancers carrying H3.3, and to a lesser extent H3.1, mutations to chondroblastoma, giant
cell tumors of bone, pediatric soft tissue sarcoma and leukemia among others (Behjati et al.,
2013; Lu et al., 2016; Lehnertz et al., 2017). Pediatric cancers are usually marked by their
small number of mutations. Hence, H3’s reveal all their potential as biomarkers and
therapeutic targets in these cancers. The most studied mutations are the lysine to methionine
mutants K27M and K36M as they hit target sites of methylation. Interestingly, these mutations
affect not only the methylation potential on the mutated histone residue but also global
methylation of non-mutated ones thus engendering major chromatin perturbations (Lewis et
al., 2013; Bender et al., 2013; Chan et al., 2013). Other mutations include G34R, G34V, G34W
and G34L (Behjati et al., 2013). Moreover, crosstalks between these mutations and the nearby
modifications have also been observed. For instance, G34R/V mutations have been found to
strongly impinge on the modification of H3K36 (Lewis et al., 2013). For more details, the
consequences of these mutations have recently been reviewed in Lowe et al., 2019.
Interestingly, the prevalence of H3.3 mutations may be tumor-type dependent. Indeed,
whereas K27 and G34 of H3.3 are affected in 31% of pediatric brain tumors (Schwartzentruber
et al., 2012), 95% of chondroblastomas exhibit K36M alterations, and 92% of giant cell tumors
of bone have K27 mutation (Behjati et al., 2013).

H2A and H2B mutations have also been identified at high frequency in adult uterine and
ovarian serous carcinomas. However, even if H2A and H2B mutations are significantly
enriched in these tumors, no particular mutation seems to be recurrent. Still, functional studies
have shown that these mutants might contribute to EMT and the evolution of carcinoma to
sarcoma (Zhao et al., 2016).

Histone variants alter cancer transcriptomes
Perturbations in the histone variant network can lead to the transcriptional activation or
repression of genes involved in cancer development.

For instance, macroH2A isoforms both contribute to stable gene repression in Polycomb-
bound regions and signal-induced gene activation (Gamble et al., 2010). Loss of macroH2A
in cancer has been shown to reactivate the pro-proliferative gene CDK8 in melanoma cells
(Kapoor et al., 2010) and the stemness-promoting gene LIN28B in bladder cancer (Park et al.,
2016). Moreover, macroH2A1 normally represses rDNA gene clusters that are overexpressed
in highly proliferative cells (Cong et al., 2014). In a colorectal cancer cell line, however,
macroH2A1 together with DNA methylation leads to the repression of the cell cycle inhibitor
pl6, resulting in higher proliferation (Barzily-Rokni et al., 2011).

The H2A.Z variant, generally overexpressed in cancers, facilitates the transcriptional
activation of genes promoting cancer development and/or metastasis. Indeed, in hormone-
dependent breast and prostate cancer, H2A.Z is upregulated and contributes to the hormone
receptor-dependent gene activation that drives proliferation and tumorigenesis (Hua et al.,
2008; Slupianek et al.,, 2010; Dryhurst et al., 2011; Tyagi et al., 2018). In particular, the
acetylated form of H2A.Z accumulates at promoters of active genes and correlates with
oncogene activation in cancer (Valdés-Mora et al., 2012). Its accumulation at neo-enhancers
in prostate cancer is also notably a prerequisite for hormone receptor activation (Valdés-Mora



et al., 2017). Furthermore, the p400 ATPases, which can incorporate the H2A.Z variant into
the chromatin, promotes oncogenic Wnt signalling and counteracts the tumour-suppressive
function of the histone acetyltransferase TIP60 (Chevillard-Briet et al., 2014). As for H2A.V,
this variant would promote cellular proliferation by recruiting BRD2 and E2F1 to E2F target
genes and facilitating their transcription (Vardabasso et al., 2015).

Histone variants impact DNA damage repair and genomic stability

DNA damage and repair are double-edged swords in cancer. First, if not properly repaired,
DNA damage can promote genomic and genetic instability, which are associated with
premalignant stages and drive cancer progression (Negrini et al., 2010). Secondly, however,
the induction of high levels of DNA damage is an effective treatment strategy to kill cancer
cells (Helleday et al., 2008).

H2A.X is a histone variant containing a SQ motif in its C-terminal tail (Mannironi et al., 1989).
This motif can be phosphorylated by ATM, ATR and DNA-PK, notably in case of DNA
damages (Burma et al., 2001, Rokagou et al., 1998). The resulting gammaH2A.X forms large
foci and renders chromatin structure more relaxed which increases the accessibility of breaks
to repair proteins (Fink et al., 2007). gammaH2A.X also directly participates in their recruitment
(d’Adda di Fagagna, 2008). As a consequence, H2AFX-KO mice show a genomic instability
in their fibroblasts, B cells and T cells (Celeste et al., 2002) as the absence of the
phosphorylated form of H2A.X impairs DNA recombinations (Peterson et al., 2001). When this
deletion is coupled with a p53 one, mice are predisposed to develop lymphomas and other
types of cancer (Bassing et al., 2003). Moreover, deletion of band 11923 where H2AFX maps
has been detected at a particularly high frequency in several human cancers, including breast
cancer and hematological malignancies (Monni et al., 2001; Srivastava et al., 2008). In all
cases, it is associated with chromosomal instability and higher-grade tumor / poor patient
outcome. Hence, gammaH2A.X has a pivotal role in the DDR and is a key tumor suppressor
factor preventing genomic instability.

DNA double-strand breaks can be repaired either by homologous recombination or non-
homologous end joining (NHEJ) (Hiom, 2010). H2A.Z histone variant is implicated in both of
them. It is rapidly incorporated in the chromatin at DNA damage sites and locally relaxes
chromatin structure thus improving the accessibility to the DNA repair machinery (Xu et al.,
2012). Then, H2A.Z can either be removed by ANP32E and initiate homologous recombination
(Gursoy-Yuzugullu et al., 2015) or remain at DNA damage sites and favour NHEJ (Jiang et
al., 2015), which is more likely to generate genomic translocations and gene fusions.
Interestingly, to our knowledge only the H2A.Z.2 isoform has been shown to undergo such
relocalisations after the induction of DNA double strand breaks (Nishibuchi et al., 2014). H3.3,
together with PARP1 and CHD2, also contributes to the assembly of NHEJ complexes
(Luijsterburg et al., 2016).

MacroH2A has been implicated in chromatin rearrangement during the DDR. However, this
variant favours homologous recombination by increasing chromatin compaction. Both
macroH2A1.1 and macroH2A1.2 isoforms are recruited to sites of DNA damage but their roles
differ. MacroH2A1.1 is rapidly recruited upon DNA-damage associated PARP1 activation and
initial chromatin relaxation (Timinszky et al., 2009; Xu et al., 2012, Kozlowski et al., 2018).
There, it restrains chromatin opening through inhibition of PARP1 activity. MacroH2A1.2
shows a later accumulation and facilitates the recruitment of H3K9 methyltransferase PRDM2



to promote chromatin condensation at DNA damage sites and promote their repair by
homologous recombination (Khurana et al., 2014). Interestingly, macroH2A is frequently
downregulated in cancers whereas H2A.Z and H3.3 are mainly overexpressed. This could
promote error-prone NHEJ over homologous recombination in cancers and worsen genomic
instability. Furthermore, macroH2A1.2 accumulates at fragile genomic regions, meaning sites
of recurrent replication stress, and promotes BRCA1 recruitment protecting them against
replication-stress induced DNA damage and senescence (Kim et al., 2018).

It has been shown that H1.2 linker histone variant is an essential regulator of the DDR-involved
protein ATM. H1.2 can protect the chromatin from an aberrant activation of ATM by interacting
with its MRN complex-recruiting site (Li et al., 2018). Upon DNA damage, H1.2 undergoes
rapid PARP1-dependent chromatin dissociation through poly-ADP-ribosylation of its C-
terminus and further proteasomal degradation (Li et al., 2018). The engendered accelerated
turnover may participate to a general H1.2 depletion in senescence. At least, it explains why
H1.2 depletion in cancer cells enhances their resistance to DNA damage inducing therapies
(Konishi et al., 2003).

CENP-A mislocalization to chromosome arms is a cornerstone of chromosome instability, a
hallmark of many cancers and a major contributor to tumorigenesis. Indeed, CENP-A
mislocalization has been reported to promote chromosome congression and segregation
defects in turn leading to lagging chromosomes, micronuclei formation and a delay in mitotic
exit (Shrestha et al., 2017). Concomitant depletion of CENP-A and p53 increases the
frequency of errors in chromosome segregation during mitosis leading to genome instability
(Maehara et al.,, 2010). In parallel, it has been shown that upon DNA damage, a global
relocalisation of CENP-A occurs. This phenomenon has been shown to require p53 and to be
required for proper DNA repair (Hédouin et al., 2017; Lawrence et al., 2015).

In the normal and error-free cell aging, DDR also occurs naturally. Indeed, successive
replications lead to telomere shortening and loss of protection. At some point, the activation
of the DDR at chromosome ends causes the arrest of cell proliferation by inducing senescence
or apoptosis. To escape this tumor suppressor mechanism, cancer cells require the activation
of a telomere maintenance mechanism. In most cancers, immortalization derives from the re-
activation of telomerase but 10 to 15% of tumors are telomerase-negative and utilize the
alternative telomere lengthening (ALT), based on homologous recombination (Cesare &
Reddel, 2010; Shay & Bacchetti, 1997; Diley & Greenberg, 2015; De Vitis et al., 2018). Hence,
ALT activation likely requires the inactivation of factors repressing the homologous
recombination of telomeres. H3.3 chaperone ATRX not only inhibits homologous
recombination but is also able to repress ALT activity when transiently expressed in ALT-
positive/ATRX-negative cells (Napier et al., 2015). This may explain why the majority of ALT
cancers display mutations in ATRX ou ATRX depletion at the protein level (Lovejoy et al.,
2012).

Conclusion

H2A.X is the most described and exploited histone variant in the context of cancer. The
immunodetection of gammaH2A.X is commonly used to quantify DNA damage in cells and
tissues, and has a precious diagnostic and prognostic value in cancer. Indeed, high levels of
gammaH2A.X are indicative of defective DNA repair and genomic instability characteristic of
premalignant lesions and tumors, and are associated with higher malignancy and poor



prognosis in various cancers. Moreover, as many therapeutic strategies aim to induce DNA
damage in cancer cells, gammaH2A.X also serves to measure the effects of treatment in
patients (reviewed in Redon et al., 2012).

Other histone variants such as H2A.Z or CENP-A for instance also correlate remarkably well
with cancer development and outcome in many contexts. Their use as biomarkers for
diagnostic and prognostic evaluation could then easily be envisaged.

Still about histone variants and cancer, one promising therapeutic application concerns H3.3
mutants. Antigens derived from these cancer-specific somatic mutations are indeed ideal
targets for immunotherapy as their expression is almost entirely limited to tumor cells and so
therapy-induced toxicity is greatly limited. Of note, a clinical trial is currently carried out to
assess the safety and the efficacy of an H3.3 K27M-peptide vaccine in pediatric gliomas
(PNOCO007 trial, NCT02960230).
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Sujet 2 : Mécanisme d'action du variant H2A.J dans la régulation de
I'expression du SASP en sénescence

I. Introduction

Les premieres études réalisées au sein du laboratoire ont mis en évidence I'existence d'un
variant de H2A, nommé H2A.J, s'accumulant dans les cellules induites en sénescence avec
des dommages a I'ADN. La déplétion de H2A.J par interférence ARN a ensuite permis de
montrer que ce variant n'a pas deffet significatif sur I'entrée et le maintien de la
sénescence, la morphologie des cellules sénescentes et leur viabilité. En revanche,
I'accumulation de H2A.J en sénescence s'est avérée nécessaire pour l'expression des
génes du SASP. Pour autant, le mécanisme d'action de H2A.J dans cette régulation
spécifique restait, avant ce projet de doctorat, un mystere. Notamment, une analyse
ChIP-seq avait montré que ce variant est incorporé sur I'ensemble du génome ce qui
laissait présager de I'implication d'autres acteurs dans cette régulation spécifique.

L'étude du mécanisme par lequel I'accumulation du variant H2A.J contrdle la dérépression
des génes du SASP en sénescence constitue le travail majeur de cette thése. Aprées une
bréve description des stratégies adoptées lors de cette étude, les résultats seront
présentés sous la forme d'une publication.

IT. Stratégies d'analyses

A. Identification des partenaires protéiques de H2A.J

La premiere approche envisagée dans le but de comprendre le mécanisme par lequel le
variant H2A.J, s'accumulant sur I'ensemble du génome en sénescence avec des dommages
a 'ADN, contrdle spécifiquement la dérépression des génes du SASP a été l'identification
de ses partenaires protéiques. Il existe de nombreuses méthodes d'investigation des
interactions protéine-protéine. Elles ne fournissent pas toutes les mémes informations et
chacune possede des avantages et des inconvénients. Notamment, des criteres importants
a mditriser lors de I'emploi de ces méthodes sont la sensibilité et la spécificité. En effet,
une haute sensibilité permet de détecter un trés grand nombre d'interactions et une
haute spécificité permet de s'assurer de I'existence réelle des interactions détectées.

Au cours de ce projet de doctorat, plusieurs méthodes biochimiques d'investigation des
interactions protéine-protéine ont été utilisées. Je vais donc dans cette partie présenter
ces techniques afin d'expliquer les choix qui ont été fait.

1. Fixer ou ne pas fixer les interactions
La réticulation chimique est un prérequis régulierement employé pour fixer les
interactions protéiques en place avant d'essayer d'isoler et identifier les protéines qui
interagissent. Le choix de fixer ou non ces interactions dépend alors du contexte. La
fixation permet en effet de stabiliser les interactions fragiles ou particulierement
éphémeéres. Le risque principal est alors la possible formation d'agrégats due a la
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formation de réseaux étendus. Si les interactions étudiées sont relativement stables, il
sera donc préférable de ne pas faire de fixation afin de diminuer les interactions non-
spécifiques. Au-dela de la réticulation classique par le formaldéhyde, il existe des
alternatives mieux adaptées a certains cas ou plus originales comme des analogues
d'acides aminés tels que la diazirine photo-activable.

2. La co-immunoprécipitation comme technique de base

La co-immunoprécipitation est la technique de base pour l'identification des interactions
protéine-protéine. Elle repose sur l'utilisation d'un anticorps lié a des billes pour isoler la
protéine a étudier. Les différents partenaires protéiques accrochés a cette protéine lors
de l'analyse peuvent ensuite &tre identifiés par Western blot. Cette méthode ne peut
néanmoins tre utilisée que pour vérifier des éléments dont on suppose déja la présence
et ne permet donc pas le criblage. Il faut également noter que la co-immunoprécipitation
révele a la fois des interactions directes et indirectes. Un résultat positif indique donc
que deux protéines interagissent directement ou par l'intermédiaire d'un ou plusieurs
pontages moléculaires qui peuvent €tre des pontages de protéines, dADN, d'ARN ou
d'autres molécules.

\ / @ Bille magnétique

Anticorps

V4
-~
% Protéine d'intérét

Figure 33 : Schéma descriptif du principe de la co-immunoprécipitation.

Une alternative fonctionnant en intracellulaire est la technique de double hybride. Pour
cela, on utilise deux protéines test : 'une pouvant se fixer a une séquence activatrice et
I'autre pouvant activer la transcription du géne rapporteur mis sous contréle de cette
séquence. On design ensuite deux protéines chimériques : I'une constituée de l'une des
protéines test fusionnée avec la premiere protéine d'intérét et l'autre formée de l'autre
protéine test fusionnée a l'autre protéine d'intérét. Si les deux protéines interagissent
effectivement, la transcription du gene rapporteur pourra se faire. Etant données les
manipulations faites sur les protéines, cette méthode échoue facilement et nécessite de
nombreux contrdles. Elle peut néanmoins s'avérer précieuse dans le cas ol un anticorps
spécifique ne serait pas disponible pour une co-immunoprécipitation.
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Figure 34 : Schéma descriptif du principe du double hybride.

3. La tandem affinity purification comme technique de criblage
La tandem affinity purification repose sur deux immunoprécipitations successives d'une
protéine chimérique portant une étiquette composée de deux domaines d'affinité. La
double immunoprécipitation du lysat des cellules exprimant cette protéine chimérique
permet une excellente spécificité mais implique aussi l'impossibilité de détecter les
interactions protéine-protéine transitoires. Cette méthode peut &tre couplée a de la
spectrométrie de masse pour une identification a haut débit.
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o8 anti-flag : \Y
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HA : YPYDVPDYA

Figure 35 : Schéma descriptif du principe de la tandem affinity purification.

4. La chromatographie d'exclusion stérique pour séparer les complexes

La chromatographie d'exclusion stérique permet de séparer des complexes protéiques en
fonction de leur volume hydrodynamique. Par cette méthode, on peut donc réaliser un
premier tri des différents complexes et identifier par spectrométrie de masse les
protéines impliquées. Une co-immunoprécipitation peut ensuite &tre réalisée sur chacune
des fractions d'¢élution afin de confirmer l'interaction entre une protéine d'intérét et ses
partenaires potentiels. Cette combinaison de méthodes permet donc a la fois
I'identification d'interactions protéine-protéine et celle des complexes protéiques
auxquels elles appartiennent.
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Figure 36 : Schéma descriptif de la séparation de complexes par chromatographie
d'exclusion stérique.
Les complexes de grand volume (en vert) ne rentrent pas dans les billes poreuses et parcourent
donc en chemin plus court a travers la colonne.

5. Un peu d'intracellulaire pour compléter ?
Le Proximity Ligation Assay, ou PLA, in situ est une méthode immunohistochimique
utilisant des sondes pour la détection des protéines, leurs interactions et leurs
modifications. Le principe repose sur l'utilisation de deux anticorps primaires (produits
dans différentes espéces) spécifiques des deux protéines étudiées. Deux anticorps
secondaires jouent ensuite le rdle de sonde. Ils contiennent chacun une petite séquence
ADN capable d'interagir avec celle de l'autre lorsquelles se trouvent a proximité.
L'assemblage des séquences forme un cercle d'ADN qui est largement amplifié par
réplication. L'ajout de sondes fluorescentes d ADN complémentaire a ces cercles permet
ensuite l'obtention d'un signal fort et donc une détection aisée. Des alternatives
classiques au PLA sont les méthodes de complémentation bimoléculaire et le Fluorescence
Resonance Energy Transfer (FRET). Les méthodes de complémentation bimoléculaires
sont basées sur le design de deux protéines liées a des fragments complémentaires d'une
sonde (fluorescente la plupart du temps) et leur expression dans des cellules. Si les deux
protéines interagissent effectivement, les fragments vont pouvoir interagir et former la
sonde. Dans le cas du FRET, la différence réside dans ce qui est lié¢ aux deux protéines :
un fluorophore excité et donc donneur d'énergie pour 'une et un fluorophore accepteur
pour |'autre. Techniquement, la PLA peut &tre mise en ceuvre plus rapidement et a moindre
colit tout en assurant une excellente sensibilité. Elle semble donc &tre un choix
raisonnable en premiere approche. Dans un second temps, le FRET permet d'obtenir des
données quantitatives sur la force de l'interaction ou la distance entre les deux protéines.
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Figure 37 : Schéma descriptif du principe du Proximity Ligation Assay.

B. Immunoprécipitations de chromatine et analyses transcriptomiques

La seconde approche envisagée dans le but de comprendre les mécanismes d'action du
variant H2A.J en sénescence a été l'identification des voies de signalisations activées
dans différentes conditions. Le protocole d'induction de sénescence avec des dommages
d I'ADN principalement utilisé dans |'étude initiale du laboratoire sur H2A.J consistait en
un traitement étoposide a 20 yM sur deux semaines suivies d'une semaine supplémentaire
sans étoposide, soit un total de trois semaines. Un nouveau protocole d'induction
permettant une réduction importante de cette durée a été établi en début de doctorat.
Il consiste en 48h de traitement étoposide a 100 yM suivis de 5 jours sans étoposide, soit
un total de 7 jours. Par cette méthode, la sénescence est induite efficacement, un SASP
important est exprimé et la mortalité cellulaire reste faible.

Inducti
Induction sh-RNA n N Milieu sans étoposide
(doxycycline) S (toujours doxycycline)
yey (étoposide 100pM) ) yey

1-3 J0 12 17

Figure 38 : Protocole d'induction de la sénescence en 7 jours.

L'influence de I'accumulation du variant H2A.J a alors pu étre étudiée grace au modele de
fibroblastes humains WI38 immortalisés hTERT et contenant un systeme inductible
d'ARN interférent élaboré par C. Coudereau. Le systéme inductible est sous le contrdle
d'un promoteur tet-on (TripZ®) sensible a la tétracycline et la doxycycline. Les ARN
interférents ciblent les ARN de H2AFJ (shH2AFJ #3) ou aucun ARN (shNoTarget).

shNoTarget Prolifération shNoTarget Sénescence

shH2AF #3 Prolifération shH2AF) #3 Sénescence

Tableau 1 : Conditions cellulaires expérimentales.
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Une étude comparative de ces quatre conditions a donc été réalisée. Elle a été basée sur
des techniques de ChIP-seq et de RNA-seq (détaillées ci-apres). L'utilisation de ChIP-seq
permet une localisation génomique des marques dactivation et de répression de la
chromatine telles que H3K4me3, H3K27ac, H3K9me3 et H3K27me3 ainsi que de la RNA
polymerase II. Les RNA-seq permettent ensuite de vérifier I'activation effective de la
transcription de certains génes. La suite de la stratégie a reposé sur une analyse
bioinformatique comparative et intégrative des données dans les différentes conditions
en se focalisant en particulier sur [identification de voies de signalisations
différentiellement activées.

1. Principe du ChIP-seq
L'immunoprécipitation de la chromatine, ou ChIP, est une méthode qui permet de
déterminer les sites de liaison de I'ADN sur le génome pour une protéine particuliére et
donne accés a une représentation des interactions protéine-ADN qui ont lieu dans une
cellule (single-cell) ou une population de cellules.

Le principe a la base de ce procédé est que les protéines qui se lient a 'ADN, soit par
exemple les facteurs de transcription et les histones, peuvent étre réticulées avec ADN
auquel elles sont liées. L'utilisation d'un anticorps spécifique d'une protéine présumée lie
a I'ADN permet alors I'immunoprécipitation du complexe protéine-ADN du lysat cellulaire.

La réticulation s'effectue le plus souvent par un traitement des cellules avec du
formaldéhyde. Celui-ci forme alors des ponts méthyléne (liaisons covalentes) entre les
NH: des acides aminés et acides nucléiques. Apres la réticulation, les cellules sont lysées
et I'ADN est fragmenté a I'aide d'un traitement MNase et/ou d'une sonication. La MNase
est une nucléase permettant de réaliser des coupures double-brin entre les nucléosomes.
Aprés optimisation de la concentration en MNase et du temps de digestion, on peut
obtenir de maniére tres reproductible des fragments d'ADN de la taille de
mononucléosomes, soit environ 147 paires de bases. La sonication est quant-a-elle une
méthode mécanique de fragmentation cassant non seulement 'ADN mais aussi tous les
composants des cellules. Cela peut s'avérer utile dans le cas de cellules difficiles a lyser.
De plus, cette méthode permet la génération de fragments d ADN de taille adaptable sans
biais dii a la structure de la chromatine. On procéde ensuite a I'immunoprécipitation pour
obtenir des complexes protéine-ADN purifiés. Ces derniers sont alors traités avec une
RNase et une protéinase puis chauffés pour supprimer les réticulations par le
formaldéhyde. L'ADN peut ainsi &tre purifié. L'identification et le dénombrement des
fragments d'ADN peuvent ensuite tre obtenus par qPCR ou séquengage haut débit (on
parle alors de ChIP-seq). Le séquengage haut débit permet une localisation des sites de
liaison de la protéine sur I'ensemble du génome sans a priori. En revanche, l'utilisation de
la gPCR simple nécessite la connaissance de la ou les régions du génome ciblées par la
protéine mais permet en contrepartie une plus grande sensibilité.
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Figure 39 : Etapes du ChIP-seq.

2. Principe du RNA-seq

Le protocole expérimental pour du RNA-seq est une simple purification d'ARN suivie d'une
transcription inverse permettant leur conversion en ADNc et leur séquengage. Les
particularités résident dans la sélection des ARN a séquencer. Les ARN polyadénylés sont
les plus couramment analysés car ils représentent les ARN stables non ciblés pour
dégradation et correspondent a des ARN messagers dont le but est la traduction en
protéines. Leur purification est basée sur l'utilisation de billes magnétiques poly(T). Une
sélection moins restrictive est la simple élimination de I'ARN ribosomal, représentant tout
de méme 90% de I'ARN total, par I'hybridation de sondes spécifiques. Il existe également
des protocoles pour la sélection d'autres ARN, notamment les microARN, les ARN
nascents, les ARN non-codants, etc.

3. Analyses bioinformatiques
Les stratégies initialement envisagées pour les analyses bioinformatiques des données de
ChIP-seq et de RNA-seq sont ici détaillées sous forme de schémas. Les protocoles
détaillés effectivement utilisés sont disponibles au lien indiqué dans la publication.
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Figure 40 : Stratégies d'analyses de données de ChIP-seq (A) et RNA-seq (B).
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ABSTRACT
The histone variant H2A.J was previously shown to accumulate in senescent human fibroblasts with

persistent DNA damage to promote inflammatory gene expression, but its mechanism of action was
unknown. We show that H2A.J accumulation contributes to weakening the association of histone H1
to chromatin and increasing its turnover. Decreased H1 in senescence is correlated with increased
expression of some repeated DNA sequences, increased expression of STAT/IRF transcription
factors, and transcriptional activation of Interferon-Stimulated Genes (ISGs). The H2A.J-specific Val-
11 moderates the transcriptional activity of H2A.J, and H2A.J-specific Ser-123 can be phosphorylated
in response to DNA damage with potentiation of its transcriptional activity by the phospho-mimetic
S123E mutation. Our work demonstrates the functional importance of H2A.J-specific residues and

potential mechanisms for its function in promoting inflammatory gene expression in senescence.

INTRODUCTION
Eucaryotic DNA is contained in nucleosomes composed of 2 copies each of 4 core histones (H2A,

H2B, H3, H4), or their variants, plus a linker histone from the H1 family (1). Packaging of DNA into
nucleosomes compacts the genome and restricts its access to enzymes involved in DNA
transcription, replication, and repair. Expression of the canonical core histones is linked to the
replication of DNA (2) and allows rapid reassembly of replicated DNA into chromatin. In contrast, a set
of histone variants are typically expressed in a constitutive fashion that allows their continued
expression in post-mitotic cells (3). Histone variants are thought to play specialized roles in gene
transcription and DNA repair due to their specific protein sequences. For example, the H3.3 variant
differs from canonical H3.1/H3.2 by only 4/5 amino acids that confer specificity with regards to
recognition by histone chaperone complexes and by differential post-translation modification (4). The
H2A.X variant has a short C-terminal extension containing an SQE motif that is phosphorylated by
DNA damage response kinases in response to DNA damage. Phospho-H2A.X then recruits proteins

involved in DNA repair and recombination (5).
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The H1 linker histones join adjacent nucleosomes and contribute to chromatin compaction that can
repress gene transcription (6). Indeed, depletion of histone H1 was shown to lead to derepression of
repeated DNA sequences that subsequently triggered the expression of innate immunity pathways
leading to expression of Interferon-Stimulated Genes (ISGs) (7). Association of H1 to chromatin
involves its binding to both linker DNA and core histones including the C-terminal region of H2A (8, 9).
The H2A.J histone variant encoded by the unique H2AFJ gene (or H2AJ gene in the new HUGO
histone gene nomenclature) is expressed constitutively and differs by canonical H2A by Val-11
instead of Ala-11, and the last 7 amino acids containing an SQ motif in H2A.J (10, 11). We previously
showed that H2A.J accumulates in senescent human fibroblasts induced into senescence by
persistent DNA damage where it promotes inflammatory gene expression, an important component of
the senescent-associated secretory phenotype (SASP) (11). H2A.J was found to be widely deposited
in chromatin, and its mechanism of action was not defined. In this work, we show that H2A.J-specific
residues are functionally important, and we show that H2A.J accumulation contributes to decreased
levels of H1 in senescence, derepression of repeated DNA sequences, and activation of ISG

expression.

MATERIAL AND METHODS
Cells and cell culture. WI-38hTERT/ pTRIPz-sh-No Target (Thermo RHS4743) and WI-

38hTERT/pTRIPz-sh3-H2AFJ (Thermo V3THS_351902) human fetal pulmonary fibroblasts and their
culture conditions were previously described (11). Cells were mycoplasma negative. Senescence was
induced by etoposide treatment following a protocol that allowed rapid induction of inflammatory gene
expression (12). Briefly, cells were grown in the presence of 1 ug/ml doxycycline for 3 days to induce
the expression of sh-RNAs before senescence induction by incubation with 100 uM etoposide for 48
hours. Cells were then washed and incubated in fresh medium without etoposide for 5 days before
harvesting cells for analysis. Doxycycline was maintained throughout the experiment to ensure
continual expression of the sh-RNAs.

Stable WI-38hTERT cell lines that allow doxycycline-regulated expression of H2A.J, H2A.J mutants,
and H2A-type1 were produced by infection with pTRIPz lentiviruses in which the appropriate H2A.J or
H2A coding sequences were cloned as synthetic Agel-Mlul DNA fragments in place of the
corresponding pTRIPz fragment. Transduced cells were selected for resistance to 1 ug/ml puromycin.
The synthetic DNA also coded for a Flag-HA epitope that was added to the N-terminus of the histone
proteins to allow their expression to be distinguished from endogenous sequences, and silent
mutations rendered the encoded H2AFJ mRNAs resistant to the action of sh-H2AFJ RNAs. The
sequence of the synthetic DNA fragments is shown in Supplementary Table 1. Lentiviruses were
prepared from pTRIPz plasmids by co-transfection of 293T cells with packaging plasmids as
described (13).

The effect of expressing H2A.J, H2A.J mutants, and H2A-type1 on the transcriptome of proliferating
WI-38hTERT fibroblasts was performed by inducing the expression of each construct with 100 ng/ml
doxycycline for 7 days before harvesting RNAs. Multiple genes encode canonical H2A species that
are polymorphic at several amino acid residues (11). The H2A-type1 sequence chosen to represent

canonical H2A in this study, in addition to Ala-11 and a canonical H2A C-terminus, differs from H2A.J


https://doi.org/10.1101/2020.10.29.361204
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2020.10.29.361204; this version posted October 30, 2020. The copyright holder for this
preprint (which was not certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in
perpetuity. It is made available under aCC-BY-NC-ND 4.0 International license.

by a threonine in position 17 instead of serine. However, other canonical H2A species also contain
Ser-17 as for H2A.J. Thus, Ser-17 is not an H2A.J-specific residue.

T47D luminal breast epithelial cells for biochemical experiments were cultivated in RPMI-1640 +
Gluta-Max medium containing 10% FBS + pen/strep.

Mouse Embryonic Fibroblasts. A 7 bp deletion at the beginning of the H2AFJ gene was introduced
by a TALEN-mediated DNA break in the C57BI/6-N (Charles River) genome by Cyagen. This
H2AFJA7 mutation created a frame shift with a premature stop codon at the beginning of the H2AFJ
coding sequence (Supplementary Figure 1A). The founder heterozygous mutation was then back-
crossed 6 times to C57BL/6-N mice provided by the Janvier Laboratory (France). Viable homozygous
mutants were obtained after the second backcross. The homozygous H2A.J-ko mice are viable and
fertile and their further phenotypic characterization will be described in a future publication. IF analysis
of MEFs and mass spectrometric analysis of histones extracted from kidneys showed the absence of
detectable H2A.J in the homozygous mutant (Supplementary Figures 1B and 1C). MEFs were
produced from individual H2A.J-ko or isogenic WT C57BL/6-N embryos as described (14) with minor
modifications as described below, and each embryo was sex genotyped by PCR (15). 3 different
female WT and H2A.J-ko MEFs were used for the transcriptome analyses. MEFs were cultivated in
DMEM + Gluta-Max (Gibco 31966) + 10% FBS + pen/strep in a 5% carbon dioxyde and 5% oxygen
incubator. MEFs were passed twice before inducing senescence by treatment with 2.5 uM etoposide
for 6 days (with media changed after 3 days), followed by 3 days incubation in fresh medium without
etoposide (Supplementary Figures 1D and 1E). PolyA+ RNA-seq was performed as described below.
Western blots. Whole cell extracts were prepared by flash freezing cell culture plates and scraping
on ice in denaturing sample buffer containing protease and phosphatase inhibitors. Protein samples
were slightly sonicated, heated to 95°C for 15 minutes, and electrophoresed in SDS-12%
polyacrylamide gels and transferred to nitrocellulose membranes. Membranes were blocked in
Intercept Blocking Buffer PBS (Eurobio 927-40003) and incubated overnight at 4°C with the first
antibodies. The Li-Cor Odyssey CLx infrared imaging system was use to detect the second Dylight-
680 or Dylight-800 labelled antibodies following the manufacturer’s protocols. The following
antibodies were used for immunoblotting: anti-H2A.J (custom-made and characterized as described
(11), 1:1,000), anti-H2A (Abcam, ab18255, 1:1,000), anti-H1.2 (Abcam, ab181977 and ab4086,
1:1,000 and 1:500), anti-flag M2 (Sigma, F1804, 1:1,000), anti-GAPDH (Abcam, ab9485, 1:5,000),
anti-p16 (BD, 554079, 1:250), anti-p21 (Cell Signaling, 2947S, 1:1,000), anti-STAT1 (Invitrogen,
AHO0832, 1:500), anti-phospho-STAT1 (Cell Signaling, 7649S, 1:250), anti-yH2AX (Millipore, 05-636,
1:1,000).

Mass Spectrometric Identification of phospho-S123-H2A.J in irradiated mouse kidneys. A
mouse was irradiated with 50 Gy ionizing irradiation, sacrificed 30 minutes post-IR, and organs were
dissected and frozen. Histones were purified by acid extraction from kidneys and liver as previously
described (11). To search for phosphorylation of H2A.J, acid-extracted histones were digested with
Asp-N and Arg-C (Roche) and the resulting digests were analyzed by chromatography on an Ultimate
3000 nanoL.C (Dionex, Sunnyvale, CA) coupled to a maXis UHR QTOF instrument (Bruker Daltonics,

Bremen, Germany) equipped with a CaptiveSpray ionization source (Bruker Daltonics), essentially as
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described before (16). Peptides were first loaded onto a trapping column (C18 PepMap100, 300 pm
i.d. x 5 mm, 5 ym) at 20 pL/min in 4% acetonitrile containing 0.1% formic acid. Then, the peptides
were eluted towards the nano-column (C18 PepMap, 75 ym i.d. x 15 cm, 3 um, 100 A) at a flow rate
of 300 nL/min, maintained at 35°C and using a 65-min linear gradient (from 4 to 35% acetonitrile
containing 0.1% formic acid). The mass spectrometer source settings were as follows: capillary
voltage, 1.5 kV; dry gas, 4.0 L/min; dry temperature, 150°C. The MS analysis was carried out in the
positive ion mode with a resolution of ~50,000 at m/z ~1200, while MS/MS acquisitions were
performed in a data-dependent acquisition mode using the seven most intense precursor ions.
Precursor ions from the 400-2000 m/z window were fragmented under CID conditions for peptide
identification. All data sets were re-calibrated using a lock mass (m/z 1221.9906) before data
analysis. Resulting MS and MS/MS data were manually extracted and interpreted.

Tandem affinity purification of Flag-HA-H2A.J and Flag-HA-H2A were performed as previously
described (17).

Co-immunoprecipitation assays. Trypsinized cells were washed with PBS and quickly with
Hypotonic Lysis Buffer (10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1.5 mM MgClz, 10 mM KCI, 0.5 mM DTT, protease
inhibitors). Cells were then incubated on ice for 10 minutes in Hypotonic Lysis Buffer and flash frozen
in liquid nitrogen. Cell membranes were disrupted using a Dounce homogenizer with a type B pestle
(25 strokes). Nuclei were pelleted by centrifugation at 1,500 g for 10 minutes at 4°C. Nuclear pellet
was washed once with Hypotonic Lysis Buffer, then resuspended in Nuclear Extraction Buffer (25 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 500 mM NaCl, 1% Triton-X-100, 1% sodium deoxycholate, 1 mM DTT, protease
inhibitors) and incubated on ice for 30 minutes. Chromatin and cell debris were pelleted by
centrifugation at 21,000 x g for 15 minutes at 4°C and the supernatant was recovered as the
nucleoplasmic fraction. This fraction was complemented with 25mM Tris-HCI (pH 7.5) to reduce NaCl
concentration to 150 mM (600 pl final volume). Protein concentrations were determined using the
Pierce 660 nm Protein Assay Kit (Thermo Scientific, #22662) and a NanoDrop 2000
spectrophotometer according to the manufacturer’s protocols. Fractions were treated with Benzonase
Nuclease (Millipore, #E1014) for 30 minutes at room temperature. 10 pul of Protein A/G Magnetic
Beads for IP (ThermoFisher Scientific, #10003D) were used for each IP. Beads were incubated for 1
hour at R.T. with 5 ng of antibody in 10 pl of IP Buffer (25 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.3%
Triton-X-100, 0.3% sodium deoxycholate, 0.3 mM DTT, protease inhibitors). 10% BSA in IP Buffer
were added to the beads for a 5% BSA final concentration. After a 2 hours incubation at 4°C,
supernatants were removed and the antibody-coupled beads were incubated overnight at 4°C on a
wheel with 200 ul / condition of nucleoplasmic fraction adjusted to equal protein concentrations
(complemented with EGTA to 2 mM final concentration where indicated). After IP, beads were
washed three times with 0.1% Tween-20 in PBS and finally resuspended in Western blot denaturing
buffer. Samples were incubated for 15 minutes at 95°C for complete elution of proteins from the
beads and analyzed by Western blot as described above. The following antibodies were used for IP:
anti-IgG (Cell Signaling, 2729S), anti-H1.2 (Abcam, ab181977 and ab4086).

Identification of H1.2-H2A complexes. Approximately 30 million T47D cells were were trypsinized
and washed with PBS and then with Hypotonic Lysis Buffer (10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1.5 mM MgClz,
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10 mM KClI, 0.5 mM DTT, protease inhibitors). Cells were then incubated on ice for 10 minutes in
Hypotonic Lysis Buffer and flash frozen in liquid nitrogen. Cell membranes were disrupted using a
Dounce homogenizer with a type B pestle (25 strokes). Nuclei were pelleted by centrifugation at
23,000 x g for 5 minutes at 4°C. The nuclear pellet was washed once with Hypotonic Lysis Buffer then
resuspended in Extraction Buffer (20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 500 mM NaCl, 1.5 mM MgClz, 2 mM
EGTA, 0.5 mM DTT, 20% glycerol, protease inhibitors) and incubated for 1 hour at 4°C with agitation.
Supernatant was recovered after centrifugation at 89,000 x g for 20 minutes at 4°C. This extract was
kept on ice for 2 hours. Protein complexes were then separated by gel exclusion chromatography on
a Superose 6 Increase 10/300 column with a 0.5 ml.min™" flow rate of Extraction Buffer. 1/5 of 0.5 ml
fractions were concentrated by TCA precipitation and analyzed by Western blot to identify H1.2 and
H2A-containing fractions. Liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry of
electrospray ionized tryptic peptides by the 12BC MS platform was used to identify histone
chaperones within the gel filtration fractions containing H1.2 and H2A.

Successive salt extractions of chromatin. Differential salt extraction of chromatin-associated
proteins followed a previous protocol (18). Trypsinized cells were washed with PBS and quickly with
Hypotonic Lysis Buffer (10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1.5 mM MgClz2, 10 mM KCI, 0.5 mM DTT, protease
inhibitors). Cells were then incubated on ice for 10 minutes in Hypotonic Lysis Buffer and flash frozen
in liquid nitrogen. Cell membranes were disrupted using a Dounce homogenizer with a type B pestle
(25 strokes). Nuclei were pelleted by centrifugation at 1,500 x g for 10 minutes at 4°C. Nuclear pellets
were washed once with Hypotonic Lysis Buffer then resuspended in Nuclear Extraction Buffer (25 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 500 mM NaCl, 1% Triton-X-100, 1% sodium deoxycholate, 1 mM DTT, protease
inhibitors) and incubated on ice for 30 minutes. Chromatin was pelleted by centrifugation at 21,000 x
g for 15 minutes at 4°C and the supernatant was recovered as the nucleoplasmic fraction. This
fraction was complemented with 25mM Tris-HCI (pH 7.5) to reduce NaCl concentration to 150 mM
and EGTA to 2 mM final concentration. The chromatin pellet was resuspended in MNase digestion
Buffer (25 mM Tris-HCI (pH 7.5), 5 mM MgClz, 1 mM CaClz). Chromatin was incubated with 7.5 U.ml"!
MNase (Sigma, #N3755) for 15 minutes at 37°C with mixing at 800 rpm in an Eppendorf
Thermomixer. The reaction was stopped by addition of EGTA to 2 mM final concentration and cooling
on ice. Insoluble components were pelleted by centrifugation at 21,000 g for 15 minutes at 4°C and
the supernatant was recovered as the MNase-digested fraction. This fraction was complemented with
twice the fraction volume of IP Buffer (25 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.3% Triton-X-100,
0.3% sodium deoxycholate, 0.3 mM DTT, protease inhibitors) and EGTA to 2 mM final concentration.
The pellet was resuspended in IP Buffer and incubate for 1 hour at 4°C on a wheel. Insoluble
components were pelleted by centrifugation at 21,000 g for 15 minutes at 4°C. Supernatant was
recovered as the 150 mM extract fraction. This fraction was complemented with EGTA to 2 mM final
concentration. The pellet was resuspended in Max Extract Buffer (25 mM Tris-HCI (pH 7.5), 600 mM
NaCl, 0.3% Triton-X-100, 0.3% sodium deoxycholate, 0.3 mM DTT, protease inhibitors) and
incubated overnight at 4°C on a wheel. Insoluble components were pelleted by centrifugation at

21,000 g for 15 minutes at 4°C and the supernatant was recovered as the 600 mM extract fraction.


https://doi.org/10.1101/2020.10.29.361204
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2020.10.29.361204; this version posted October 30, 2020. The copyright holder for this
preprint (which was not certified by peer review) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in
perpetuity. It is made available under aCC-BY-NC-ND 4.0 International license.

This fraction was complemented with EGTA to 2 mM final concentration. All fractions were
concentrated and desalted by TCA precipitation and analyzed by Western blot.

H1 turnover following cyloheximide shutoff of protein synthesis. Cells were treated with 50
ng/ml cycloheximide and flash frozen at indicated time points. Protein extraction and analysis were
performed as described in the Western blot protocol.

EdU incorporation to assess cell proliferation. 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) was added to cell
culture medium to 25 nM final concentration for 24 hours. Cell fixation, permeabilization and EdU
detection were performed with Click-iT EdU Alexa Fluor 488 Imaging Kit (ThermoFisher Scientific
#C10337) according to the manufacturer’s protocols. Imaging was performed using a Leica DMIRE2
inverted motorized microscope.

Senescence-associated B-galactosidase activity. Formaldehyde-fixed cells were stained with 1
mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactoside (X-gal) in 40 mM citric acid-sodium phosphate (pH
6.0), 5 mM potassium ferrocyanide, 5 mM potassium ferricyanide, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl2 buffer
for 40 hours at 37°C as described (19).

Immunofluorescence. Formaldehyde-fixed cells were permeabilized with 0.2% Triton-X-100 in PBS,
blocked with 5% BSA in 0.1% Tween-20 and PBS for 10 minutes and incubated with primary antibody
in blocking buffer for 2 hours at room temperature. Cells were then incubated with an Alexa-488-
labeled secondary antibody diluted to 1:500 in blocking buffer for 1 hour at room temperature. Nuclei
were stained with 500 ng/ml DAPI for 10 minutes at room temperature. Imaging was performed using
Metamorph software on a Leica DMIRE2 inverted motorized microscope. The following primary
antibodies were used: anti-H2A.J (custom-made as previously described and characterized (11),
1:1,000), anti-p21 (Cell Signaling, 2947S, 1:500), anti-IL1a (R&D Systems, MAB200, 1:200), anti-IL6
(R&D Systems, AF-206, 1:200), anti-STAT1 (Invitrogen, AHO0832, 1:250).

ChIP-seq. Cells were crosslinked with 1% formaldehyde for 10 minutes and then quenched with
glycine at 200 mM final concentration. Cells were washed with cold PBS, scraped and pelleted by
centrifugation at 1,500 x g for 10 minutes at 4°C. Cells were washed again twice with cold PBS and
stored at -80°C in 50 ul of PBS. 150 ul of SDS Lysis Buffer (50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1% SDS, 1 mM
EDTA, protease inhibitors) was added to crosslinked cells. Cells were incubated on ice for 10 minutes
before transfer to 2 ml Eppendorf tubes and addition of 1,300 ul of MNase ChlP dilution buffer (20mM
Tris-HCI (pH 8.0), 1% Triton-X-100, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 3 mM CacClz). Cells were pre-
warmed to 37°C for 5 minutes before incubation with 1 U/ml of MNase (Sigma, #N3755) for 15
minutes at 37°C with mixing at 800 rpm in an Eppendorf Thermomixer. The reaction was stopped by
addition of EGTA to 10 mM final concentration and cooling on ice. Cells were pelleted by
centrifugation at 5,000 g for 5 minutes at 4°C. Cell pellets were resuspended in 300 pl of RIPA buffer
(1X PBS, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, protease inhibitors) and transferred into
Bioruptor-specific tubes. Sonication was performed with a Diagenode Bioruptor Pico sonication device
using the following program: 10 cycles of 30 seconds on and 30 seconds off. Cell debris were
pelleted by centrifugation at 15,000 x g for 5 minutes at 4°C. Chromatin fragmentation was checked
by treating 5% aliquots of each step (bulk after MNase treatment, supernatant after MNase treatment

and supernatant after sonication) with 0.1 mg/ml RNase A at 37°C for 1 hour and 0.2 mg/ml
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proteinase K at 65°C overnight, phenol/chloroform purification and then running in a 3% agarose gel
in Sodium-Borate Buffer (10 mM sodium hydroxide, pH adjusted to 8.5 with boric acid) at 200 V for 30
minutes to check lengths of the DNA fragments. The protocol was optimized to yield a peak of
fragmented chromatin around 100-300bp. DNA concentrations were determined using an Invitrogen
Qubit 2.0 Fluorometer according to the manufacturer’s protocols. 100 ul of Dynabeads protein G
(ThermoFisher Scientific, #10003D) were used for each IP. Beads were washed three times with 1 ml
of PBS/BSA mix (5 mg/ml BSA in 1X PBS, protease inhibitors) before being resuspended in 300 pl of
PBS/BSA mix and stored at 4°C overnight on a wheel. 5 ug of antibody was added to the beads and
tubes were put back on the wheel at 4°C for 2 hours. The following antibodies were used: anti-
H3K4me3 (Cell Signaling, 9751S), anti-RNA polymerase Il (Abcam, ab817), anti-H3K27me3
(Millipore, 07-449) and anti-H3K9me3 (Abcam, ab8898). Antibody-coupled beads were washed three
times with cold PBS/BSA mix before being resuspended in 100 ul of PBS/BSA mix. 300 ul of
fragmented chromatin adjusted to equal DNA concentrations between conditions was added to the
antibody-coupled beads and tubes were put back on the wheel at room temperature for 1 hour, then
at 4°C for additional 2 hours. A 5% Input of fragmented chromatin was kept. Supernatant was
discarded and beads were washed five times with 1 ml of cold LiCl Wash Buffer (100 mM Tris-HCI
(pH 7.5), 500 mM LiCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate) for 3 minutes on a wheel at 4°C then
once with 1 ml of cold TE Wash Buffer (10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0.1 mM Tris-EDTA) for 1 minute on
a wheel at 4°C. Beads were resuspended in 200 pl of IP Elution Buffer (1% SDS, 0.1 M NaHCO3) and
Input volumes were adjusted to 200 ul with IP Elution Buffer. Reverse crosslinking and ChiPed DNA
recovery was performed by incubating the beads- and Input-containing tubes at 65°C for 1 hour with
vortexing every 15 minutes. Beads-containing tubes were centrifuged at 21,000 g for 3 minutes at
room temperature to recover the ChIPed DNA-containing supernatant. Each Input and ChIP sample
was treated with 0.1 mg.ml"' RNase A at 37°C for 1 hour and 0.2 mg.ml! proteinase K at 65°C
overnight, then processed through phenol/chloroform purification. DNA concentrations were
determined using the Qubit.

lllumina ChiIP-seq libraries were then prepared with the NEBNext Ultra Il DNA Library Preparation Kit
(#E7645S) according to the manufacturer’s protocols. DNA concentration was checked using the
Qubit after PCR amplification and after cleanup of PCR reaction. Size distribution was checked after
cleanup of PCR reaction on an Agilent 2100 Bioanalyzer High Sensitivity DNA chip. Correct ligation of
adaptors and sequencing primers was also checked by PCR and migration in a 3% agarose gel in
Sodium-Borate Buffer at 200 V for 30 minutes. 43 bp paired-end DNA sequencing on an lllumina
NextSeq 500 apparatus was performed by the 12BC high throughput DNA sequencing platform.
ChIP-qPCR. Cells were crosslinked with formaldehyde 1% for 10 minutes and then quenched with
glycine at 200 mM final concentration. Cells were washed with cold PBS, scraped and pelleted by
centrifugation at 1,500 g for 10 minutes at 4°C. Cells were washed again twice with cold PBS and
stored at -80°C in 50 pl of PBS. 300 pul of MNase-PBS Buffer (1X PBS, 1% NP-40, 3 mM CaCls,
protease inhibitors) was added to crosslinked cells and then transferred to Bioruptor-specific tubes. A
first sonication was performed to liberate nuclei with a Diagenode Bioruptor Pico sonication device

using the following program: 6 cycles of 10 seconds on and 30 seconds off. This program had to be
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repeated once for senescence conditions. Tubes were pre-warmed to 37°C for 5 minutes before
incubation with 10 U/ml MNase (Sigma, #N3755) for 15 minutes at 37°C under spinning at 800 rpm in
an Eppendorf Thermomixer comfort. The reaction was stopped by addition of EGTA to 10 mM final
concentration and cooling on ice. A second sonication was performed to liberate the fragmented
chromatin with a Diagenode Bioruptor Pico sonication device using the following program: 6 cycles of
[30 seconds ON — 30 seconds OFF]. MNase-PBS Buffer complemented with SDS and sodium
deoxycholate, respectively to 0.1% and 0.5% final concentration. Cell debris were pelleted by
centrifugation at 21,000 g for 10 minutes at 4°C. Each step of the fragmentation (initial state, liberation
of nuclei and liberation of chromatin) was checked under a microscope.

Chromatin fragmentation was checked as described in ChlP-seq protocol and ChIP was performed as
described in ChlP-seq protocol. The antibody used for ChIP was anti-H1.2 (Abcam, ab4086).
Quantitative PCR was performed as described in RT-gPCR protocol. Values were normalized to Input
DNA levels. DNA primers for the gPCR are shown in Supplementary Table 2.

Total RNA-seq and small RNA-seq. RNA was purified using the mirVana miRNA Isolation Kit
(ThermoFisher Scientific, #AM1560) according to the manufacturer’s protocols to yield a fraction
containing total RNAs and a second fraction enriched in small RNAs. The total RNA fraction was used
with the lllumina Ribo-Zero Scriptseq library kit to deplete cytosolic rRNA and prepare DNA librairies.
The small RNA fraction was used with the NEBNext small RNA library prep kit (New England Biolabs,
#E7300) to produce a small RNA library. Libraries were subjected to size selection on a 6% native
polyacrylamide gel to enrich for molecules with inserts within the miRNA size range (18-25 nt). Both
librairies were sequenced using 43 bp paired-end reads. The library preparation and DNA sequencing
were performed by the 12BC high-throughput DNA sequencing platform.

polyA* RNA-seq. Cells were lysed and RNAs were purified using the Machery/Nagel Nucleospin
RNA+ kit. The lllumina TruSeq Stranded mRNA kit was used to select polyA+ RNAs and to prepare
DNA libraries for sequencing using 43 bp paired-end reads.

RT-gPCR. RNA was extracted as indicated in RNA-seq and lllumina Bead ChIP Array protocols.
cDNA was prepared from 500ng of RNA using random hexamer primers. Quantitative PCR was
performed with a Luminaris Color HiGreen Fluorescein gPCR Master Mix (Thermo Scientific #K0384)
and a CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) following the manufacturer’s
protocols. Values were normalized to GAPDH RNA levels. DNA primers for the gPCR are shown in
Supplementary Table 2.

lllumina Bead ChIP Array transcriptome analyses. The effect of expressing H2A.J, H2A.J mutants,
and H2A-type1 on the transcriptome of proliferating WI-38hTERT fibroblasts was assessed by
microarray analyses using lllumina HumanHT-12v4 Bead Chip Arrays as previously described (11).
DNA Sequence availability. RNA-seq, ChlP-seq, and microarray data were deposited in the EBI
Array Express database under the following accession numbers: MEF polyA+ RNA-seq (E-MTAB-
9704), lllumina Bead Chip microarrays (E-MTAB-9706), RNA-seq of small RNAs (E-MTAB-9710),
RNA-seq of rRNA-depleted total RNAs (E-MTAB-9714), ChIP-seq of RNA polymerase Il (E-MTAB-
9717), ChlP-seq of H3-K4me3 (E-MTAB-9718).
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Bioinformatic analyses. R and bash scripts are posted on Zenodo. Briefly, fastq files were trimmed
with Cutadapt (20), quality controlled with FastQC (21), mapped to the hg19 human genome with bwa
(22), or bowtie, or bowtie2 (23). For ChIP-seq experiments, peaks were identified with macs2 (24),
annotated with ChlPseeker (25), and pathway enrichment analysis was performed with ReactomePA
(26). For some RNA-seq analyses, alignment was performed to the transcriptome instead of the
genome with salmon (27). Read counts were then aggregated to the gene level with tximeta (28), and
differential gene expression was analysed with DESeq2 (29), edgeR (30), and limma-voom (31, 32).
Gene set enrichment analysis was performed with camera (33) and with the Broad Institute server
(34). RepEnrich2 (https://github.com/nerettilab/RepEnrich2) was used to assign bam files generated
by bowtie2 to repeated DNA elements, and differential expression analysis was then performed as
above for unique sequences.

The bash and R codes used for the ChlP-seq, Ribo-Zero RNA-seq, and small-RNA-seq
analyses are availabe at Zenodo (10.5281/zenodo.4147010). Code and salmon quant files for the
MEF transcriptome analysis are available at Zenodo (10.5281/zenodo.4140080). lllumina Bead Chip

microarrray analysis code and idat files are available at Zenodo (doi:10.5281/zenodo.4139402).

RESULTS

H2A interacts more strongly with H1 compared to H2A.J

We immuno-purified Flag-HA-H2A.J from the nucleosoluble fraction of HeLa S3 cells to compare its
interacting partners with those of similarly purified canonical H2A (Figure 1A and Supplementary
Table 3). Most abundant proteins co-purifying with H2A.J also co-purified with H2A including
Importin9 and the histone chaperones NAP1L and FACT (composed of subunits SPT16 and SSRP1)
(Supplementary Table 3, highlighted in yellow). It is thus likely that H2A.J is imported into the nucleus
and deposited in chromatin similarly to H2A. The only difference in identified bands between the H2A
and H2A.J purifications was the presence of histone H1 in association with nucleosoluble H2A, but
not H2A.J. We thus sought to verify this differential interaction using targeted co-immunoprecipitation
experiments. We prepared WI-38hTERT human fibroblast cell lines expressing either Flag-HA-H2A.J
or Flag-HA-H2A and immunoprecipitated histone H1 from the nucleosoluble fraction and evaluated
the amount of co-precipitated H2A.J or H2A by immunoblotting. We observed significantly lower
levels of H2A.J associated with H1 compared to H2A in 4 independent experiments (Figure 1B).
Remarkably, we noticed that the interaction of H1 with H2A, and to a lesser extent with H2A.J, was
increased in the presence of the calcium chelator EGTA. This result suggests that calcium, previously
shown to affect the secondary structure of histone H1 (35), weakens the interaction of H1 with H2A
and H2A.J. H2A is typically found in a heterodimeric complex with H2B (36, 37). Superose 6 gel
filtration of T47D cell nucleosoluble extracts showed that H2A and H1 were found in high molecular
weight fractions that also contained the histone chaperones NAP1L, NASP, and SSRP1
(Supplementary Figure 2 and Supplementary Table 4). It thus possible that H1 interacts with H2A-
H2B in the nucleosoluble compartment of cells in association with histone chaperones.

H2A.J Overexpression Decreases H1 Levels
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The lower apparent affinity of H2A.J for H1 suggests that increasing H2A.J deposition in chromatin
might lead to a decreased chromatin association of H1. We explored this possibility by isolating nuclei
from proliferating WI-38 fibroblasts over-expressing Flag-HA-H2A or Flag-HA-H2A.J and extracting
chromatin-associated proteins by micrococcal nuclease (MNase) digestion and successive extraction
with buffers containing increasing salt concentrations. MNase digestion in low-salt conditions
preferentially liberates euchromatic nucleosomes whereas higher salt extractions are required to
liberate heterochromatic nucleosomes (18). Histone H1 was associated to a greater extent with the
chromatin of cells over-expressing H2A compared to H2A.J suggesting that its chromatin affinity
and/or abundance is decreased by H2A.J overexpression (Figure 1C and 1D). Since H2A.J interacts
less well with H1 compared to H2A, we considered that increased H2A.J levels in senescent
fibroblasts might contribute to increased soluble H1 and a potentially increased turnover of H1. We
first compared the effect of overexpressing Flag-HA-H2A.J versus Flag-HA-H2A in proliferating
fibroblasts on total H1 levels. In three independent experiments, overexpression of H2A and H2A.J
led to decreased levels of H1 in total cell extracts, but H2A.J overexpression led to greater decreases
in H1 levels (Figure 2A). Cycloheximide protein synthesis shutoff experiments indicated that the half-
life of H1 was shorter in fibroblasts over-expressing H2A.J compared to H2A (Figure 2B), which could
explain the decreased H1 levels in cells over-expressing H2A.J.

We previously showed that H2A.J levels are low in proliferating WI-38 fibroblasts and increased in
senescent WI-38 fibroblasts (11). It was also shown that H1 levels decrease in senescent WI-38
fibroblasts (38). Consistent with a role for H2A.J in decreasing H1 levels, we found H1 levels to be
slightly higher in senescent WI-38 fibroblasts depleted for H2A.J compared to control sh-NT cells
(Figure 2C). The relatively modest difference in H1 levels suggests that other factors contribute to H1
decreases in senescence, such as transcriptional repression of H1 genes (see below), and increased
calcium in senescence.

H2A.J Expression Contributes to Interferon-Stimulated Gene Expression in Senescence

Our biochemical experiments above suggest that increased expression of H2A.J in senescent
fibroblasts could contribute to the decrease of histone H1 in senescence. Previous work from the
Jordan lab has shown that H1 depletion can lead to the derepression of Interferon-Stimulated Genes
(ISGs) (7). Our previous work showed that H2A.J depletion inhibited inflammatory gene expression in
senescent fibroblasts, and ectopic expression of H2A.J in proliferating fibroblasts stimulated
inflammatory gene expression, and in particular, ISGs (11). Thus, decreased H1 levels in senescent
fibroblasts, dependent in part on increased levels of H2A.J in senescence, could contribute to the
transcription of ISGs as part of the inflammatory gene expression program in senescence. To test this
possibility further, we performed genome-wide analyses of the activating histone H3-K4me3 activation
mark and RNA pol Il occupancy in WI-38/sh-NT and WI-38/sh-H2AFJ in proliferating and senescent
fibroblasts (Figure 3). We induced senescence with etoposide using a protocol (12) that allowed rapid
induction of inflammatory genes (Supplementary Figure 3). Macs2 (24) was used to identify ChIP-seq
peaks that distinguished the sh-NT and sh-H2AFJ fibroblasts in etoposide-induced senescence.
Peaks with differential intensity were mapped to proximal genes with ChlPseeker (25), and the

generated gene set was then analyzed by Reactome pathway enrichment analysis (26). Interferon
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signaling pathways and Interferon-Stimulated Genes were the highest scoring pathways (Figure 3A,
B, and C). Notably, MIR3142HG encoding mIR-146A, was the gene whose H3-K4me3 peak was the
most affected by H2A.J knock-down (Figure 3D). RNA-seq of small RNAs showed that mIR-146A was
highly induced in senescent fibroblasts (Figure 3E) as has been previously reported (39). Consistent
with the decreased levels of the activating H3-K4me3, miR-146A levels were greatly reduced in H2A.J
knock-down cells relative to the NT controls (Figure 3F and Supplementary Table 5). Interestingly,
most previous data on miR-146A indicate that it is a negative feedback regulator of the Interferon
pathway (39, 40), thereby suggesting a defect in this pathway in cells depleted for H2A.J.

H1 depletion was associated with transcriptional derepression of repeated DNA sequences
and transcriptional activation of ISGs (7). We previously reported transcriptome analyses of WI-
38/hTERT fibroblasts expressing sh-NoTarget and two different H2AFJ-shRNAs using lllumina Bead
Cheap arrays that showed a defect in inflammatory gene expression in H2A.J-deleted fibroblasts in
senescence (11). We now describe Ribo-Zero RNA-seq to more globally assess effects of H2A.J
depletion on RNA levels in senescence. Principal component analysis showed good separation of
senescent versus proliferating and sh-NT versus sh-H2AF transcriptomes (Figure 4A). Comparison of
sh-NT cells induced into senescence with etoposide relative to proliferating cells showed the
anticipated repression of E2F-activated cell cycle genes and loss of canonical histone gene
expression, including histone H1 genes, accompanied by increased expression of NFkB and
Interferon-regulated inflammatory genes (Figure 4B, 4C and Supplementary Table 6). Comparison of
sh-H2AFJ cells in senescence relative to sh-NT control cells in senescence also confirmed the
previous microarray analysis indicating a defect in inflammatory gene expression in H2A.J knock-
down cells (Figure 4D-G). GSEA indicated that down-regulation of Interferon Response Genes was
the most significantly affected gene set (Figure 4E), which is consistent with the CHIP-seq results for
H3-K4me3 and RNA polll (Figure 3). We next compared levels of RNAs transcribed from repeated
DNA sequences. Consistent with previous studies (41, 42), most differentially expressed repeat RNAs
were up-regulated in senescent relative to proliferating cells with the greatest increase assigned to
HSATII pericentromeric satellite sequences (Figure 5A). Comparing H2A.J-ko cells with sh-NT cells in
senescence, we found lower levels of RNAs transcribed from 7 repeated DNA elements and
increased transcription from 4 elements (Figure 5B). Three repeated DNA elements, MER53, LTR26,
and LTR23, were induced during the senescence of sh-NT control cells and underexpressed in the
H2A.J knock-down cells in senescence relative to sh-NT cells. We identified DNA primers that allowed
specific PCR amplification of LTR23 and LTR26 sequences from genomic DNA, but we were
unsuccessful in finding primers that allowed amplification of MER53 sequences. We used the LTR23
and LTR26 primers in ChIP-gPCR experiments to quantify the abundance of H1.2 bound to those
sequences in sh-NT and sh-H2AFJ cells in proliferation and in senescence. We found higher levels of
H1.2 bound to LTR23 and LTR26 sequences in the H2A.J-knock-down cells compared to the sh-NT
controls in both proliferation and senescence (Figure 5C). In the H2A.J knock-down cells relative to
sh-NT, we also found higher levels of H1 bound to the promoter regions of the inflammatory genes
IFI6, OAS2, CXCL8, and to the TYR gene that is not expressed in fibroblasts. For most of these

sequences, there was less H1 bound in senescent cells compared to proliferating cells. Overall, these
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ChIP-gPCR results were correlated with global levels of H1 that were higher in sh-H2AFJ cells
compared to sh-NT cells, and higher in proliferating compared to senescent cells (Figure 2C).
Senescent H2A.J-KO MEFs show defects in Interferon-Stimulared Gene expression.

An H2A.J knock-out mouse was prepared as described in the Materials and Methods (Supplementary
Figures 1A-1C) and used to prepare mouse embryonic fibroblasts (MEFs). We further tested a role for
H2A.J in ISG expression by analyzing the transcriptome of WT and H2A.J MEFs induced into
senescence by etoposide (Supplementary Figure 1D and 1E). The transcriptomes of senescent WT
and H2A.J-KO showed strong separation from proliferating MEFs, and a weaker separation
distinguished WT and H2A.J-KO MEFs (Supplementary Figure 4A). Strikingly, gene set enrichment
analysis indicated highly significant defects in Interferon Response Gene Expression in the H2A.J-KO
MEFs in senescence with significant down-regulation in senescent H2A.J-KO cells of a series of
oligoadenylate synthase genes (Oas1g, Oas1a, Oasl1, Oas2, Oasl2) and several ISGs
(Supplementary Figure 4C and 4D and Supplementary Table 7). Thus, H2A.J also contributes to ISG
expression in the heterologous context of senescent MEFs.

STAT1 activation is inhibited in senescent fibroblasts depleted for H2A.J

ISGs are transcriptionally activated by STAT and IRF transcription factors (43). STAT1, STAT2, IRF1,
IRF2, and IRF7 genes were all transcriptionally up-regulated in senescent WI-38hTERT/sh-NT cells
and down-regulated in senescent sh-H2AFJ cells, with STAT1 and IRF7 showing the greatest
differential effect (Figure 6A). This deficit in STAT and IRF expression in the H2A.J-ko cells likely
contributes to their lower level of ISG expression. Transcriptional activation of ISGs often involves
phosphorylation and nuclear translocation of STAT transcription factors. Our transciptomic analysis
indicated that STAT1 was the most highly transcribed STAT factor in WI-38 fibroblasts and its
expression was activated 6-fold in senescence (Supplementary Table 6). Western blot and IF
experiments showed that STAT1 levels, its phosphorylation, and its nuclear translocation were
increased during etoposide-induced senescence, and all of these events were reduced in cells
depleted for H2A.J (Figure 6B, 6C and 6D). Thus, H2A.J is required for maximal activation of the
STAT1 pathway in senescence.

The Conserved H2A.J-Specific Val-11 and Ser-124 are implicated in its transcriptional activity.
H2A.J differs from canonical H2A only by a valine at position 11 instead of alanine, and the 7 C-
terminal amino acids containing a potential minimal phosphorylation site SQ for DNA-damage
response kinases (Figure 7A). We previously showed that this C-terminal sequence is important for
the transcriptional activity of H2A.J (11). To test the functional importance of these H2A.J-specific
sequences, we mutated Val-11 to Ala as is found in all canonical H2A sequences, and we mutated
Ser-123 to either Glu to mimic a phospho-serine residue or to Ala to prevent phosphorylation. We also
substituted the C-terminus of H2A.J with the C-terminus of H2A. These mutants, WT-H2A.J and
canonical H2A-type1 were ectopically expressed in proliferating fibroblasts, and their microarray
transcriptomes were compared to that of proliferating and senescent fibroblasts without ectopic
histone expression. Genome-wide transcriptome analysis indicated that senescent fibroblasts
clustered distinctly from proliferating fibroblasts, and proliferating fibroblasts expressing the H2A.J-
V11A and H2A.J-S123E mutants clustered distinctly from fibroblasts expressing the other H2A.J
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mutants, WT-H2A.J, and H2A (Figure 7B and Supplementary Table 8). Hallmark gene set enrichment
analysis of the transcriptomes of fibroblasts expressing H2A.J-V11A or H2A.J-S123E versus control
proliferating fibroblasts indicated that they showed the same highly significant enrichment for the
Epithelial-Mesenchyme Transition, TNF-Alpha Signaling Via NF-kB, and Inflammatory Response
gene sets (Figure 7C). Notable inflammatory genes including IL1A, IL1B, IL6, CXCL8, and CCL2 are
contained in these gene sets and are often induced in senescence as part of the senescence-
associated secretory phenotype (44). Heat maps showed that the H2A.J-V11A and H2A.J-S123E
mutants were particularly apt at activating the expression of these inflammatory genes in proliferating
fibroblasts (Figure 7D). RT-gPCR experiments confirmed these results for selected inflammatory
genes (Supplementary Figure 5). Val11 thus appears to restrict the potential of H2A.J to promote
inflammatory gene expression. The phospho-mimetic H2A.J-S123E mutant also hyperactivated
inflammatory gene expression relative to WT-H2A.J or the non-phosphorylatable mutant H2A.J-
S123A, suggesting that phosphorylation of S123 might be involved in its transcriptional activity.
H2A.J-S123 is expected to be in proximity to nucleosomal DNA (45, 46) and to the interaction site of
H2A.J with H1 (8, 9), so phosphorylation of S123 might impact both of these interactions. We found
that H2A.J-S123E co-immunoprecipitated less efficiently with H1.2 compared to H2A.J-S123A (Figure
7E), suggesting that phosphorylation of H2A.J-S123 would further weaken association of H2A.J with
H1. We did not detect phosphorylation of H2A.J-S123 in senescent human fibroblasts by mass
spectrometry. Since H2A.J is highly expressed in the liver and kidney of mice (11), we tested for
phosphorylation of H2A.J 30 minutes after irradiating mice with 50 Gy of ionizing irradiation, and we
observed S123 phosphorylation at an estimated level of about 1% of all H2A.J molecules
(Supplementary Figure 6). In contrast, in the same sample, more than 50% of all H2A.X molecules
were phosphorylated at its C-terminal SQE motif. Thus, in response to ionizing irradiation, H2A. X is
phosphorylated much more efficiently than H2A.J. A more sensitive detection method is necessary to
determine whether H2A.J is phosphorylated at low levels in senescent fibroblasts. Overall, our
mutational analysis indicates that the conserved Val11 and Ser-123 are functionally important for

H2A.J transcriptional activity.

DISCUSSION

Our previous work indicated that accumulation of H2A.J promoted the expression of inflammatory
genes in senescent WI-38 fibroblasts with persistent DNA damage (11). Furthermore, over-
expression of H2A.J in proliferating fibroblasts increased inflammatory gene expression, and in
particular, Interferon-Stimulated Genes (ISGs). Derepression of repeated DNA sequences has been
reported in some senescent cells (42, 47), and we confirmed this finding for our WI-38 fibroblasts
induced into senescence by treatment with the DNA-damaging agent etoposide. Repeat RNAs can
induce the expression of ISGs (7, 42). In this work, we show that some repeat RNAs are expressed at
lower levels in senescent WI-38 cells depleted for H2A.J, which may contribute to the decreased ISG
expression observed in these cells relative to sh-NT control cells. We suggest that derepression of
repeated DNA transcription in senescence is explained at least in part by the reported decrease in

histone H1 levels in senescent cells (38). We show here that that accumulation of H2A.J in senescent
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cells contributes to decreasing the half-life of histone H1 by a weakened interaction of H2A.J with H1
compared to H2A with H1. We suggest that the stability of H1 is controlled by its association with
chromatin and with histone chaperone complexes in the nucleosoluble compartment, and these
associations are weakened when H2A.J levels increase in senescence leading to increased turnover
of H1. The C-terminus of H2A was previously shown to interact with H1 (8, 9), so it is plausible that
the divergent C-terminus of H2A.J relative to H2A could weaken its interaction with H1. H2A forms a
heterodimeric complex with H2B rapidly after its synthesis (36, 37). In the nucleosoluble compartment
of cells, we find H1 in gel filtration fractions containing H2A, H2B, and histone chaperones including
NASP, NAP1L, and FACT. We thus suggest that nucleosoluble H1 interacts with H2A and H2B in
complex with histone chaperones, but further work is necessary to precisely characterize these
complexes. Interestingly, the association of H2A with H1 is stabilized in the presence of the calcium
chelator EGTA. Calcium was previously shown to influence the secondary structure of H1 (35), and
calcium levels are increased in senescent cells (48). We thus suggest that both increased H2A.J
expression and increased calcium levels in senescent cells participate in destabilizing the interaction
of H1 with chromatin thereby increasing the turnover of H1 in senescence. Further factors leading to
H1 decreases in senescence include transcriptional repression of H1 genes, and the yet
uncharacterized pathway responsible for H1 turnover (38). Decreased H1 levels in senescence would
then contribute to the derepression of some repeated DNA sequences and consequent activation of
ISG expression (Figure 8). This model is consistent with previous work indicating that H1 levels
decrease in senescent WI-38 fibroblasts (38), and loss of H1 leads to transcriptional derepression of
repeated DNA sequences and ISG expression (7). This model requires further testing. Unfortunately,
previous work indicated that over-expressing H1 in senescent cells did not allow significant restoration
of H1 levels (38). Thus, we need to better characterize the pathway leading to H1 proteolysis in
senescence so that we can restore H1 levels and test its effect on ISG expression. The innate
immunity proteins that recognize repeat RNAs in senescence must also be identified (49).
Transcriptional activation of ISGs is mediated by STAT and IRF transcription factors (43). We found
that STAT1, STAT2, IRF1, IRF2, and IRF7 mRNA levels increased in senescent WI-38 control cells,
and this induction was inhibited in cells knocked-down for H2A.J. Consistently, nuclear STAT1 protein
and phospho-STAT1 were reduced in senescent cells depleted for H2A.J. The reduced expression of
STAT/IRF factors could explain the reduced expression of ISGs in H2A.J-depleted senescent cells.
Transcriptional activation of interferon (IFN) genes by STAT/IRF factors serves in an auto-activation
loop to boost expression of ISGs (43). The IFNB1 gene was induced in senescent WI-38 cells, but its
expression level was low (Supplementary Table 6). De Cecco et al. showed that IFN gene activation
is a late event in the DNA-damage induced senescence of fibroblasts (42). We analyzed cells at 7
days after inducing senescence with etoposide, so we suggest that the induction of IFN gene
expression was only just beginning at this early time point. These authors also showed that the RB1
transcriptional repressor contributes to repression of L1 repeated DNAs in senescence. It remains to
be seen whether H1 and Rb contribute independently to repression of repeated DNA or whether they
are part of the same pathway.
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H2A.J differs from canonical H2A only by a substitution of valine for alanine at position 11,
and in the last 7 amino acids containing an SQ motif in H2A.J that could potentially be phosphorylated
on Ser-123. We tested the effect on inflammatory gene expression of ectopically expressing mutants
of these conserved residues of H2A.J in proliferating fibroblasts relative to wild-type H2A.J and
canonical H2A-type1. The H2A.J-V11A mutant increased expression of inflammatory genes to a
greater extent than wild-type H2A.J, indicating that Val11 normally moderates the potential of H2A.J
to promote inflammatory gene expression. Valine differs from alanine by the addition of 2 methyl
groups on its side gene. The N-terminal tails of core histones protrude from the nucleosome surface
such that they can interact with chromatin regulators. Methylation of histone N-terminal lysine and
arginine residues can contribute to both activation or repression of transcription by forming binding
surfaces for the recruitment of transcriptional regulators (50). We speculate that the dimethyl groups
of H2A.J-Val11 form part of a binding site for a regulatory factor that limits its potential to promote
inflammatory gene expression. We also mutated Ser-123 to Ala to block phosphorylation and to Glu
to mimic phosphorylation. The H2A.J-S123E mutant hyper-activated inflammatory gene expression
whereas the H2A.J-S123A mutant acted similarly to WT-H2A.J. Ser-123 is close to nucleosomal DNA
(45, 46) and its phosphorylation could weaken the interaction of DNA with the nucleosome to facilitate
transcription. Ser-123 is also close to the site of interaction of H2A with H1 (8, 9) and we found that
the H2A.J-S123E mutant interacted less well with H1 compared to H2A.J which in turn interacts less
well than H2A. Thus, H2A.J-S123 phosphorylation could potentially promote inflammatory gene
expression by both loosening the association of DNA with the nucleosome and by weakening the
interaction of H1 with chromatin. Mass spectrometry experiments revealed that H2A.J was
phosphorylated at Ser-123 after irradiation, but at levels that were much lower than for H2A.X. Two
factors may contribute to the lower phosphorylation of H2A.J by DNA damage response (DDR)
kinases. First, the H2A.J-SQK sequence may be a less optimal substrate than the H2A.X-SQE motif
for DDR kinases, and second, the longer C-terminal tail of H2A.X would lead to its greater extrusion
from the nucleosome that would facilitate access of the DDR kinases to the SQ motif. We were
unable to detect phosphorylation of H2A.J-Ser123 in senescent human fibroblasts. If H2A.J was
phosphorylated at only a small number of sites near genes that it regulates, then we may have been
unable to detect it with the reagents and methods currently at our disposal. High affinity anti-phospho-
S123-H2A.J antibodies will be necessary to test for low-level phosphorylation of H2A.J at specific
chromatin sites. Our current work has demonstrated the functional importance of conserved H2A.J N-
terminal and C-terminal residues and it has suggested potential mechanisms for their action in terms
of interactions with H1 and other negative transcriptional regulators, and the wrapping of DNA around

nucleosomes (Figure 8).
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total RNAs (E-MTAB-9714), ChlP-seq of RNA polymerase Il (E-MTAB-9717), ChIP-seq of H3-K4me3
(E-MTAB-9718).
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Supplementary Table 3. Tandem mass spectrometry analysis of proteins co-purifying with Flag-HA-
H2A.J from the nucleosoluble fraction of HeLa S3 cells.

Supplementary Table 4. Tandem mass spectrometry analysis of proteins co-purifying with H1 and
H2A after Superose 6 gel filtration of T47D nucleosoluble extracts.

Supplementary Table 5. Levels of small RNAs (TPM) and differentially-expressed genes for WI-
38hTERT sh-NT and sh3-H2AFJ cells in proliferation and etoposide-induced senescence.
Supplementary Table 6. Levels of total RNAs (TPM) after rRNA depletion, and differentially-
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for sh-NT cells in senescence versus proliferation.

Supplementary Table 7. RNA levels (TPM) and differentially-expressed genes for WT and H2A.J-KO
MEFs in proliferation and etoposide-induced senescence.

Supplementary Table 8. Gene expression levels and differentially expressed genes from Illumina
Bead Chip microarrays of WI-38hTERT cells in proliferation and etoposide-induced senescence, and
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Figure 1. H1 interacts less strongly with H2A.J compared to H2A. (A) Tandem affinity purification
of (Flag-HA)-epitope tagged H2A.J (e-H2A.J) and e-H2A from the nucleosoluble fraction of HeLa S3
cells. Shown is the Coomassie Blue stain of proteins eluted from the affinity beads. Bands identified
by mass spectrometry are labeled. Lane M contains a molecular weight marker. The Mock lane
represents a purification from HelLa cells that do not express an epitope-tagged protein. Note that the
maijor difference between the e-H2A.J and e-H2A purifications is the apparent absence of H1 in the e-
H2A.J purification. e-H2A migrates more slowly than e-H2A.J because it contained 2 copies of the N-
terminal Flag-HA epitope. (B) Upper panel: Western blots of the co-IP of FH-H2A.J or FH-H2A with
histone H1.2 from nucleosoluble extracts of WI-38hTERT fibroblasts expressing FH-H2A.J or FH-
H2A, in the absence or the presence of EGTA. Input shows the amounts of FH-H2A, FH-H2A.J, and
H1.2 in the nucleoplasmic fractions used to immunoprecipitate H1.2. Lower panel: quantification of
the results of 4 independent co-IP experiments showing that H2A co-immunoprecipitates to a greater
extent with H1.2 than does H2A.J, and both interactions are reinforced when the IP is done in the
presence of EGTA. Asterisk: p < .05 by 2-sided t-test. (C) Schematic for the experiment involving
differential salt extraction of chromatin to assay the quantity of H1.2 bound to chromatin. (D) Western
blot showing increased amounts of H1.2 associated with the chromatin of WI-38hTERT fibroblasts
overexpressing FH-H2A compared to cells overexpressing FH-H2A.J.

Figure 2. H2A.J overexpression decreases H1.2 levels and half-life. (A) Upper panel:
representative H1.2 Western blot (n=3) showing that overexpression of H2A.J in WI-38hTERT
fibroblasts decreases the total amount of H1.2 to a greater extent than overexpression of H2A.
GAPDH was used as the normalization control. Lower panel: quantification of H1.2/GAPDH signal for
3 Western blots. Asterisk: p < .05 for 2-sided t-test. (B) Time-course of H1.2 levels in WI-38hTERT
fibroblasts overexpressing H2A or H2A.J after addition of cycloheximide to block protein synthesis.
Shown is the quantification of the H1.2/GAPDH signal ratio for 3 independent experiments. (C) Left
panel: Western blot showing H1.2 levels in WI-38hTERT/sh-NoTarget and WI-38hTERT/sh3-H2AFJ
fibroblasts in proliferation and in senescence induced by etoposide treatment. Right panel:
Quantification for 2 independent experiments of H1.2 levels normalized to GAPDH and to the levels in
shNT cells in proliferation.

Figure 3. H3-K4me3 and RNA poymerase Il ChIP-seq experiments show that interferon
pathways are differentially affected by H2A.J knock-down in senescence, and are associated
with defective induction of miR-146A, a negative feedback regulator of the interferon pathway.
(A,B) Pathway enrichment analysis on differential H3-K4me3 peaks (A) and RNA polymerase Il
peaks (B). For both analyses, peaks that were both increased in senescent versus proliferating sh-NT
cells, and in senescent sh-NT cells versus senescent sh-H2AFJ, were used for the Reactome
pathway analysis. (C) Genome browser displays of RNA polymerase Il ChlP-seq reads (magenta)
and H3-K4me3 reads (citrus green) mapping to the OAS2 gene that is know to be activated by
interferon. (D) Genome Browser displays of H3-K4me3 ChlIP-seq reads mapping to the MIR3142HG
encoding mIR-146A. (E) Log2FC-Average Expression plots of differentially expressed small RNAs for
shNT cells in senescence versus proliferation. (F) Log2FC-Average Expression plots of differentially

expressed small RNAs for shNT cells in senescence versus sh-H2AFJ cells in senescence. The H2AJ
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sequences up-regulated in sh3-H2AFJ cells are small RNA degradation products derived from the
H2AFJ gene.

Figure 4. Ribo-Zero RNA-seq shows a defect in Interferon-Stimulate Gene expression in
fibroblasts depleted for H2A.J in senescence. (A) PCA plot of the transcriptomes for 3 replicates of
each of WI-38hTERT/sh-NT and WI-38hTERT/sh3-H2AFJ cells showing good separation of
senescent versus proliferating and sh-NT versus sh3-H2AF transcriptomes. (B) Log2FC-Average
Expression plots and (C) Hallmark GSEA of differentially expressed mRNAs for sh-NT cells in
senescence versus proliferation. The GSEA shows highly significant Up-regulated enrichment of the
senescent transcriptomes with Interferon and Inflammatory Response gene sets, and highly
significant Down-regulated enrichment with E2F Target, G2M Checkpoint, and Myc Target gene sets
as expected for senescent cells. (D) Log2FC-Average Expression plots of differentially expressed
mRNAs for shNT cells in senescence versus sh-H2AFJ cells in senescence. (E) Log2FC-Average
Expression plots and (F) Hallmark GSEA of differentially expressed mRNAs for senescent sh-H2AFJ
cells versus senescent sh-NT cells. The GSEA shows highly significant enrichment with Down
regulation of Interferon and Inflammatory Response gene sets in the sh3-H2AFJ cells in senescence.
(F) Venn diagram summarizing the differential expression analysis indicating 1046 up-regulated
genes in senescent versus proliferative sh-NT cells and 463 genes down-regulated in senescent sh-
H2AFJ cells versus senescent sh-NT cells of which 260 represent genes that are also up-regulated in
senescence in sh-NT cells. (G) Gene expression heat map for genes that are up-regulated (log2FC >
4) in senescent versus proliferative sh-NT cells and up-regulated in senescent sh-NT cells versus sh-
H2AFJ cells (log2FC > 1.5).

Figure 5. A subset of repeat RNAs are up-regulated in senescent versus proliferative sh-NT
cells and down-regulated in senescent sh-H2AFJ versus senescent sh-NT cells. (A) Log2FC-
Average Expression plots of repeat RNAs that are differentially expressed in senescent versus
proliferative WISBhTERT/sh-NT cells. The majority of repeat RNAs are up-regulated in senescence.
(B) LTR23, LTR26, and MER53 are up-regulated in senescent sh-NT cells and down-regulated in
senescent sh-H2AFJ cells relative to sh-NT cells. (C) H1.2 ChIP gPCR showing that H1 occupancy is
decreased at LTR23, LTR26, and IFI6, OAS2, CXCLS8, and TYR promoters in senescent versus
proliferative sh-NT cells. H1 occupancy is increased at all of these sites in sh-H2AFJ cells versus sh-
NT cells in both proliferation and senescence.

Figure 6. STAT1 activation in senescence is inhibited by H2A.J depletion. (A) Heat map of STAT
and IRF RNA levels in sh-NT and sh3-H2AFJ cells in proliferation and senescence showing
underexpression of several STAT and IRF genes in senescent sh3-H2AFJ cells relative to sh-NT
cells. STAT1 is the most highly expressed STAT factor in senescent WI-38 fibroblasts. (B) IF images
of STAT1 showing an increased intranuclear accumulation in senescent relative to proliferating sh-NT
cells and a decreased signal in senescent sh-H2AFJ cells. (C) Quantification of the nuclear STAT1
signals for 3 independent IF experiments. Asterisk: p < 0.05 for a 2-sided t-test. (D) Western blot
showing an increase of STAT1 and phospho-STAT1 in senescent relative to proliferating sh-NT cells

and a decreased quantity in senescent sh3-H2AFJ cells.
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Figure 7. H2A.J-specific residues Val-11 and Ser-123 are functionally important. (A) Schematic
showing H2A.J-specific residues, and mutants that were expressed in proliferating fibroblasts to
examine their effect on gene expression. (B) MDS plot showing 3 distinct transcriptome clusters:
senescent fibroblasts (SEN), H2A.J-V11A with H2A.J-S123E, and a final cluster of control
proliferating fibroblasts and the same cells overexpressing the remaining mutants or canonical H2A.
(C) GSEA showing highly significant enrichment of Hallmark Epithelial-Mesenchymal Transition,
TNFA Signaling via NFkB, and Inflammatory Response gene sets for proliferating fibroblasts
expressing H2A.J-V11A or H2A.J-S123E mutants. The False Discovery Rate (FDR) g-values and
Normalized Enrichment Scores (NES) are shown below the enrichment plots. (D) Heat map of RNA
levels for 6 inflammatory genes showing increased expression in proliferating fibroblasts expressing
the H2A.J-V11A or H2A.J-S123E mutants. (E) The H2A.J-S123E mutant co-IPs less well with H1.2
compared to The H2A.J-S123A.

Figure 8. Speculative Model summarizing H2A.J Function in Promoting Inflammatory Gene
Expression. Accumulation of H2A.J in senescence competes with H2A for deposition in chromatin
and association with H1 in nucleosoluble complexes. The weaker association of H2A.J for H1 and
increased calcium in senescence, contributes to weaker association of H1 with chromatin and
increased H1 turnover leading to increased transcription of some repeated DNA elements. Repeat
RNAs would trigger innate immune pathways leading to STAT/IRF activation and ISG transcription.
Phosphorylation of H2A.J-S123 in response to DNA damage may contribute to transcriptional
activation of inflammatory genes by further weakening association of H2A.J with H1 and by
decreasing the affinity of DNA with nucleosomes in the vicinity of inflammatory genes. H2A.J-Val11
moderates H2A.J transcriptional activity, so it may participate in recruiting a factor that limits

inflammatory gene transcription.

Supplementary Figure 1. H2A.J-KO mouse and MEFs.(A) Nucleotide and encoded amino acid
sequences of the beginning of the murine H2AFJ-WT and H2AFJA7 TALEN-mediated 7 bp deletion
mutant showing the frameshift and premature stop codon introduced by the mutation. (B)
Immunofluorescence assay with anti-H2A.J antibodies showing the absence of H2A.J expression in
H2AFJA7-KO MEFs relative to WT MEFs. (C) Top-down mass spectrometry analysis of H2A type1
histones acid-extracted from the kidneys of 3 month old WT and H2AFJA7-KO mice showing the
absence of H2A.J in the H2AFJA7-KO kidneys. Mass spectrometry was performed as previously
described (Contrepois et al., 2017). (D, E) Induction of senescence after treating WT and H2A.J-ko
MEFs with 2.5 uM etoposide. (D) BrdU incorporation assay showing the proliferative arrest induced by
etoposide treatment (SEN). (E) Phase contrast images of WT and H2A.J-KO MEFs stained for SA-3-
galactosidase activity and percent positive cells.

Supplementary Figure 2. Superose 6 gel filtration of nucleoplasmic extracts of T47D cells.
Shown are Western blots to identify the elution fractions containing histones H1.2 and H2A.
Supplementary Figure 3. Assays demonstrating induction of senescence with activation of
inflammatory gene expression for sh-NT and sh3-H2AFJ WI-38hTERT fibroblasts in

proliferation and after treatment with 100 uM etoposide for 2 days followed by 7 days in
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medium without etoposide. (A) Percentage of EdU-positive cells to assay proliferation. (B)
Percentage of SA-3-galactosidase positive cells. (C) Quantification of p21 levels by an
immunofluorescence assay. (D) p16 and p21 Western blots. One representative experiment of 3.
Quantification of H2A.J (E), IF1A (F), and IL6 (G) levels by an immunofluorescence assay.
Quantifications were done on 3 independent experiments. Asterisks: p < 0.05 by 2-sided t-tests.
Supplementary Figure 4. Senescent H2A.J-KO MEFs show defects in ISG expression. (A)
Limma (Ritchie et al, 2015) multidimensional scaling plot (MDS) of the transcriptomes of WT and
H2AFJ-KO MEFs in proliferation and senescence showing strong variation in the transciptomes of
cells in senescence versus proliferation, and a weaker variation distinguishing WT and H2A.J-KO
MEFs. (B) GSEA using the Broad Institute c2 curated gene sets on the transcriptomes of WT and
H2AFJ-KO MEFs in senescence versus proliferation showing enrichment for up-regulation of many
Interferon and Immune Response gene sets. (C) Heat map of genes within the Interferon Response
gene sets.

Supplementary Figure 5. RT-gPCR of CXCL1, CCL2, IL1B and CXCL8 mRNA levels in WI-
38hTERT cells in proliferation and etoposide-induced senescence, and in proliferating cells
overexpressing WT-H2A.J, the indicated H2A.J mutants, and canonical H2A. 4 biological replicates
are shown for CXCL1 and CCL2. Although the magnitude of gene induction varied in the different
replicates, expression of H2A.J-S123E and H2A.J-V11A always led to the highest levels of CXCL1
and CCL2 induction. Only one replicate was done for CXCL8 and IL1B.

Supplementary Figure 6. H2A.J is phosphorylated at S123 in mouse kidneys 30 minutes after
50 Gy irradiation. (A) Western blot of H2A.J and phospho-H2A.X in acid-extracted histones prepared
from the liver and kidney of a mouse 30 minutes post-irradiation with 50 Gy of ionizing irradiation (IR)
or a control non-irradiated mouse. An aliquot of the histones was also treated with calf intestinal
phosphatase (CIP). The Western blot shows induced phosphorylation of H2A.X after IR. (B,C)
Tandem LC-MS/MS of Asp-N digested histones showing spectral counts for the C-terminal
unphosphorylated and phosphorylated C-terminal H2A.X and H2A.J peptides. (D,E) Tandem LC-
MS/MS of Arg-C digested histones showing spectral counts for the C-terminal unphosphorylated and
phosphorylated C-terminal H2A.J peptides. (F,G) Fragmentation patterns of the Arg-C C-terminal
unphosphorylated and phosphorylated C-terminal H2A.J peptides allowing identification of these
peptides and phosphorylation of H2A.J on Ser-123.

Supplementary Table 1. DNA sequences of synthetic DNA fragments encoding Flag-HA (FH) tagged
H2A.J, the indicated H2A.J mutants, and H2A. These fragments were cloned into the Age1/Mlul sites
of lentiviral pTRIPz to place the coding sequences under the control of the tet-ON promoter.
Supplementary Table 2. Sequence of primers used for g°PCR

Supplementary Table 3. Tandem mass spectrometry analysis of proteins co-purifying with Flag-HA-
H2A.J from the nucleosoluble fraction of HeLa S3 cells.

Supplementary Table 4. Tandem mass spectrometry analysis of proteins co-purifying with H1 and

H2A after Superose 6 gel filtration of T47D nucleosoluble extracts.
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Supplementary Table 5. Levels of small RNAs (TPM) and differentially-expressed genes for WI-
38hTERT sh-NT and sh3-H2AFJ cells in proliferation and etoposide-induced senescence.
Supplementary Table 6. Levels of total RNAs (TPM) after rRNA depletion, and differentially-
expressed genes, for WI-38hTERT sh-NT and sh3-H2AFJ cells in etoposide-induced senescence and
for sh-NT cells in senescence versus proliferation.

Supplementary Table 7. RNA levels (TPM) and differentially-expressed genes for WT and H2A.J-KO
MEFs in proliferation and etoposide-induced senescence.

Supplementary Table 8. Gene expression levels and differentially expressed genes from Illumina
Bead Chip microarrays of WI-38hTERT cells in proliferation and etoposide-induced senescence, and
of proliferating WI-38hTERT cells over-expressing WT-H2A.J, H2A.J mutants, and canonical H2A-

type1.
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Figure 1. H1 interacts less strongly with H2A.J compared to H2A. (A) Tandem affinity purification of ( Flag-
HA)-epitope tagged H2A.J (e-H2A.J) and e-H2A from the nucleosoluble fraction of HeLa S3 cells. Shown is the
Coomassie Blue stain of proteins eluted from the affinity beads. Bands identified by mass spectrometry are
labeled. Lane M contains a molecular weight marker. The Mock lane represents a purification from HelLa cells
that do not express an epitope-tagged protein. Note that the major difference between the e-H2A.J and e-H2A
purifications is the apparent absence of H1 in the e-H2A.J purification. e-H2A migrates more slowly than e-H2A.J
because it contained 2 copies of the N-terminal Flag-HA epitope. (B) Upper panel: Western blots of the co-IP of
FH-H2A.J or FH-H2A with histone H1.2 from nucleosoluble extracts of WI-38hTERT fibroblasts expressing FH-
H2A.J or FH-H2A, in the absence or the presence of EGTA. Input shows the amounts of FH-H2A, FH-H2A.J, and
H1.2 in the nucleoplasmic fractions used to immunoprecipitate H1.2. Lower panel: quantification of the results of
4 independent co-IP experiments showing that H2A co-immunoprecipitates to a greater extent with H1.2 than
does H2A.J, and both interactions are reinforced when the IP is done in the presence of EGTA. Asterisk, p < .05
for 2-sided t-test. (C) Schematic for the experiment involving differential salt extraction of chromatin to assay the
quantity of H1.2 bound to chromatin. (D) Western blot showing increased amounts of H1.2 associated with the
chromatin of WI-38hTERT fibroblasts overexpressing FH-H2A compared to cells overexpressing FH-H2A.J.
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Figure 2. H2A.J overexpression decreases H1.2 levels and half-life. (A) Upper panel:
representative H1.2 Western blot (n=3) showing that overexpression of H2A.J in WI-38hTERT
fibroblasts decreases the total amount of H1.2 to a greater extent than overexpression of H2A.
GAPDH was used as the normalization control. Lower panel: quantification of H1.2/GAPDH signal for
3 Western blots. Asterisk: p < .05 for 2-sided t-test. (B) Time-course of H1.2 levels in WI-38hTERT
fibroblasts overexpressing H2A or H2A.J after addition of cycloheximide to block protein synthesis.
Shown is the quantification of the H1.2/GAPDH signal ratio for 3 independent experiments. (C) Left
panel: Western blot showing H1.2 levels in WI-38hTERT/sh-NoTarget and WI-38hTERT/sh3-H2AFJ
fibroblasts in proliferation and in senescence induced by etoposide treatment. Right panel:
Quantification for 2 independent experiments of H1.2 levels normalized to GAPDH and to the levels in
shNT cells in senescence.
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Figure 3. H3-K4me3 and RNA poymerase Il ChIP-seq experiments show that interferon pathways are differentially
affected by H2A.J knock-down in senescence, and are associated with defective induction of miR-146A, a negative
feedback regulator of the interferon pathway. (A,B) Pathway enrichment analysis on differential H3-K4me3 peaks (A) and
RNA polymerase Il peaks (B). For both analyses, peaks that were both increased in senescent versus proliferating sh-NT cells,
and in senescent sh-NT cells versus senescent sh-H2AFJ, were used for the Reactome pathway analysis. (C) Genome
browser displays of RNA polymerase Il ChlP-seq reads (magenta) and H3-K4me3 reads (citrus green) mapping to the OAS2
gene that is know to be activated by interferon. (D) Genome Browser displays of H3-K4me3 ChlP-seq reads mapping to the
MIR3142HG encoding mIR-146A. (E) Log2FC-Average Expression plots of differentially expressed small RNAs for shNT cells
in senescence versus proliferation. (F) Log2FC-Average Expression plots of differentially expressed small RNAs for shNT cells
in senescence versus sh-H2AFJ cells in senescence. The H2AJ sequences up-regulated in sh3-H2AFJ cells are small RNA
degradation products derived from the H2AFJ gene.
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Figure 4. Ribo-Zero RNA-seq shows a defect in Interferon-Stimulate Gene expression in fibroblasts depleted for
H2A.J in senescence. (A) PCA plot of the transcriptomes for 3 replicates each of WI-38hTERT/sh-NT and WI-
38hTERT/sh3-H2AFJ cells showing good separation of senescent versus proliferating (PC1) and sh-NT versus sh3-H2AF
transcriptomes (PC2). (B) Log2FC-Average Expression plots and (C) Hallmark GSEA of differentially expressed mRNAs for
sh-NT cells in senescence versus proliferation. The GSEA shows highly significant Up-regulated enrichment of the
senescent transcriptomes with Interferon and Inflammatory Response gene sets, and highly significant Down-regulated
enrichment with E2F Target, G2M Checkpoint, and Myc Target gene sets as expected for senescent cells. (D) Log2FC-
Average Expression plots of differentially expressed mRNAs for shNT cells in senescence versus sh-H2AFJ cells in
senescence. (E) Log2FC-Average Expression plots and (F) Hallmark GSEA of differentially expressed mRNAs for
senescent sh-H2AFJ cells versus senescent sh-NT cells. The GSEA shows highly significant enrichment with Down
regulation of Interferon and Inflammatory Response gene sets in the sh3-H2AFJ cells in senescence. (F) Venn diagram
summarizing the differential expression analysis indicating 1046 up-regulated genes in senescent versus proliferative sh-NT
cells and 463 genes down-regulated in senescent sh-H2AFJ cells versus senescent sh-NT cells of which 260 represent
genes that are also up-regulated in senescence in sh-NT cells. (G) Gene expression heat map for genes that are up-
regulated (log2FC > 4) in senescent versus proliferative sh-NT cells and up-regulated in senescent sh-NT cells versus sh-
H2AFJ cells (log2FC > 1.5) that is enriched for inflammatory and interferon-stimulated genes.
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Figure 5. A subset of repeat RNAs are up-regulated in senescent versus proliferative sh-NT cells
and down-regulated in senescent sh-H2AFJ versus senescent sh-NT cells. (A) Log2FC-Average
Expression plots of repeat RNAs that are differentially expressed in senescent versus proliferative
WI38BhTERT/sh-NT cells. The majority of repeat RNAs are up-regulated in senescence. (B) LTR23,
LTR26, and MERS3 are up-regulated in senescent sh-NT cells and down-regulated in senescent sh-
H2AFJ cells relative to sh-NT cells. (C) H1.2 ChIP gPCR showing that H1 occupancy is decreased at
LTR23, LTR26, and IFI6, OAS2, CXCL8, and TYR promoters in senescent versus proliferative sh-NT cells.
H1 occupancy is increased at all of these sites in sh-H2AFJ cells versus sh-NT cells in both proliferation
and senescence.
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Figure 6. STAT1 activation in senescence is inhibited by H2A.J depletion. (A) Heat map of
STAT and IRF RNA levels in sh-NT and sh3-H2AFJ cells in proliferation and senescence showing
underexpression of several STAT and IRF genes in senescent sh3-H2AFJ cells relative to sh-NT
cells. STAT1 is the most highly expressed STAT factor in senescent WI-38 fibroblasts. (B) IF
images of STAT1 showing an increased intranuclear accumulation in senescent relative to
proliferating sh-NT cells and a decreased signal in senescent sh-H2AFJ cells. (C) Quantification of
the nuclear STAT1 signals for 3 independent IF experiments. Asterisk: p < 0.05 for a 2-sided t-test.
(D) Westen blot showing an increase of STAT1 and phospho-STAT1 in senescent relative to
proliferating sh-NT cells and a decreased quantity in senescent sh3-H2AFJ cells.
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Figure 7. H2A.J-specific residues Val-11 and Ser-123 are functionally important. (A) Schematic
showing H2A.J-specific residues, and mutants that were expressed in proliferating fibroblasts to
examine their effect on gene expression. (B) MDS plot showing 3 distinct transcriptome clusters:
senescent fibroblasts (SEN), H2A.J-V11A with H2A.J-S123E, and a final cluster of control proliferating
fibroblasts and the same cells overexpressing the remaining mutants or canonical H2A. (C) GSEA
showing highly significant enrichment of Hallmark Epithelial-Mesenchymal Transition, TNFA Signaling
via NFKkB, and Inflammatory Response gene sets for proliferating fibroblasts expressing H2A.J-V11A
or H2A.J-S123E mutants. The False Discovery Rate (FDR) g-values and Normalized Enrichment
Scores (NES) are shown below the enrichment plots. (D) Heat map of RNA levels for 6 inflammatory
genes showing increased expression in proliferating fibroblasts expressing the H2A.J-V11A or H2A . J-
S123E mutants. (E) The H2A.J-S123E mutant co-IPs less well with H1.2 compared to H2A.J-S123A.
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Figure 8. Speculative model summarizing H2A.J Function in Promoting Inflammatory Gene
Expression. Accumulation of H2A.J in senescence competes with H2A for deposition in chromatin
and association with H1 in nucleosoluble complexes. The weaker association of H2A.J for H1, and
increased calcium in senescence, contributes to weaker association of H1 with chromatin and
increased H1 turnover leading to increased transcription of some repeated DNA elements. Repeat
RNAs would trigger innate immune pathways leading to STAT/IRF activation and ISG transcription.
Phosphorylation of H2A.J-S123 in response to DNA damage may contribute to transcriptional
activation of inflammatory genes by further weakening association of H2A.J with H1 and by
decreasing the affinity of DNA with nucleosomes in the vicinity of inflammatory genes. H2A.J-Val11
moderates H2A.J transcriptional activity, so it may participate in recruiting a factor that limits
inflammatory gene transcription.
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Supplementary Figure 1. H2A.J-KO mouse and MEFs. (A) Nucleotide and encoded amino acid sequences of
the beginning of the murine H2AFJ-WT and H2AFJA7 TALEN-mediated 7 bp deletion mutant showing the
frameshift and premature stop codon introduced by the mutation. (B) Immunofluorescence assay with anti-H2A.J
antibodies showing the absence of H2A.J expression in H2AFJA7-KO MEFs relative to WT MEFs. (C) Top-down
mass spectrometry analysis of H2A type1 histones acid-extracted from the kidneys of 3 month old WT and
H2AFJA7-KO mice showing the absence of H2A.J in the H2AFJA7-KO kidneys. Mass spectrometry was
performed as previously described (Contrepois et al., 2017). (D, E) Induction of senescence after treating WT and
H2A.J-ko MEFs with 2.5 yM etoposide. (D) BrdU incorporation assay showing the proliferative arrest induced by
etoposide treatment (SEN). (E) Phase contrast images of WT and H2A.J-KO MEFs stained for SA-R}-galactosidase
activity and percent positive cells.
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Supplementary Figure 2: Superose 6 gel filtration of nucleoplasmic extracts of T47D cells.
Shown are Western blots to identify the elution fractions containing histones H1.2 and H2A.
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Supplementary Figure 3. Assays demonstrating induction of senescence with activation of inflammatory gene
expression for sh-NT and sh3-H2AFJ WI-38hTERT fibroblasts in proliferation and after treatment with 100 pM
etoposide for 2 days followed by 7 days in medium without etoposide. (A) Percentage of EdU-positive cells to
assay proliferation. (B) Percentage of SA-R-galactosidase positive cells. (C) Quantification of p21 levels by an
immunofluorescence assay. (D) p16 and p21 Western blots. One representative experiment of 3. Quantification of
H2A.J (E), IF1A (F), and IL6 (G) levels by an immunofluorescence assay. Quantifications were done on 3 independent
experiments. Asterisks: p < 0.05 by 2-sided t-tests.
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Supplementary Figure 4. Senescent H2A.J-KO MEFs show defects in ISG expression. (A) Limma (Ritchie et
al, 2015) multidimensional scaling plot (MDS) of the transciptomes of WT and H2AFJ-KO MEFs in proliferation
and senescence showing strong variation in the transcriptomes of cells in senescence versus proliferation, and a
weaker variation distinguishing WT and H2A.J-KO MEFs. (B) GSEA using the Broad Institute c2 curated gene sets
on the transcriptomes of WT and H2AFJ-KO MEFs in senescence versus proliferation showing enrichment for up-
regulation of many Interferon and Immune Response gene sets. (C) Heat map of genes within the Interferon
Response gene sets.
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Supplementary Figure 5. RT-qPCR of CXCL1, CCL2, IL1B and CXCL8 mRNA levels in WI-38hTERT
cells in proliferation and etoposide-induced senescence, and in proliferating cells overexpressing WT-
H2A.J, the indicated H2A.J mutants, and canonical H2A. 4 biological replicates are shown for CXCL1
and CCL2. Although the magnitude of gene induction varied in the different replicates, expression of
H2A.J-S123E and H2A.J-V11A always led to the highest levels of CXCL1 and CCL2 induction. Only one

replicate was done for CXCL8 and IL1B.
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Supplementary Figure 6. H2A.J is phosphorylated at S123 in mouse kidneys 30 minutes after 50 Gy
irradiation. (A) Western blot of H2A.J and phospho-H2A.X in acid-extracted histones prepared from the
liver and kidney of a mouse 30 minutes post-irradiation with 50 Gy of ionizing irradiation (IR) or a control
non-irradiated mouse. An aliquot of the histones was also treated with calf intestinal phosphatase (CIP).
The Western blot shows induced phosphorylation of H2A.X after IR and constant levels of H2A.J. (B,C)
Tandem LC-MS/MS of Asp-N digested histones showing spectral counts for the C-terminal
unphosphorylated and phosphorylated C-terminal H2A.X and H2A.J peptides. (D,E) Tandem LC-MS/MS of
Arg-C digested histones showing spectral counts for the C-terminal unphosphorylated and phosphorylated
C-terminal H2A.J peptides. (F,G) Fragmentation patterns of the Arg-C unphosphorylated and
phosphorylated C-terminal H2A.J peptides allowing manual identification of these peptides and
phosphorylation of H2A.J on Ser-123. Of note, MS/MS spectra of phospho-peptides typically contain an
intense neutral loss peak that resides at 98 Da lower than some ions, representing the loss of H;PO,
(indicated in the figure as “-98” and with a blue arrow).



ORF H2AFJ

ATGTCCGGTCGCGGGAAACAGGGCGGCAAAGTGCGAGCAAAGGCCAAATCCGCTCCTCC
CGCGCGGGCCTGCAGTTCCCGGTGGGCCGAGTGCACAGACTGCTGCGCAAAGGGAACT
ACGCGGAGCGAGTGGGCGCCGGGGCGCCGGTGTACCTGGCGGCGGTGTTGGAGTACCT
TACGGCGGAGATCCTGGAGCTGGCTGGCAACGCcgcgcgtgacaacaagaagACCAGGATAAT
TCCCCGCCACCTGCAGCTGCCATCcgcaacgacgaggagttaAACAAGCTGCTGGGCAAAGTG
ACCATCGCTCAGGGCGGCGTCCTGCCCAACATCCAGGCCGTGCTGCTGCCCAAGAAGAC
GGAGAGTCAGAAGACGAAGAGCAAATGA

FH-H2A.J

ATGTCCGGTCGCGGGAAACAGGGCGGCAAAGTGCGAGCAAAGGCCAAATCCCGCTCCTC
CCGCGCGGGCCTGCAGTTCCCGGTGGGCCGAGTGCACAGACTGCTGCGCAAAGGGAAC
TACGCGGAGCGAGTGGGCGCCGGGGCGCCGGTGTACCTGGCGGCGGTGTTGGAGTACC
TTACGGCGGAGATCCTGGAGCTGGCTGGCAACGCTGCCAGGGATAATAAAAAAACCAGG
ATAATTCCCCGCCACCTGCAGCTCGCCATCAGGAATGATGAAGAACTGAACAAGCTGCTG
GGCAAAGTGACCATCGCTCAGGGCGGCGTCCTGCCCAACATCCAGGCCGTGCTGCTGCC
CAAGAAGACGGAGAGTCAGAAGACGAAGAGCAAATGA

FH-S123A

ATGTCCGGTCGCGGGAAACAGGGCGGCAAAGTGCGAGCAAAGGCCAAATCCCGCTCCTC
CCGCGCGGGCCTGCAGTTCCCGGTGGGCCGAGTGCACAGACTGCTGCGCAAAGGGAAC
TACGCGGAGCGAGTGGGCGCCGGGGCGCCGGTGTACCTGGCGGCGGTGTTGGAGTACC
TTACGGCGGAGATCCTGGAGCTGGCTGGCAACGCTGCCAGGGATAATAAAAAAACCAGG
ATAATTCCCCGCCACCTGCAGCTCGCCATCAGGAATGATGAAGAACTGAACAAGCTGCTG
GGCAAAGTGACCATCGCTCAGGGCGGCGTCCTGCCCAACATCCAGGCCGTGCTGCTGCC
CAAGAAGACGGAGGCTCAGAAGACGAAGAGCAAATGA

FH-S123E

ATGTCCGGTCGCGGGAAACAGGGCGGCAAAGTGCGAGCAAAGGCCAAATCCCGCTCCTC
CCGCGCGGGCCTGCAGTTCCCGGTGGGCCGAGTGCACAGACTGCTGCGCAAAGGGAAC
TACGCGGAGCGAGTGGGCGCCGGGGCGCCGGTGTACCTGGCGGCGGTGTTGGAGTACC
TTACGGCGGAGATCCTGGAGCTGGCTGGCAACGCTGCCAGGGATAATAAAAAAACCAGG
ATAATTCCCCGCCACCTGCAGCTCGCCATCAGGAATGATGAAGAACTGAACAAGCTGCTG
GGCAAAGTGACCATCGCTCAGGGCGGCGTCCTGCCCAACATCCAGGCCGTGCTGCTGCC
CAAGAAGACGGAGGAGCAGAAGACGAAGAGCAAATGA

FH-V11A

ATGTCCGGTCGCGGGAAACAGGGCGGCAAAGCGCGAGCAAAGGCCAAATCCCGCTCCTC
CCGCGCGGGCCTGCAGTTCCCGGTGGGCCGAGTGCACAGACTGCTGCGCAAAGGGAAC
TACGCGGAGCGAGTGGGCGCCGGGGCGCCGGTGTACCTGGCGGCGGTGTTGGAGTACC
TTACGGCGGAGATCCTGGAGCTGGCTGGCAACGCTGCCAGGGATAATAAAAAAACCAGG
ATAATTCCCCGCCACCTGCAGCTCGCCATCAGGAATGATGAAGAACTGAACAAGCTGCTG
GGCAAAGTGACCATCGCTCAGGGCGGCGTCCTGCCCAACATCCAGGCCGTGCTGCTGCC
CAAGAAGACGGAGAGTCAGAAGACGAAGAGCAAATGA

FH-Cter-H2A

ATGTCCGGTCGCGGGAAACAGGGCGGCAAAGTGCGAGCAAAGGCCAAATCCCGCTCCTC
CCGCGCGGGCCTGCAGTTCCCGGTGGGCCGAGTGCACAGACTGCTGCGCAAAGGGAAC
TACGCGGAGCGAGTGGGCGCCGGGGCGCCGGTGTACCTGGCGGCGGTGTTGGAGTACC
TTACGGCGGAGATCCTGGAGCTGGCTGGCAACGCTGCCAGGGATAATAAAAAAACCAGG
ATAATTCCCCGCCACCTGCAGCTCGCCATCAGGAATGATGAAGAACTGAACAAGCTGCTG
GGCAAAGTGACCATCGCTCAGGGCGGCGTCCTGCCCAACATCCAGGCCGTGCTGCTGCC
CAAGAAGACGGAGAGCCACCACAAGGCGAAGGGCAAGTAG

FH-H2A

ATGTCTGGGCGTGGCAAGCAGGGAGGCAAAGCTCGCGCCAAGGCCAAGACCCGCTCTTC
TCGGGCCGGGCTTCAGTTTCCCGTAGGCCGAGTGCATCGCCTGCTCCGCAAAGGCAACT
ATGCGGAGCGGGTCGGTGCTGGAGCGCCGGTGTACCTGGCGGCGGTGCTGGAGTACCT
GACCGCCGAGATCCTGGAGCTGGCTGGCAACGCGGCCCGCGACAATAAGAAGACTCGCA
TCATCCCGCGTCACCTCCAGCTGGCCATCCGTAACGATGAAGAACTCAACAAGCTTCTGG
GCAAAGTCACCATCGCACAGGGTGGCGTCCTGCCCAACATCCAGGCCGTGCTACTGCCC
AAGAAGACCGAGAGCCACCACAAGGCGAAGGGCAAGTAG

Supplementary Table 1. DNA sequences of synthetic DNA fragments encoding Flag-HA (FH) tagged
H2A.J, the indicated H2A.J mutants, and H2A. These fragments were cloned into the Age1/Mlul sites of
lentiviral pTRIPz to place the coding sequences under the control of the tet-ON promoter.




ChIP-gPCR primers
for CGTCAGCTGGTCTGAAGGA
LTR26
rev ATCGTGGAGGGCGAGGGGCT
for GTTCCTGACTAGCTGCCTCA
LTR23
rev CTCCGATTAGCAGCAGTTAC
for GTGCAGAAATAGAAACTCCG
IF16-promoter
rev CTGCTGATAGATGGGCACAG
for AGGGCAGAGCCTCTGAGCTT
OAS2-promoter
rev TGAAGTCTAGAGGCCTCTCT
for ATGACTCAGGTTTGCCCTGA
CXCL8-promoter
rev TGCCTTATGGAGTGCTCCGGT
for GTTTGATGCTGGAGGTGGGA
TYR-promoter
rev CTGGCTAATTGGAGTCACAG

RT-gPCR primers
for AGCAGCGTCGTCATAGGTAAT
IF16
rev AGAGGTTCTGGGAGCTGCTG
for TGAACACCATCTGTGACGTCCT
OAS2
rev ACCACTTCGTGAACAGACAGA
for AGCCTTCCTGATTTCTGCAGCTCT
CXCL8
rev AATTTCTGTGTTGGCGCAGTGTGG
for TTCGACACATGGGATAACGAGG
IL1B
rev TTTTTGCTGTGAGTCCCGGAG
for ATGGGGAAGGTGAAGGTCG
GAPDH
rev GGGGTCATTGATGGCAACAATA

Supplementary Table 2. Sequence of primers used for qPCR.
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Sujet 3 : Fonctions physiologiques et organe/tissu/cellule-spécifiques
du variant H2A.J

I. Introduction

Avant le début de ce doctorat, il avait été montré par le laboratoire que le variant H2A.J
contrdle la dérépression des génes du SASP en sénescence induite avec des dommages a
I'ADN. Etant donné le lien étroit entre sénescence, inflammation, vieillissement, maladies
liées a I'dge et cancer, la question de fonctions physiologiques remplies par le variant
H2A.J semble tout a fait Iégitime.

En collaboration avec le laboratoire de Claudia Riibe, il avait déja été observé in vivo que
ce variant s'accumule avec I'dge dans les cellules épidermales chez la souris et chez
I'homme, ainsi qu'apres irradiation chez de jeunes souris. Cette analyse élargie a d'autres
organes chez la souris a également permis de mettre en évidence des différences inter-
organes, H2A.J s'accumulant toujours avec I'dge mais de maniére plus ou moins marquée.
Ces données préliminaires pourraient tre la résultante de fonctions autres que celle de
contrdle de I'expression du SASP et potentiellement spécifiques de certains organes,
tissus ou cellules de I'organisme.

Une part importante de ce travail de doctorat a été dédiée a I'établissement d'un modéle
de souris et son étude afin de déterminer les fonctions in vivo du variant H2A.J. Je vais
donc maintenant vous présenter ce modéle, les stratégies d'analyses mises en ceuvre et
les premiers résultats obtenus.

IT. Le modele de souris H2AFJ-KO

Dans le but d'étudier les fonctions in vivo du variant d'histone H2A.J, un modéle de souris
dans lequel le gene H2AFJ est inactivé a été établi. L'inactivation ou knock-out (KO) a été
sous-fraitée a la société Cyagen et réalisée par injection de TALENs (Transcription
Activator-Like Effector Nucleases) dans des ovules fécondés de souris. Les TALENSs sont
des enzymes de restriction artificielles générées par fusion d'un domaine de liaison a
I'ADN, appelé TALE, avec un domaine ayant la capacité de cliver ADN. Ces constructions
ont donc la capacité de couper I'ADN au niveau d'une séquence spécifique. Dans notre cas,
une délétion de sept paires de bases a ainsi été générée au début de la séquence codante
de H2AFJ, entrdinant un décalage du cadre de lecture et I'existence d'un codon stop
prématuré.
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GCTCTGCTTCCGCGAGCTGATTGGGTACGGTACCTGC
CTGTCACGGGCGGCAGCGGCTGCAGTTTGGCGAGGCA
GTTCCGGGGTGGCGCGCGTCGTCCCGGAACTGAGCGA
GCCGGTGTTGGAGTTCCAGGCGCGGGGTCGAGCATGT
CCGGGCG.AGGCAAG . CAGGGCGGTAAGGTGCGCGCC
AAGGCCAAGTCGCGCTCGTCGCGCGCGGGCCTGCAGT
TCCCCGTGGGCCGCGTTCACCGGCTGCTGCGGAAGGG
CAACTACGCGGAGCGCGTGGGCGCGGGAGCGCCCGTG
TACCTGGCGGCGGTGCTGGAGTACCTGACGGCCGAGA
TCCTGGAGCTGGCGGGCAACGCGGCGAGGGACAACAA
GAAGACGCGCATCATCCCTCGTCACCTGCAGCTGGCC
ATCCGCAACGACGAGGAGCTCAACAAGCTGCTGGGCC
GTGTGACCATCGCGCAGGGCGGCGTCCTGCCCAATAT
CCAGGCCGTGCTGCTGCCCAAGAAGACGGAGAGCCAG
AAGGTGAAGAGCAAGTGAACCCGACAGACGGGTG

H2AF)

Séquence ORF (Open Reading Frame)
Délétion dans les souris KO
Codon stop prémature dans les souris KO
Primers

Figure 41 : Séquence du géne H2AFJ et caractéristiques exploitées.

Notre laboratoire a ainsi obtenu trois souris madles hétérozygotes H2AFJ-WT/KO
parfaitement viables et fertiles qui ont été mises en accouplement afin d'obtenir des
femelles hétérozygotes H2AFJ-WT/KO (WT : wild type), qui mises en accouplement a
leur tour avec les mdles H2AFJ-WT/KO ont permis de constituer de jeunes couples
homozygotes H2AFJ-KO/KO (25% des petits obtenus). Une analyse transcriptomique a
alors été réalisée sur ces souris. Les résultats se sont alors avérés trés étonnants. En
effet, H2AFJ, n'était pas le seul géne dont I'expression variait d'une souris a I'autre. Cela
indique une hétérogénéité de fond génétique dans la population, ce qui ne devrait pas Etre
le cas au sein d'une lignée de souris. En contactant I'entreprise sous-traitante, ce mystére
a pu étre résolu : une confusion avait eu lieu concernant la souche de souris, les trois males
initiaux étant des C57BL/6N et non des C57BL/6J.

Notamment, les C57BL/6J possedent une mutation au niveau du géne Nnt (Nicotinamide
nucleotide transhydrogenase) localisé sur le chromosome 13. Ce gene code pour une
protéine mitochondriale impliguée dans le métabolisme des cellules p. Les souris
C57BL/6J ont alors une espérance de vie normale mais sont plus sensibles au stress
oxydatif et, mises sous régime high fat, elles prennent beaucoup plus de poids et
développent une résistance a l'insuline ainsi qu'une baisse de tolérance au glucose.

Ces différences métaboliques pourraient entrdiner des biais dans les résultats
expérimentaux. Nous avons alors décidé de tirer parti de cette situation. Au cours des
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deux premiéres années de doctorat, cing rétrocroisements ont été réalisés afin d'obtenir
deux souches homogenes : C57BL/6N H2AFJ-KO/KO et €57BL/6J H2AFJ-KO/KO.

H2AF WT/WT H2AF KO/KO H2AF WT/WT
C57BL/6J (100%) C57BL/6 J-N (50%-50%) C57BL/6N (100%)

l

H2AF) WT/KO
\< C57BL/6 J ou N (75%)
H2AF) WT/KO
\< C57BL/6 J ou N (87,5%)
H2AF) WT/KO
\< C57BL/6 J ou N (93,75%)
H2AF) WT/KO
\< C57BL/6JouN (96,875%
H2AF) WT/KO

C57BL/6 JouN (98,375%

Figure 42 : Rétrocroisements et proximités génétiques théoriques.

Un rétrocroisement consiste en l'accouplement d'un souris hybride avec un individu WT
ayant l'identité génétique ciblée. La détermination des individus hétérozygotes WT/KO a
chaque génération a été réalisée par génotypage sur gel d'agarose avec une confirmation
par séquengage. Le protocole de génotypage est basé sur le kit Biotool Mouse Direct PCR
Kit fournissant un mix de digestion pour I'extraction d' ADN génomique (a partir de bouts
de queue dans notre cas) ainsi qu'un mix d'amplification PCR. Les primers utilisés lors de
la PCR fournissent deux produits suivant la présence ou l'absence de la séquence délétée.
Trois cas de figure sont donc possibles sur gel d'agarose : une seule bande correspondant
d une séquence courte pour les souris KO/KO, une bande correspondant a une séquence
plus longue pour les souris WT/WT ou les deux bandes pour les souris hétérozygotes
WT/KO. Néanmoins, la différence de migration électrophorétique reste subtile. Cette
étape a donc fait l'objet d'une optimisation afin daméliorer la résolution et tous les
résultats obtenus ont été confirmés par séquengage.
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A Marker +/- +/+ +/- -/- +/-
300 bp
B A3

Homozygote WT (+/+)

AV \ﬁ AN «m/w VI \/\ VWVAWWVAAA

+ rc Tttt
Homozygote KO (-/-) C\‘ A

i STER TV

Hétérozygote (+/-) ;' l 5 ) ; ;\
/

I f\ ;“ N f [ f A N
(Primer Forward) [\ | V'V VA W VAANAAA A«/‘:/\/\A!\VA/\/\A/\/*M/\/\»‘,; u

(nnJTBaYﬂJJa333!1):"'33]3]30'1330)63333

Hétérozygote (+/-)

(primer Reverse)  /\annAitsananfAna) AWV

Figure 43 : Exemples de données de génotypage (A) et de séquengage (B) des souris.
Pour le génotypage, les produits d'amplification PCR sont séparés sur gel d'agarose 3% en tampon
SB 1X (5B 20X : 8g de soude + 45g d'acide borique + eau pour 1L) avec une migration a 200V
pendant 60 minutes.

Au bout de cing rétrocroisements, une évaluation globale de la proximité génétique de nos
souris avec les souches « pures » C57BL/6J et C57BL/6N a été réalisée via une analyse
des SNP (Single Nucleotide Polymorphism) afin de confirmer I'homogénéité des deux
modeles établis.

Souris C57BL/6N C57BL/6)
Inconnu 1 1.35% 98.65%
Inconnu 2 1.01% 98.99%
Inconnu 3 1.01% 98.99%
Inconnu 4 1.69% 98.31%
Inconnu 5 1.35% 98.65%
Inconnu 6 1.35% 98.65%
Inconnu 7 1.01% 98.99%
Inconnu 8 1.35% 98.65%
Inconnu 9 2.04% 97.96%
Inconnu 10 1.69% 98.31%
C57BL/6) 0.00% 100.00%
C57BL/6N 100.00% 0.00%

Hétérozygote 50.00% 50.00%

Tableau 2 : Proximité des souris issues du 5™ rétrocroisement C57BL/6J avec les fonds
génétiques de départ.
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ITI. Stratégies d'analyses

A. Spécificités de localisation de H2A.J
Les spécificités de localisation tissulaire de H2A.J ont été étudiées par
immunohistochimie en collaboration avec Christophe Redon (NCI/NIH, USA) pour I'étude
chez 'nomme et Claudia Riibe pour I'étude chez la souris.

B. H2A.J et sénescence/vieillissement/inflammation

1. Etude de longévité

Une étude de longévité comparative sur le modele C57BL/6N a été mise en place et est
toujours en cours. Ce travail majeur permettra d'évaluer les incidences de la présence ou
absence du variant H2A.J sur l'espérance de vie et I'espérance de vie en bonne santé
(prévalence de cancers, déclin de force et d'endurance avec l'dge, etc.). A cette fin, 40
souris ont été prévues pour chaque groupe (femelle WT, mdle WT, femelle KO, madle KO),
soit un total de 160 souris. En parallele, d'autres souris du méme modéle sont actuellement
¢levées dans le but d'une analyse compléte a différents points : 6 mois, 12 mois et 18 mois.
A ces moments, 5 souris de chaque groupe sont sacrifiées et on récupére leur sang pour
une formulation sanguine et un dosage des cytokines circulantes ainsi que certains organes
(foie, rein et peau sont initialement prévus) pour des analyses transcriptomiques. De plus,
I'ensemble de ces souris est pesé tous les 3 mois afin d'assurer un suivi régulier.

2. Régime high fat

Une autre stratégie d'étude de l'implication du variant H2A.J dans le vieillissement et
I'inflammation a été explorée. Elle est basée sur la mise sous régime high fat de souris
C57BL/6J WT et KO. Chez I'nomme, l'obésité est associée avec une plus faible espérance
de vie et de nombreuses complications pathologiques telles que le diabéte de type IT, des
maladies cardiovasculaires, des maladies neurodégénératives, des pathologies hépatiques,
une infertilité et de nombreux cancers (Minamino et al., 2009). Ces complications sont
principalement le fruit de déreglements métaboliques causant des déréglements
hormonaux et une inflammation chronique. L'obésité induite par régime high fat chez la
souris est caractérisée par des changements trés similaires d ceux observés chez 'homme
ce qui en fait un modeéle pertinent. En particulier, les souris C57BL/6 ont une prise de
poids importante sous ce régime (Winzell et al., 2004, 2007) et celles de la souche J, via
la mutation nulle du gene Nnt, sont davantage susceptibles de développer des
caractéristiques du diabete: infolérance au glucose, résistance a [linsuline,
hyperglycémie, stéatose hépatique (foie gras) (M. M. Simon et al., 2013). De plus, il a été
montré que des cellules sénescentes s'accumulent dans le tissu adipeux de souris sous
régime high fat (Minamino et al., 2009; Tchkonia et al., 2010) et que leur élimination par
I'utilisation de sénolytiques permet de réduire les dysfonctions métaboliques induites par
I'obésité (Palmer et al., 2019).

Dans un premier temps, 5 souris de chaque groupe ont été mises sous régime high fat
(Référence produit : Research Diets D12492) a I'dge de 4 semaines et ont été pesées
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chaque semaine d la méme heure afin d'obtenir un suivi de poids. Il a été observé une prise
de poids plus importante chez les madles, permettant une meilleure distinction entre les
souris WT et KO. De plus, cette prise de poids s'est avérée largement ralentir au bout de
15-16 semaines de régime. Une réitération de |'expérience a donc été décidée sur deux
cohortes : I'une constituée de mdles et de femelles et I'autre de males uniquement afin de
gagner en puissance statistique. Une analyse poussée a 15-16 semaines a été prévue sur
ces deux cohortes en collaboration avec I'équipe de Geneviéve Derumeaux (Hopital Henri
Mondor-Créteil) : tests de tolérance au glucose et a l'insuline, échographie cardiaque,
pesée des organes et tissus adipeux, formulation sanguine, dosage des cytokines
circulantes et sécrétées par certains tissus, etc. Finalement, cette analyse poussée a été
réalisée a environ 40 semaines de régime a cause de la crise sanitaire de 2020.

C. Autres fonctions de H2A.J
Nous avons également été contacté par Michael Bulger (Université de Rochester, USA)
pour un projet collaboratif. Son équipe avait en effet des données préliminaires in vitro
suggérant l'implication de H2A.J dans |'érythropoiese.

L'érythropoiése est I'ensemble des processus de production des érythrocytes ou globules
rouges a partir de cellules souches hématopoiétiques pluripotentes. Elle a lieu dans la
moelle osseuse rouge et est stimulée par la vitamine B12 et I'érythropoiétine (EPO), un
facteur de croissance dont la production est stimulée par une baisse d'oxygene.
L'érythropoiése fait partie d'un phénomeéne plus large appelé hématopoiese qui est le
processus de production des cellules sanguines et des éléments associés.

Afin d'explorer la piste d'une implication de H2A.J dans I'érythopoiése, nous avons élaboré
un plan d'analyses préliminaires basé sur différentes études comparatives entre de jeunes
souris de 3-4 mois C57BL/6N homozygotes WT et KO :

- Une formulation sanguine ainsi qu'un test EPO-ELISA : une formulation sanguine
consiste en une humération des populations cellulaires en présence et une mesure
d'autres parametres biochimiques associés. Le test EPO-ELISA, réalisé sur le
sérum, permet un dosage de I'érythropoiétine.

- Un test de réponse a la phénylhydrazine : la phénylhydrazine est capable de
détruire les érythrocytes. Un suivi de repopulation par formulation sanguine
permet une évaluation de I'érythropoiése.

- Un bilan des précurseurs érythroides dans la moelle osseuse afin d'identifier la ou
les éventuelles étapes dans lesquelles H2A.J jouerait un réle.

IV. Résultats et discussions

A. Spécificités de localisation de H2A.J
La localisation tissulaire de H2A.J a été étudiée par immunohistochimie dans un large
panel d'organes chez I'homme et chez la souris.
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Tout d'abord, nous pouvons observer une expression trés particuliere de H2A.J dans les
testicules. Les testicules appartiennent a l'appareil reproducteur mdle et remplissent
deux fonctions : la spermatogenése (production des spermatozoides) et la stéroidogenése
(production hormonale). La spermatogenése en particulier a lieu dans les tubes
séminiferes et englobe |'ensemble du processus de différentiation des spermatogonies en
spermatozoides en passant par les stades de spermatocytes et spermatides. La
spermatogenese s'effectue de maniére centripéte de telle sorte que les spermatozoides
soient finalement libérés dans la lumiére au centre des tubes séminiféres.

Testis
C57BL6/N mH2afj/N

H2A.J (active motif)

Figure 44 : Expression de H2A.J dans les testicules.
Coloration Hématoxyline/Eosine (HE) et expression de H2A.J par immunohistochimie dans des
coupes de testicules de souris WT (a gauche) ou H2AFJ-KO (a droite). Données de Claudia Riibe.

Le variant H2A.J semble fortement exprimé dans les spermatogonies. Pour autant, aucune
différence de fertilité n'a pu €tre observée entre les souris WT et KO. Cela laisse penser
qu'une certaine compensation de la perte de H2A.J par H2A canonique ou d'autres variants
pourrait &tre possible. Un tel phénoméne de compensation a d'ailleurs été décrit dans les
testicules lors de la déplétion du variant TH2B (Montellier et al., 2013).
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Mouse Mammary Gland- Rube
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Mouse Prostate- Rube
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Human Pancreas Mouse Pancreas - Riube A
Human Bladder Mouse Bladder

Human Salivary Glands Mouse Salivary Glands Human Stomach

Figure 45 : Localisation tissulaire de H2A.J chez |'homme et la souris par
immunohistochimie.
Données de Christophe Redon et Claudia Riibe.

Il est également possible de constater que I'expression de H2A.J est particulierement
forte au niveau des cellules épithéliales luminales de nombreuses glandes et de nombreux
organes ayant des fonctions sécrétoires tels que les seins, la prostate, le pancréas, etc.

Dans la littérature, H2A.J est principalement décrit comme un régulateur du phénotype
sécrétoire pro-inflammatoire en sénescence. Les données de localisation tissulaire
invitent a la réflexion. En effet, le réle du variant d'histone H2A.J pourrait-il €tre élargi

a celui de régulateur de la sécrétion cellulaire ?

106



Sujet 3 : Fonctions physiologiques et organe/tissu/cellule spécifiques du variant H2A.J

%":z.m“u%

Ay

s

: Qi'«

‘”0'
| |
—l>
'
e B e
P
. ,_0
-
-
-l
q";; 3
‘;: - - “‘G :
é Pl
L L)
S wd
§ <
& O
g -0
<
g v -
5 - |
c - .
§ ol
§' e
-0
0
.
-0—
=l
-
8 8§ & 8

Wdli

N

Sl

i
R

L

‘%‘%’x

“,

&

RO
SR

. &
e
Wy

o Sy

R
*n%??&
2
oy,

‘”&
SRS
%

s

%,
o
SR

% o

Figure 46 : Expression tissulaire du géne H2AFJ.

Données provenant de la base de données du projet GTEx (Genotype-Tissue Expression).

Les résultats d'immunohistochimie ont ensuite été comparés avec I'expression du géne
H2AFJ a l'aide de bases de données transcriptomiques. Il est alors intéressant de voir
que le géne H2AFJ est plus fortement exprimé dans les testicules ainsi que les organes

ayant des fonctions sécrétoires comme les seins et la prostate.
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Figure 47 : Expression de H2A.J dans des lignées luminales et basales de cancer du sein et
de la prostate par immunofluorescence et Western Blot.
Données de Christophe Redon.

L'expression différentielle de H2A.J dans les cellules luminales et basales a ensuite été
vérifiée dans des lignées de cellules de cancer du sein et de la prostate. Il est intéressant
de noter que, dans le panel de lignées cellulaires de cancer du sein testé, les T47D sont
celles ayant la plus forte expression de H2A.J en prolifération.
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Figure 48 : Graphiques d'analyse GSEA dans les T47D parentales vs H2A.J-KO.

Ces cellules épithéliales mammaires ont donc été choisies pour I'établissement d'un modele
de déplétion de H2A.J en utilisant la technologie CrispR/Cas9. Une analyse
transcriptomique a ensuite été réalisée dans les T47D parentales et deux lignées H2A.J-
KO indépendantes en prolifération. Elle a permis de montrer que les génes plus exprimés
dans la lignée parentale sont enrichis en génes régulés par I'cestrogene, en genes enrichis
dans des contextes de cancer du sein luminal de type B ainsi qu'en genes impliqués dans la
métastase cancéreuse. Ces résultats suggerent que H2A.J favorise la réponse a
I'cestrogene dans des cellules épithéliales mammaires et que ce variant d'histone pourrait
€tre un biomarqueur de cancer du sein luminal de type B ainsi que de prédiction de
métastase.
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Figure 49 : Heat map des données transcriptomiques des WI38, HFPM168 et HFPM170 en
prolifération et en sénescence concernant les facteurs du SASP.
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Notre équipe a également obtenu auprées de Michele Martin (CEA-Evry) des fibroblastes
humains issus de plastie mammaire HFPM168 et HFPM170. Une analyse transcriptomique
a été réalisée sur ces cellules en méme temps que sur des WI38 dans des conditions de
prolifération et de sénescence induite par irradiation 206Gy (analyse 10 jours post-
irradiation). Une particularité des HFPM168 et 170 est alors apparue : ces deux lignées
expriment un SASP fortement atténué en sénescence induite par des dommages a I'ADN.
L'expression de H2A.J a donc été vérifiée par immunofluorescence dans les HFPM168. Il
est alors possible de constater son absence d'accumulation en sénescence.
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Figure 50 : Evaluation de |'arrét prolifératif (A) et de |'expression de H2A.J (B) dans des
WI38 et HFPM168 en prolifération et en sénescence induite par irradiation a 20 6y - 10
Jjours.

Ainsi, les T47D, exprimant fortement H2A.J en |'absence de stress, et les HFPM168 et
170, exprimant un SASP atténué et dans lesquelles H2A.J ne s'accumule pas en
sénescence induite par des dommages a I'ADN, constituent des modéles d'étude
fonctionnelle de H2A.J tres intéressants.
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B. Etudes physiologiques

1. Etude de longévité
Au moment de |'écriture de cette thése, les souris de la cohorte de longévité sont dgées
d'un peu moins de 1 an et demi. Aucun impact de la délétion de H2A.J n'est alors observable
sur la longévité des souris.
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Figure 51 : Courbes de suivi de poids des souris de la cohorte de longévité.

Une pesée de ces souris tous les 3 mois a néanmoins mis en évidence une particularité des
souris H2A.J-KO (-/-) : elles prennent moins de poids avec |'dge que les souris WT (+/+).

Cette premiere observation peut notamment &tre comparée aux résultats obtenus avec
les souris mises sous régime high fat. Bien entendu, le modele d'induction de la prise de
poids est alors différent. Il devrait nous permettre d'obtenir un phénotype plus marqué
et se développant plus rapidement.

2. Etude de l'obésité
a) Suivi de prise de poids
Il est intéressant de constater qu'd l'instar de la prise de poids avec I'dge, la prise de
poids des souris mises sous régime high fat est plus faible chez les mdles KO par rapport
aux mdles WT, et ce de maniere reproductible. Chez les femelles en revanche, les
résultats obtenus varient d'un réplicat a l'autre et ne nous permettent donc pas d'établir
de conclusion claire quant a l'impact de la délétion de H2A.J sur la prise de poids. Nous
pouvons expliquer cette difficulté d'interprétation des données chez les femelles par une
plus grande variabilité inter-individuelle.
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Figure 52 : Courbes de suivi de poids des souris des cohortes high fat.
(A) Courbes de suivi de poids de la cohorte « test ». (B) Courbes de suivi de poids de la cohorte 1.
(C) Courbes de suivi de poids de la cohorte 2.

Ainsi, H2A.J jouerait un rdle dans la prise de poids. La déplétion de ce variant entrdinerait
une prise de poids moins importante chez des souris, que ce soit avec |'dge ou en réponse
a un régime high fat.

b) Etudes métaboliques

Un régime high fat, riche en acides gras, entrdine une perturbation du métabolisme du
glucose et de l'insuline. Les acides gras servent de substrat a la production d'énergie et
de précurseurs pour la synthése de dérivés lipidiques impliqués dans des fonctions
structurelles, de signalisation cellulaire et de stockage de I'énergie. Malgré I'importance
physiologique des acides gras, un surplus est toxique. Pour I'éviter, ils peuvent étre
métabolisés et stockés dans les adipocytes des tissus adipeux via la lipogenése. La
principale hormone stimulatrice de la lipogenése est l'insuline. Or, cette derniére est
également impliquée dans I'entrée de glucose dans les cellules p et les adipocytes ou elle
stimule la glycolyse. Ainsi, une activité accrue du métabolisme des lipides induite par un
régime high fat induit également une activité accrue du métabolisme du glucose et donc,
a terme, un épuisement des cellules p et une résistance a l'insuline (Parhofer, 2015).

Des études métaboliques ont donc été réalisées en collaboration avec ['équipe de
Genevieve Derumeaux sur les cohortes high fat 1 et 2. Tout d'abord, des tests de
tolérance a l'insuline puis, une semaine apres, au glucose ont été réalisés par injection de
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0,3UI/kg d'Umuline ou 1,5g/kg de glucose en intrapéritonéal dans les souris a jeun depuis
6 heures puis suivi cinétique de la glycémie par prélévement en bout de queue.
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Figure 53 : Test de tolérance a |'insuline.
(A & B) Suivi cinétique de la glycémie en valeurs réelles et en pourcentages de glycémie avant
injection d'insuline chez les males. (C & D) Suivi cinétique de la glycémie en valeurs réelles et en
pourcentages de glycémie avant injection d'insuline chez les femelles. (E) Histogramme des aires
sous courbes de glycémie en valeurs réelles. F : Females ; M : Males ; CD : Control Diet ; HFD :
High Fat Diet; *: P<0,5.

Le test de tolérance a l'insuline montre comme attendu une diminution trés significative
de la réponse (et donc sensibilité) a l'insuline des souris mises sous régime high fat par
rapport a celles sous régime contrdle. Pour ce qui est de I'effet du génotype, on peut
observer une plus forte sensibilité des males KO par rapport aux WT sous régime
contrdle. Cette différence dispardit en régime high fat. Dans cette derniére condition,
on peut voir que la réponse a l'insuline des souris est trés faible. La trés forte résistance
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a l'insuline tres probablement engendrée par la longue période de régime high fat cache
les effets possibles du génotype. La réitération de cette expérience chez des males plus
jeunes et mis sous régime high fat moins longtemps pourrait favoriser I'observation d'un
effet du génotype en régime high fat. Chez les femelles aucune différence significative
due au génotype n'est observable en régime contrale. En régime high fat en revanche, les
femelles KO semblent moins sensibles a l'insuline que les femelles WT. Néanmoins, les
écarts importants de poids entre ces souris pourraient entrainer un biais a I'origine de ce
résultat.
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Figure 54 : Test de tolérance au glucose.
Suivi cinétique de la glycémie chez les males (A) et chez les femelles (B). (C) Histogramme des
aires sous courbes de glycémie. F : Females ; M : Males ; CD : Control Diet ; HFD : High Fat Diet ;
*:P<05.

Le test de tolérance au glucose montre également un effet net du régime sur la réponse
d une injection de glucose chez les femelles : celles sous régime high fat ont une glycémie
augmentant fortement aprés injection et redescendant plus lentement ensuite. Chez les
mdles, cet effet est trés peu marqué. Il a été montré que |'dge est un facteur affectant
fortement le métabolisme du glucose (Ternacle et al., 2017). Or, cette analyse a été
réalisée chez des souris dgées d'environ 9 mois. Nous pouvons donc supposer que I'effet
de I'age entrdine un biais dans I'analyse de ce test.

Ainsi, les tests métaboliques laissent penser que la déplétion de H2A.J atténue les
dysfonctions métaboliques apparaissant avec l'age et un régime high fat. Cette premiere
impression devra &tre confirmée chez des souris plus jeunes et mises sous régime high
fat moins longtemps.
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¢) Récupération de matériel biologique et préparation d'‘échantillons
En paralléle des tests métaboliques, une échographie cardiaque a été réalisée chez les
mdles. Une semaine aprés I'ensemble de ces analyses sur souris vivantes, ces derniéres
ont été disséquées. Aprés anesthésie, du sang a été prélevé au niveau de la veine cave
pour une analyse des cytokines circulantes, une formulation sanguine et d'autres dosages.
La majorité des organes ainsi que des tissus adipeux a été récupérée, pesée et séparée
en deux pour des analyses histologiques et transcriptomiques. Des explants ont également
été réalisés avec l'atrium et le tissu adipeux épididymal (chez les madles) ou gonadal (chez
les femelles) afin d'analyser leur sécrétome sur 24h. Les données sont a ce jour
disponibles pour deux de ces analyses : le poids des organes et les formulations sanguines.
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Figure 55 : Poids des organes des souris des cohortes high fat 1 & 2.
(A) Poids des souris le jour de la dissection. (B) Longueur de tibia. (C-I) Poids normalisés du
ceeur, de l'atrium, des poumons, du foie, du pancréas, d'un rein et de la rate. CD : Control Diet ;
HFD : High Fat Diet; *:P<0,5.

En premier lieu, nous pouvons souligner que le poids corporel a bien été augmenté par le
régime high fat chez les deux sexes. Pour I'analyse comparative de poids d'organes entre
les différents groupes de souris, la longueur du tibia de la patte droite a été utilisée
comme parametre de normalisation.
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d) Etude des fonctions cardiaques

Le poids de certains organes peut varier en cas de dysfonction cardiaque. En effet, il est
notamment décrit dans la littérature qu'un régime high fat entraine une hypertrophie de
la paroi cardiaque ainsi qu'une dilatation de la cavité cardiaque (Raher et al., 2008;
Ternacle et al., 2017). De plus, une dysfonction cardiaque provoque une stase du sang dans
les poumons et un cedéme pulmonaire. Dans notre cas, on ne peut observer aucune
différence significative concernant les poids du cceur, de I'atrium et des poumons, que ce
soit en fonction du régime ou du génotype. Une tendance semble toutefois se dessiner.
Les souris sous régime high fat possedent un cceur et des poumons Iégerement plus lourds
que les souris sous régime contréle.
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Figure 56 : Echographie cardiaque chez les souris mdles des cohortes high fat 1 & 2.
(A) Rythme cardiaque. (B & C) Diamétre du ventricule gauche a la diastole et la systole. (D &
E) Vitesse de déformation cardiaque sur les faces antérieure et postérieure. LV : Left
Ventricular ; €D : Control Diet ; HFD : High Fat Diet ; * : P < 0,5.

Une échographie cardiaque a été réalisée chez les mdles afin de caractériser précisément
I'€tat de leurs fonctions cardiaques. Différents paramétres ont été étudiés : le rythme
cardiaque, I'épaisseur de la paroi interventriculaire ainsi que de la paroi postérieure, le
diametre du ventricule gauche, la fraction éjectée du ventricule gauche et la vitesse de
déformation cardiaque. Nous pouvons notamment observer une augmentation du diametre
du ventricule gauche chez les souris en régime high fat par rapport a celles sous régime
contrdle. Le régime affecte également la vitesse de déformation cardiaque : les souris
sous régime high fat ayant une vitesse de déformation cardiaque réduite par rapport a
celles sous régime contrédle. Ces deux effets du régime ont déja été décrit dans la
littérature (Ternacle et al., 2017). Une information inédite et remarquable dans nos
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données est un effet tres net de la délétion de H2AFJ : les souris KO ont une vitesse de
déformation cardiaque largement plus importante que les souris WT. Une hypothese
pouvant expliquer ce résultat est que les souris KO développeraient moins de fibrose
cardiaque avec |'dge et sous régime high fat. Elle pourra &tre vérifiée par une analyse
histologique par coloration rouge sirius pour la visualisation de I'accumulation des fibres
du collageéne.

La délétion de H2A.J permettrait donc une meilleure préservation des fonctions
cardiaques avec |'dge et chez des souris obeses.

e) Etude du métabolisme

L'observation des organes impliqués dans la digestion et la régulation du métabolisme
montre une augmentation de poids chez les souris sous régime high fat du foie, du
pancréas et des reins. Le foie est nhotamment un organe de stockage et joue un rdle dans
le métabolisme des glucides et des lipides. Le pancréas est quant-a-lui impliqué dans la
production et la sécrétion d’hormones comme l'insuline et le glucagon. Les souris sous
régime high fat et notamment celles de la souche C57BL/6J sont connues pour leur prise
de poids importante, le développement d'une insulino-résistance et de pathologies
cardiaques et rénales associées (Winzell et al., 2004, 2007). Ceci induit une activité
accrue de ces organes et donc une augmentation de leur volume et de leur poids. Le
génotype n'a pas d'impact significatif sur le poids du foie, du pancréas et des reins.
Néanmoins, une tendance semble a nouveau se dessiner avec des organes moins lourds
chez les souris KO, notamment chez les mdles sous régime high fat.

wT KO
M 4/4 11/17
F 1/7 2/6

Tableau 3 : Nombre de souris par groupe dans les cohortes 1 & 2 pour lesquelles une
stéatose hépatique a pu étre observée visuellement.

Cette derniére observation est compatible avec les données de test de tolérance a
I'insuline montrant une meilleure sensibilité a l'insuline des souris males KO pour H2A.J.
Un examen macroscopique rapide lors de la dissection laisse également penser que les
souris KO sous régime high fat ont tendance a développer moins de stéatose hépatique.
Cette observation pourra €tre confirmée par une analyse histologique. L'ensemble des
données préliminaires concernant le métabolisme suggérent donc fortement que la
délétion de H2A.J aurait un effet protecteur contre les altérations induites par le
vieillissement et un régime high fat.

f) Etude de la déposition lipidique
Différents tissus adipeux ont également été récupérés et pesés. Chez 'homme, comme
chez la souris, il existe deux types de tissus adipeux : le tissu adipeux brun et le tissu
adipeux blanc. Le tissu adipeux brun est localisé dans la région supra-claviculaire chez
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I'homme et dans la région interscapulaire ainsi que supra-claviculaire chez la souris. La
fonction principale de ces adipocytes bruns est d'assurer, grdce a la lipolyse de ses
adipocytes, la thermogenese (Cinti, 2017). Il existe ensuite deux sous-types de tissu
adipeux blanc : le tissu adipeux blanc viscéral et le tissu adipeux blanc sous-cutané. Chez
la souris, le ftissu adipeux blanc viscéral peut &tre péri-épididymal ou gonadal
(respectivement chez le mdle et chez la femelle), périrénal ou mésentérique. Le tissu
adipeux blanc sous-cutané est lui situé dans la région inguinale. Chez I'homme, le tissu
adipeux blanc sous-cutané représente plus de 80% du tissu adipeux total et aurait un
effet bénéfique sur le métabolisme (Tran et al., 2008). Au contraire, le tissu adipeux
blanc viscéral, représentant 10-20% du tissu adipeux total chez 'homme et 5-10% chez
la femme, est généralement associé au développement de troubles métaboliques et
cardiovasculaires (Shuster et al., 2012).

Sans surprise, les souris sous régime high fat ont des tissus adipeux globalement
beaucoup plus développés que celles sous régime contrdle. Seul le tissu adipeux épididymal
chez les mdles a connu une expansion limitée mais semblait davantage fibrotique a la
premiere observation visuelle. Cette derniére observation pourra €tre confirmée par une
analyse histologique par coloration rouge sirius pour la visualisation de I'accumulation des
fibres du collagene. Il est également possible de voir que les souris KO mdles ont une
déposition lipidique moindre dans le tissu adipeux brun.

Ainsi, la déplétion de H2A.J induit une modification plutdt faible de la déposition lipidique.
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Figure 57 : Poids de différents tissus adipeux des souris des cohortes high fat 1 & 2.
Poids normalisés du tissu adipeux blanc inguinal (A), épididymal ou gonadal (B), périrénal (C) et du
tissu adipeux brun (D). €D : Control Diet ; HFD : High Fat Diet; * : P<0,5.
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Sujet 3 : Fonctions physiologiques et organe/tissu/cellule spécifiques du variant H2A.J

g) Etude de l'inflammation de bas-grade

Le développement important de tissu adipeux s'accompagne généralement d'une hypoxie
et de la mort dadipocytes ce qui induit I'expression d'un phénotype inflammatoire
(Tchkonia et al., 2010). La rate est un organe jouant trois rdles essentiels. Elle fait partie
des organes lymphoides secondaires qui sont des lieux de contact entre le systéme sanguin
et le systéeme lymphatique permettant I'activation de la réponse immunitaire. La rate est
également impliquée dans la régulation de la formation et de la destruction des éléments
figurés du sang (les globules rouges ou érythrocytes, les globules blancs ou leucocytes et
les plaquettes ou thrombocytes). En effet, pendant le développement feetal, la rate est
un lieu d'hématopoiese (avec le foie) petit a petit remplacé par la moelle osseuse qui
devient l'organe hématopoiétique exclusif apres la naissance. Néanmoins, en cas d'atteinte
de la fonction hématopoiétique de la moelle osseuse, on peut observer une reprise de
I'hématopoiese splénique. Enfin, le troisiéme rdle de la rate découle des deux premiers
puisqu'elle est impliquée dans le stockage des éléments figurés du sang (Kapila et al.,
2019). Ainsi, le poids de la rate est un premier indicateur de l'inflammation. Or, il est
possible d'observer certaines tendances : le poids de la rate semble plus élevé chez les
souris sous régime high fat par rapport a chez les souris sous régime contréle et il semble
moins élevé chez les souris KO que chez les souris WT. Cela irait dans le sens attendu
d'une augmentation de l'inflammation avec un régime high fat et laisse penser que H2A.J
jouerait un réle dans l'expression d'un phénotype inflammatoire dans un contexte plus
large que la sénescence cellulaire.
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Figure 58 : Formulation sanguine des souris des cohortes high fat 1 & 2 : données
concernant les populations de leucocytes.
CD : Control Diet ; HFD : High Fat Diet; *: P<0,5.
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Sujet 3 : Fonctions physiologiques et organe/tissu/cellule spécifiques du variant H2A.J

Cette influence de H2A.J sur le développement d'un phénotype inflammatoire a également
été explorée via l'analyse d'une formulation sanguine (Vetscan, Abaxis). Celle-ci a hon
seulement permis de mettre en évidence une augmentation des populations de leucocytes
chez les souris mdles sous régime high fat mais aussi et surtout une différence
significative en fonction du génotype, les souris KO ayant des populations leucocytaires
moins développées.

Cette derniere observation est particulierement intéressante et devrait faire l'objet
d'une étude approfondie. En effet, les cellules immunitaires jouent un réle clé dans
I'inflammation, le remodelage et la résistance a I'insuline dans les tissus adipeux. Certaines
populations de lymphocytes participeraient notamment a l'altération du métabolisme du
glucose tandis que d'autres contribueraient au maintien de la sensibilité a I'insuline dans
des contextes d'obésité (Clément & Vignes, 2009). Un développement plus modéré d'une
inflammation chronique de bas-grade avec I'dge ou en cas d'obésité chez des sujets KO
pour H2A.J pourrait ainsi influencer la déposition lipidique ainsi que les conséquences
pathologiques au niveau des fonctions métaboliques et cardiaques.

3. Etude de I'érythropoiese

La formulation sanguine réalisée sur les souris des cohortes high fat a également apporté
des informations concernant les thrombocytes et les érythrocytes. Ni le régime
alimentaire ni le génotype ne semblent affecter les thrombocytes. En revanche, une
tendance reproductible d'un parametre a I'autre de la santé érythrocytaire a pu €tre mise
en évidence. En effet, les souris KO semblent avoir une population d'érythrocytes moins
importante que les souris WT. Elles semblent aussi avoir globalement moins d’hémoglobine
(molécule fixatrice du dioxygéne dans les érythrocytes) ainsi que moins d’hémoglobine par
cellule. Le volume moyen des érythrocytes semble également plus élevé chez les souris
KO que chez les souris WT. Des facteurs pouvant induire une telle macrocytose sont des
troubles de la lignée érythroblastique ou une carence en vitamine B12 et/ou folates. Une
carence en fer favoriserait au contraire une microcytose (Kujovich, 2016).
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Sujet 3 : Fonctions physiologiques et organe/tissu/cellule spécifiques du variant H2A.J
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Figure 59 : Formulation sanguine des souris des cohortes high fat 1 & 2 : données
concernant les populations de thrombocytes (A-C) et d'érythrocytes (D-6).
CD : Control Diet ; HFD : High Fat Diet; *: P<0,5.

Avant I'étude des souris sous régime high fat, notre équipe avait été contactée par
Michael Bulger. Son équipe avait en effet des données préliminaires in vitro suggérant
I'implication de H2A.J dans |'érythropoiése. D'autres souris, a raison de 5 / groupe, ont
donc fait l'objet d'une étude spécifique de I'érythropoiese. La formulation sanguine
réalisée en collaboration cette fois-ci avec Daniel Lewandowski (CEA-Fontenay-aux-
Roses) sur ces souris (prélevement en rétro-orbital) a montré la méme tendance anémique
des souris KO par rapport aux souris WT.
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Figure 60 : Formulation sanguine des souris de I'étude de I'érythropoiése.
*:P<0,5.

Un test de réponse a la phénylhydrazine a donc été réalisé sur les souris. 100mg/kg de
phénylhydrazine a été injectée en sous-cutané afin de détruire les érythrocytes puis leur
repopulation a été suivie par formulation sanguine pendant 14 jours (prélévement a la
carotide). 2 souris KO (un mdle et une femelle) sont décédées au troisieme jour de I'étude.
Ceci pourrait €tre une premiére indication d'une plus grande sensibilité des souris KO a la
phénylhydrazine. L'étude cinétique des parameétres concernant les érythrocytes a ensuite
montré des différences significatives entre les souris KO et WT chez les mdles ainsi
qu'une simple tendance chez les femelles. Les souris KO se révelent donc davantage
sensibles a la phénylhydrazine que les souris WT.

H2A.J semble donc impliqué dans l'érythropoiése. Une étude des populations de
précurseurs érythroides dans la moelle osseuse est prévue afin d'identifier la ou les
étapes de différenciation dans lesquelles H2A.J jouerait un rdle.
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Figure 61 : Test de réponse a la phénylhydrazine.

(A, B, C) Suivi cinétique des érythrocytes, de 'hématocrite et de I'hémoglobine en valeurs
réelles. (D, E, F) Suivi cinétique des érythrocytes, de I'nématocrite et de 'hémoglobine en
pourcentages de valeurs avant injection. (G, H, I) Histogramme des aires sous courbes de valeurs
réelles. F : Females ; M : Males ; * : P<0,5.
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Conclusion et perspectives

La sénescence cellulaire est une réponse aux stress caractérisée par un arrét prolifératif
stable et de nombreuses caractéristiques phénotypiques pouvant varier suivant le type
cellulaire et le stimulus d'induction de la sénescence. En conditions de dommages a I'ADN,
celle-ci s'accompagne notamment d'un phénotype sécrétoire pro-inflammatoire appelé
SASP. Invivo, il permet une communication entre les cellules sénescentes et le systeme
immunitaire, facilitant I'élimination des cellules sénescentes. Malheureusement, cette
inflammation peut devenir chronique et favoriser I'apparition de pathologies si des cellules
sénescentes persistent.

Les travaux précédant mon arrivée au laboratoire ont permis de mettre en évidence une
accumulation progressive du variant d'histone H2A.J en conditions de sénescence induite
avec des dommages da I'ADN: sénescence réplicative ou induite par radio- ou
chimiothérapie. Cette accumulation de H2A.J, résultant vraisemblablement d'un
phénomeéne post-traductionnel, s'est avérée nécessaire a la dérépression effective des
génes pro-inflammatoires du SASP.

Les trois années de doctorat matérialisées par cette thése ont permis une meilleure
compréhension des mécanismes par lesquelles H2A.J participe a la dérépression des génes
du SASP en sénescence induite par des dommages a I'ADN ainsi qu'd un début de
caractérisation in vivo de ce méme variant d'histone.

Mécanisme d'action de H2A.J pendant la sénescence

Des études biochimiques dans un modeéle de surexpression de H2A et H2A.J taggés Flag
et HA ont permis de montrer une plus faible interaction de I'histone de liaison H1 avec
H2A.J qu'avec H2A dans des extraits nucléosolubles. Cette interaction différentielle a
plusieurs conséquences. Elle induit en effet une plus faible association de H1 avec la
chromatine enrichie en H2A.J, un turnover plus rapide de cette histone de liaison et une
diminution de sa quantité totale. Cela suggére que la stabilité de la protéine H1 est
contrdlée par son association avec la chromatine et des complexes nucléaires libres de
chaperons d'histones impliquant H2A. Certaines données suggérent l'importance de
I'extrémité C-terminale de H2A pour son interaction avec H1 (Shukla et al., 2011; Vogler
et al., 2010). Les divergences de séquence protéique de H2A.J sur les 7 derniers acides
aminés de cette région pourraient donc expliquer la plus faible interaction de H1 avec
H2A.J.

La premiere partie biochimique de I'étude des mécanismes d'action de H2A.J permettrait
d'expliquer qu'en condition de sénescence induite par des dommages a I'ADN, il est
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possible d'observer que I'accumulation de H2A.J s'accompagne d'une perte importante de
H1 alors que cette derniére est partiellement compensée par la déplétion de H2A.J.

L'étude omic de fibroblastes WI38 immortalisés en prolifération ou en sénescence induite
par des dommages a I'ADN déplétés ou non pour H2A.J par interférence ARN a permis de
révéler d'autres conséquences de cette interaction différentielle. L'accumulation de
H2A.J et la perte de H1 en sénescence ont été corrélées avec la dérépression de
certaines séquences répétées de I'ADN et l'activation de la voie interféron. Cette étude
omic pourrait &tre complétée par la caractérisation plus précise des facteurs de la voie
interféron impliqués. Pour cela, des inhibiteurs pourraient notamment &tre utilisés pour
déterminer le type d'activateur (ARN double brin ou ADN simple ou double brin),
I'implication ou non de JAK1 avec le Ruxolitinib, etc. Par ailleurs, les sites de fixation de
facteurs de transcription pourraient €tre identifiés par ATAC-seq (en cours) et I'analyse
des motifs associés pourraient nous permettre d'identifier les facteurs de transcription
impliqués.

H2A.J différe de I'histone canonique H2A par une simple substitution de l'alanine 11 de
H2A par une valine dans H2A.J ainsi que des 7 derniers acides aminés de I'extrémité C-
terminale. Parmi ces 7 acides aminés, un motif SQ phosphorylable est présent dans la
séquence de H2A.J. Le rdle de ces spécificités a été étudié. Pour cela, des lignées de
fibroblastes immortalisés et modifiés pour surexprimer des mutants de H2A.J ont été
développées. L'analyse transcriptomique de ces mutants a révélé un rdle de modérateur
d'activité de la Val-11. D'un point de vue structurel, la valine differe de I'alanine par la
présence de deux groupements méthyle supplémentaires. Une hypothése serait que ces
motifs seraient reconnus par un facteur de régulation négatif. L'analyse transcriptomique
a également révélé une potentialisation de l'activité de H2A.J avec le mutant S123E
mimant une phosphorylation. Dans le méme temps, le mutant S123A non phosphorylable
s'est avéré trés similaire au variant H2A.J. Au sein d'un nucléosome, la sérine 123 est
localisée a I'entrée et la sortie de 'ADN qui est également le site de liaison de H1. La
phosphorylation de la sérine 123 pourrait donc affaiblir la liaison de 'ADN a cet endroit.
Une co-immunoprécipitation de H1 avec les mutants S123E et S123A a également montré
une interaction plus faible de H1 avec le mutant de phosphorylation. La phosphorylation
de la sérine 123 pourrait donc potentialiser I'activité de H2A.J par une diminution encore
plus importante de son interaction avec H1.

L'existence effective d'une phosphorylation de H2A.J aprés induction de dommages a
I'ADN a été démontrée in vivo par spectrométrie de masse. Elle n'a cependant lieu que sur
une fraction tres faible de H2A.J (seulement 1%). Il est possible que cette
phosphorylation soit spécifique de certaines régions génomiques ainsi régulées. La
vérification de cette hypothese est compliquée par la difficulté de détection de niveaux
aussi faibles de phosphorylation. Un anticorps anti-phospho-S123-H2A.J trés sensible et
spécifique a été obtenu par le laboratoire au cours de ce doctorat mais n'a pas permis
d'obtenir de résultats concluants en ChIP-seq. Une méthode plus récente appelée Cut &
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Tag est décrite comme une alternative plus performante au ChIP-seq. Elle permettrait
notamment de diminuer le bruit de fond et daméliorer la sensibilité. De plus, il serait
intéressant d'identifier la ou les kinases responsables de la phosphorylation de H2A.J.

H2A.J et les phénotypes sécrétoires in vivo

La localisation tissulaire de H2A.J a été étudiée par immunohistochimie dans un large
panel d'organes chez 'homme et chez la souris en collaboration avec Christophe Redon et
Claudia Riibe. Cela a permis de montrer que ce variant d'histone est fortement exprimé
dans les cellules luminales de glandes. Ce résultat a ensuite été confirmé dans des lignées
de cancer du sein et de la prostate, deux organes ou H2A.J est exprimé de fagon
importante.

Parmi ces lignées, les cellules épithéliales de cancer du sein luminal T47D ont été choisies
pour |'établissement d'un modéle de déplétion de H2A.J en utilisant la technologie
CrispR/Cas9. Une analyse transcriptomique a ensuite été réalisée dans les T47D
parentales et deux lignées H2A.J-KO indépendantes en prolifération. Elle a permis de
montrer que les génes plus exprimés dans les cellules parentales sont enrichis en genes
régulés par l'eestrogene, en genes enrichis dans des contextes de cancer du sein luminal
de type B ainsi qu'en géne impliqués dans la métastase cancéreuse. Ces résultats suggerent
que H2A.J favorise la réponse a l'eestrogéne dans des cellules épithéliales mammaires et
que ce variant d'histone pourrait €tre un biomarqueur de cancer du sein luminal de type B
ainsi que de prédiction de métastase. Il est notamment décrit dans la littérature une
augmentation fréquente du nombre de copies du géne H2AFJ dans les cancers du sein
ainsi que du niveau d'expression de la protéine H2A.J (Cornen et al., 2014; Yao et al.,
2006). La surexpression de H2AFJ est également corrélée a la résistance aux thérapies
dans les cancers du sein mais aussi colorectaux, hépatiques et les glioblastomes
multiformes (Katayama et al., 2019; H.-H. Lee et al., 2020; J. Liu et al., 2019; X. Wang et
al., 2019).

De maniere plus générale, les données de localisation tissulaire et transcriptomiques dans
les T47D laissent supposer d'une implication générale de H2A.J dans la sécrétion et la
réponse aux facteurs sécrétés. D'autres mécanismes que celui découvert dans le contexte
de la sénescence et du SASP pourraient alors €tre mis en jeu.

Deux autres lignées particulierement intéressantes pour I'étude de H2A.J ont été
utilisées : les fibroblastes humains de plastie mammaire HFPM168 et 170. Une analyse
transcriptomique sur ces lignées a en effet révélé qu'elles expriment un SASP atténué
par rapport aux WI38. Par ailleurs, H2A.J ne s'accumule pas en sénescence induite par
des dommages a I'ADN dans les HFPM168. Il serait donc trés intéressant d'étudier I'effet
de la surexpression ectopique de H2A.J dans ces fibroblastes. Cela nous indiquerait si
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H2A.J est non seulement nécessaire mais aussi suffisant pour induire |'expression du
SASP.

H2A.J et sénescence/vieillissement/inflammation in vivo

Afin d'explorer plus en détail les réles physiologiques de H2A.J, un modéle de souris dans
lequel le géne H2AFJ a été invalidé en utilisant la technologie de nucléases TALEN a été
développé. Deux premieres approches ont été mises en place dans le but d'étudier le réle
de H2A.J dans des contextes de vieillissement et pro-inflammatoire : une étude de
longévité et une étude de régime high fat. Celles-ci en sont encore a un stade précoce.
Néanmoins, quelques données préliminaires permettent d'avancer des hypothéses. Les
souris KO semblent en effet tre moins prédisposées a |'obésité et les pathologies qui en
découlent : diabéte, inflammation chronique, dysfonctions cardiaques et rénales. Bien
entendu, cela reste a confirmer et les mécanismes sous-jacents demeurent inexplorés.
Des tests complémentaires sont prévus afin de mieux caractériser le phénotype des
souris KO dans ces contextes pro-inflammatoires :

- Le dosage des cytokines circulantes et sécrétées par I'atrium et le tissu adipeux
épididymal ou gonadal.

- Le dosage de facteurs circulants liés au métabolisme des lipides et des glucides
tels que des adipokines, l'insuline, les triglycérides et les acides gras libres.

- L'analyse histologique des tissus afin d'évaluer la stéatose hépatique, la fibrose
dans des organes ou tissus adipeux, l'infiltration macrophagique dans les tissus
adipeux, etc.

- L'analyse transcriptomique de certains tissus et organes

Par ailleurs, il est possible qu'a I'issue de ces tests, une nouvelle cohorte high fat soit
constituée pour une étude a moins long terme. Si ce devait étre le cas, il serait alors
intéressant de regarder également le comportement des souris a l'aide de cages
métaboliques. Celles-ci permettraient de collecter des informations concernant la
consommation de dioxygene, le rejet de CO;, l'activité motrice spontanée, la prise
alimentaire et la tfempérature dans les cages.

H2A.J et I'érythropoiése

Des résultats préliminaires in vitro suggérant l'implication de H2A.J dans I'érythropoiese
ont été obtenus par I'équipe de Michael Bulger. Ce dernier nous a alors contactés et nous
avons proposé d'étudier cette hypothése dans notre modéle de souris. Une analyse des
¢léments figurés du sang de jeunes souris a donc été réalisée. Celle-ci a effectivement
révélé une tendance anémique des souris KO. L'étude de I'implication de H2A.J a donc été
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poursuivi avec un test de réponse a la phénylhydrazine. Ce dernier a mis en évidence une
sensibilité plus importante des érythrocytes dans les souris KO ainsi qu'une repopulation
plus lente. H2A.J serait donc bien impliqué dans I'érythropoiése. Il reste néanmoins a
déterminer la ou les étapes de différenciation dans lesquelles H2A.J jouerait un réle ainsi
que les mécanismes d'action mis en jeu. Dans ce but, une étude des populations de
précurseurs érythroides dans la moelle osseuse est prévue.
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Annexes

Annexe 1: Liste des histone-acétyltransférases (HAT)

Famille Enzyme Géne Spécificité
Histone acetyltransferase KAT2A KAT2A H3K9ac, H3K14ac, H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac, H4K16ac, H4K91lac
GNAT Histone acetyltransferase KAT2B KAT2B
Elongator complex protein 3 ELP3 H3K9ac, H3K18ac
Histone acetyltransferase type B catalytic subunit HAT1 H4K5ac, H4K12ac, H2AK5ac
Histone acetyltransferase KAT5 KAT5 H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac, H2AK5ac
Probable histone acetyltransferase MYST1 MYST1 H4K16ac
MYST Histone acetyltransferase MYST2 MYST2 H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac
Histone acetyltransferase MYST3 MYST3 H3K14ac
Histone acetyltransferase MYST4 MYST4
CBP/p300 CREB-binding protein CREBBP H3K27ac, H3K56ac, H3K18ac, H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac, H4K16ac
Histone acetyltransferase p300 EP300 H3K27ac, H3K56ac, H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac, H4K16ac, H3K18ac
TFIIC General transcription factor 3C polypeptide 4 GTF3C4 H3K14ac
SRC/p160 Nuclear receptor coact?vator 1 NCOA1l
Nuclear receptor coactivator 3 NCOA3
Bifunctional protein NCOAT MGEA5 H4K8ac, H3K14ac
Circadian locomoter output cycles protein kaput CLOCK H3K14ac
Testis-specific chromodomain protein Y 1 CDY1B, CDY1
Chromodomain Y-like protein CDYL
N-acetyltransferase 10 NAT10
Annexe 2 : Liste des histone-désacétylases (HDAC)
Classe Enzyme Géne Spécificité
Histone deacetylase 1 HDAC1 H3K56ac
Classe | Histone deacetylase 2 HDAC2
Histone deacetylase 3 HDAC3 H3K4ac
Histone deacetylase 8 HDAC8
Histone deacetylase 4 HDAC4
Histone deacetylase 5 HDAC5
Classe lla -
Histone deacetylase 7 HDAC7
Histone deacetylase 9 HDAC9
Classe Ilb I-!istone deacetylase 6 HDAC6
Histone deacetylase 10 HDAC10
NAD-dependent deacetylase sirtuin-1 SIRT1 H4K16ac, H3K9ac, H1K25ac
Classe Il NAD-dependent deacetylase sirtuin-2 SIRT2 H4K16ac, H3K56ac
NAD-dependent deacetylase sirtuin-3, mitochondrial SIRT3 H3K56ac
NAD-dependent deacetylase sirtuin-6 SIRT6 H3K9ac, H3K56ac
Classe IV Histone deacetylase 11 HDAC11
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Annexe 3 : Liste des histone-méthyltransférases (HMT)

Groupe cible Enzyme Geéne Spécificité
EZH1 EZH1 H3K27me1l, H3K27me2
EZH2 EZH2 H3K27mel, H3K27me2, H3K27me3, H1K25mel
MLL MLL H3K4me3
MLL2 MLL2
MLL3 MLL3 H3K4me3
MLL4 Unknown H3K4me3
MLL5 MLL5
NSD3 WHSC1L1 H3K4me2, H3K27me2, H3K27me3
PRDM9 PRDM9 H3K4me3
SETD1A SETD1A H3K4me3
SETD1B SETD1B H3K4me3
SETD2 SETD2 H3K36me3
SETD7 SETD7 H3K4mel
SETD8 SETD8 H4K20me1l, H4K20me2
Lysine SETDB1 SETDB1 H3K9me3
SETDB2 SETDB2 H3K9me3
SETMAR SETMAR H3K36me2
SUV39H1 SUV39H1 H3K9me3
SUV39H2 SUV39H2 H3K9me3
SUV420H1 SUV420H1 H4K20me2, H4K20me3
SUV420H2 SUV420H2 H4K20me2, H4K20me3
H3 lysine-36 and H4 lysine-20 specific NSD1 H3K36me2, H4K20me2
H3 lysine-79 specific DOTI1L H3K79me1l, H3K79me2, H3K79me3
H3 lysine-9 specific 3 EHMT2 H3K9me1l, H3K9me2, H3K27mel, H1K186mel, H1K25mel
H3 lysine-9 specific 5 EHMT1 H3K9me2, H3K27mel, H1K25mel, H1K186mel
SMYD2 SMYD2 H3K36me2
PR domain zinc finger protein 2 PRDM2 H3K9me2
Probable histone-lysine N-methyltransferase ASH1L ASH1L H3K36me1l, H3K36me2
Probable histone-lysine N-methyltransferase NSD2 WHSC1 H3K36me3, H4K20mel, H4K20me3
SET and MYND domain-containing protein 3 SMYD3 H3K4me3
CARM1 CARM1 H3R17mel, H3R17me2, H3R2mel, H3R26mel
Protein arginine N-methyltransferase 1 PRMT1 H4R3mel, H4R3me2
Protein arginine N-methyltransferase 2 PRMT2
Arginine Protein arginine N-methyltransferase 5 PRMT5 H3R8me2, H4R3me2
Protein arginine N-methyltransferase 6 PRMT6 H3R2me2, H4R3me2, H2AR3me2
Protein arginine N-methyltransferase 7 PRMT7
Protein arginine N-methyltransferase 8 PRMT8

Annexe 4 : Liste des histone-déméthylases

(HDM)

Groupe cible Enzyme Geéne Spécificité
Histone lysine demethylase PHF8 PHF8 H3K9me2, H3K4me3, H4K20me1l, H3K27me2
Lysine-specific demethylase 2A KDM2A H3K36me2
Lysine-specific demethylase 2B KDM2B H3K4me3, H3K36me2
Lysine-specific demethylase 3A KDM3A H3K9me1, H3K9me2
Lysine-specific demethylase 3B KDM3B H3K9me1l, H3K9me2
Lysine-specific demethylase 4A KDM4A H3K9me3, H3K36me3
Lysine-specific demethylase 4B KDM4B H3K9me3
Lysine-specific demethylase 4C KDM4C H3K9me2, H3K9me3
Lysine-specific demethylase 4D KDM4D H3K9me3, H3K9me2, H1K25mel
Lysine Lysine-specific demethylase 5A KDMSA H3K4me2, H3K4me3
Lysine-specific demethylase 5B KDM5B H3K4me3
Lysine-specific demethylase 5C KDM5C H3K4me3
Lysine-specific demethylase 5D KDMSD H3K4me3, H3K4me2
Lysine-specific demethylase 6A KDM6A H3K27me3
Lysine-specific demethylase 6B KDM6B H3K27me3, H3K27me2
Lysine-specific demethylase 7 JHDM1D H3K9me2, H3K27me2
Lysine-specific demethylase 8 JMID5 H3K36me2
Lysine-specific demethylase NO66 C140rf169 H3K4me3, H3K36me3
Lysine-specific histone demethylase 1A KDM1A H3K4mel, H3K4me2, H3K9me1, H3K9me2
Lysine-specific histone demethylase 1B KDM1B H3K9me2
Arginine Bifunctional arginine demethylase and lysyl-hydroxylase JMJD6 JMID6 H3R2me2, H4R3mel, H4R3me2
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Annexe 5 : Liste des histone-kinases

Enzyme Geéne Spécificité
Cyclin-dependent kinase 17 CDK17
Cyclin-dependent kinase 3 CDK3
Cyclin-dependent kinase 5 CDK5
Death-associated protein kinase 3 DAPK3 H3T11ph
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit PRKDC H2AS139ph
Glycogen synthase kinase-3 beta GSK3B H1T10ph
Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit alpha CHUK H3S10ph
LIM domain kinase 2 LIMK2
Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase-like MASTL
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8 MAP3K8 H3S10ph
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase MLT Unknown H3S28ph
Mitotic checkpoint serine/threonine-protein kinase BUB1 BUB1 H2AT120ph
Protein kinase C beta type PRKCB H3T6ph
Protein kinase C delta type PRKCD H3T45ph
Ribosomal protein S6 kinase alpha-4 RPS6KA4 H3S28ph
Ribosomal protein S6 kinase alpha-5 RPS6KAS H2AS1ph, H3S10ph, H3528ph
Serine-protein kinase ATM ATM H2AS139ph
Serine/threonine-protein kinase 10 STK10
Serine/threonine-protein kinase 12 AURKB H3S10ph, H3S6ph, H3528ph
Serine/threonine-protein kinase 4 STK4 H2BS14ph, H2AS139
Serine/threonine-protein kinase ATR ATR H2AS139ph
Serine/threonine-protein kinase haspin GSG2 H3T3ph
Serine/threonine-protein kinase N1 PKN1 H3T11ph
Serine/threonine-protein kinase Nek6 NEK6
Serine/threonine-protein kinase Nek9 NEK9
Serine/threonine-protein kinase PAK 2 PAK2 H3S10ph
Serine/threonine-protein kinase tousled-like 1 TLK1 H3S10ph
Tyrosine-protein kinase BAZ1B BAZ1B H2AY142ph
Tyrosine-protein kinase JAK2 JAK2 H3Y41ph
Annexe 6 : Liste des histone-phosphatases
Enzyme Géne Spécificité
Dual specificity protein phosphatase 1 DUSP1 H3S10ph
Eyes absent homolog 1 EYA1 H2AY142ph
Eyes absent homolog 2 EYA2 H2AY142ph
Eyes absent homolog 3 EYA3 H2AY142ph
Protein phosphatase 1D PPM1D H2AS139ph
Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit alpha isoform PPP2CA H2AS139ph
Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit beta isoform PPP2CB H2AS139ph
Serine/threonine-protein phosphatase 4 catalytic subunit PPPAC H2AS139ph
Serine/threonine-protein phosphatase 5 PPP5C
Serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic subunit PPP1CC H3T11ph
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sénescence a été corrélée avec une augmentation
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étre partiellement compensées par la déplétion de
H2A.J par interférence ARN. Une analyse
mutationnelle nous a également permis de
montrer I'importance fonctionnelle des spécificités
de séquence de H2A.J : une modération de son
activité par la Val-11 et une potentiation par la
phosphorylation de la Ser-123.

Par ailleurs, un modéle de souris H2AJ-KO a été
développé et des résultats préliminaires indiquent
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Abstract: Cellular senescence is a stress response
characterized by a stable proliferative arrest
accompanied by, among others, the secretion of pro-
inflammatory factors constituting what is called the
SASP and an important chromatin remodelling.

This PhD hosting laboratory is interested in the
identification of novel regulators and biomarkers of
cellular senescence. Recent data showed a specific
accumulation of the histone variant H2A.J in DNA
damage induced senescence and its implication in
the expression of pro-inflammatory genes.

This PhD project is aiming to understand the
mechanisms by which H2A.J accumulation promotes
the expression of pro-inflammatory genes and to
identify novel physiological or organ/tissue/cell
specific functions for H2A.J.

We showed that H2A.J accumulation contributes to
weakening the association of linker histone H1 to
chromatin. Decreased H1 in senescence was
correlated with increased expression of some
repeated DNA sequences and activation of the
interferon signalling pathway. Moreover, this H1
loss in senescence and its consequences could be
partially recovered by H2A.J depletion by RNA
interference. A mutational analysis also showed the
functional importance of H2AJ sequence
specificities: a moderation of its activity by the Val-
11 and a potentiation by the phosphorylation of
the Ser-123.

Additionally, we developed a H2A.J-KO mouse
model and preliminary results indicate a potential
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