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TAF : TATA-binding protein associated factor
TARG1 : Terminal ADP-ribose protein glycohydrolase
TB : Terrific Broth

TET : Ten-eleven translocation

TGD : Thymine ADB glycosylate

Th : Thrombine

Tm : Température de demi-dénaturation



TRD : Transcriptional repression domain

Tris : 2-amino-2-(hydroxymethyl)-1, 3-propanediol

TRX : Thiorédoxine

TSH2B : Testis-specific histone H2B

Ub : Ubiquitination

UBN1 : Ubinuclein-1

WDRS5 : WD repeat-containing protein 5

WICH : WSTF-SNF2h

WSTF : William Syndrome Transcription Factor

YL1 : Vacuolar protein sorting-associated protein 72 homolog
ZID : Domaine d’interaction avec 2A.Z (H2A.Z interacting domain)
ZNHIT1 : Zinc finger HIT domain-containing protein 1
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Préambule :

Lors de ma theése, jai eu I'occasion de travailler sur trois sujets passionnants et challenging !
Mon premier projet portait sur le récepteur nucléaire HNF4a et son implication dans le diabéte
de type MODY1. Ce projet a malheureusement d{ étre abandonné a la fin de ma deuxiéme
année, suite aux conseils avisés de mon comité de mi-thése. Ainsi, et pour des soucis de
cohérence de plan, ce dernier ne sera pas présenté dans ce manuscrit. Le poster 1, « nuclear
receptor HNF4a » présenté dans I’Annexe 1 résume de maniére succincte les différents travaux
réalisés sur ce projet. Ma thése s’axe donc sur deux projets principaux :

- Le variant d'histone H2A.Z et ses chaperons YL1 et ANP32E, qui interagissent
physiquement et fonctionnellement avec les remodeleurs P400/TIP60 et SRCAP
- Le remodeleur CHDIL qui est un acteur dans les phénotypes associés aux
réarrangements chromosomiques de la région 1g21.1., incluant des troubles du spectre
autistique.
Ces projets variés ont une thématique commune qui est la régulation épigénétique et impliquent
tous des facteurs de remodelage de la chromatine.

Mon premier chapitre est ainsi une introduction générale basée sur les différents effecteurs et
les différents mécanismes de la régulation épigénique.

Ensuite un second chapitre décrit les méthodologies qui ont été utilisées.

Cette these est principalement axée sur la biochimie et les interactions protéines-protéines.
J'attire votre attention sur le fait que j'ai commencé plusieurs projets de zéro, et que de ce fait il
n’y a que tres peu de « biologie structurale » en soit dans cette étude.

Le troisieme chapitre se concentre sur mon premier projet, a savoir sur le variant d’histone H2A.Z
et plus particulierement sur la caractérisation de son chaperon ANP32E et de ses différents
domaines.

Ce chapitre est encore divisé en sous-parties, avec notamment une introduction spécifique au
projet avec des objectifs détaillés, suivis des résultats principaux et de leurs discussions.
Le quatrieme chapitre est une collaboration avec I’équipe du Dr. Christelle Golzio. Ce travail a
été débuté a la moitié de ma troisieme année et suit la méme construction que le chapitre 3.

Je vous souhaite a tous une bonne lecture, en espérant que ce travail vous plaira (ou en tout cas
ne vous déplaira pas !).
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Résumé de these

La chromatine, forme condensée de I'ADN dans le noyau eucaryote, régit I'acces a
I'information génétique. La modulation de la structure de la chromatine est possible grace aux
effecteurs épigénétiques. Ces effecteurs régulent I'expression des génes, la réparation de I'ADN,
ainsi que de nombreux processus nucléaires, contrélant ainsi la stabilité du génome. Ces
effecteurs sont de plusieurs types, tels que les enzymes de modifications covalentes des histones
et de I'ADN, les variants d'histones, les chaperons d'histone, ou encore les facteurs de
remodelage de la chromatine, appelés remodeleurs.

Ainsi, la flexibilité des mécanismes épigénétiques, par opposition a la stabilité de
I'information génétique, fournit un moyen efficace de réguler I'homéostasie des cellules. La
dérégulation de ces mécanismes épigénétiques est liée a de nombreuses pathologies, allant des
maladies inflammatoires, neurologiques et développementales aux cancers.

Ces effecteurs sont donc des cibles thérapeutiques de choix. Il est ainsi essentiel de mieux
comprendre en termes moléculaires leur interaction et leur mode d'action.

Mon sujet de these s’insére dans cette problématique, I'objectif principal étant de caractériser
les interactions entre plusieurs de ces effecteurs épigénétiques :
1. Le variant d'histone H2A.Z et ses chaperons YL1 et ANP32E, qui s’associent aux
remodeleurs SRCAP et P400/TIP60,
2. Le remodeleur unique CHD1L.
Mes travaux impliquent I'utilisation d’approches biochimiques, biophysiques et structurales
complémentaires.

1. Levariant d’histone H2A.Z et ses chaperons YL1 et ANP32E :

Le nucléosome est I'unité de base de la chromatine, il est formé par 147 paires de bases

d'ADN enroulé autour d’'un octameére d’histones, lui-méme composé sous forme canonique de
deux diméres d’H2A/H2B et d’un tétrameére d’H3/H4.
H2A.Z est un variant de I'histone canonique H2A, qui peut étre introduit a la place de H2A dans
le nucléosome. Le variant d’histone H2A.Z est tres conservé au cours de I'évolution. Il controle
des événements nucléaires majeurs, comme la régulation de la transcription, la délimitation de
la chromatine, la réparation de I'ADN et la ségrégation chromosomique. Plusieurs études ont mis
en évidence l'implication de H2A.Z dans des cancers, notamment dans les mélanomes, les
carcinomes hépatocellulaires et le cancer du sein, ou H2A.Z est surexprimé. H2A.Z a aussi été
proposé comme étant un biomarqueur potentiel de prédiction et de diagnostic dans le cancer du
sein.
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Les travaux préliminaires de mon équipe ont permis de caractériser deux chaperons

d'histones humains impliqués dans les échanges entre H2A et H2A.Z sur la chromatine : YL1 et
ANP32E. Ces chaperons interagissent physiquement et fonctionnellement avec les facteurs de
remodelage de la chromatine SRCAP et P400/TIP60. Plus précisément, YL1-SRCAP est
responsable du dépot de la paire d'histones variantes H2A.Z/H2B dans le nucléosome, tandis
qu’ANP32E-p400/TIP60 est responsable de son éviction.
Mon équipe a montré que YL1 et ANP32E, malgré leurs roles fonctionnels opposés, reconnaissent
H2A.Z de maniere similaire a l'aide de petits domaines, en induisant un changement
conformationnel majeur dans I'hélice a carboxy-terminale (hélice aC) de H2A.Z. Ces domaines
ont été nommés « H2A.Z-Interacting Domains » ou ZID.

YL1 et ANP32E contiennent également d'autres domaines qui participent
potentiellement a la reconnaissance d’H2A.Z/H2B en coopération avec leur domaine ZID,
pouvant ainsi mieux expliquer les fonctions opposées de ces deux protéines. Notamment, la
protéine ANP32E est composée de deux domaines conservés, un domaine N-terminal possédant
une région riche répétée en leucine (LRR) et en C-terminal, une région acide de faible complexité,
contenant le domaine ZID.

Mon objectif a été de caractériser l'interaction d’ANP32E et d’YL1 et de leurs différents
domaines avec :

(i) la paire d'histones H2A.Z/H2B

(ii) les nucléosomes canoniques et H2A.Z-variants.

Au cours de ma thése, j'ai pu caractériser I'affinité des deux chaperons YL1 et ANP32E
avec H2A.Z/H2B par titration calorimétrique isotherme (ITC). Les résultats obtenus soulignent
une différence entre YL1 et ANP32E. Plus précisément, deux événements de liaison sont observés
pour ANP32E-ZID, tandis qu'un seul est observé pour YL1-ZID. Cette différence n'est pas détectée
au niveau structural. Des expériences d’ultracentrifugation analytique (AUC) ont été réalisées,
afin de confirmer et d’élucider ce double événement de liaison pour ANP32E-ZID et H2A.Z/H2B.
L’AUC a permis de proposer un modeéle incluant une dimérisation d’ANP32E-ZID qui pourrait
expliquer le fait que I'un des deux évenements observé en ITC correspondrait a une perte de la
dimérisation avant que H2A.Z/H2B puisse étre fixé.

Cette dimérisation ne semble cependant pas correspondre a une réalité biologique, étant
donné qu’un changement d’étiquette de purification pour ANP32E permet la disparition de cette
dimérisation.

Des expériences d’AUC-SV ont également permis de caractériser I'hétéro-complexe
ANP32E-ZID - H2A.Z/H2B permettant de quantifier et confirmer sa constante de dissociation a
I’équilibre.
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Ainsi, I'affinité de la liaison d’YL1-ZID a H2A.Z/H2B serait dix fois plus forte que celle
d’ANP32E a H2A.Z/H2B, avec des Kpde 2.3 3 4.4 nM et de 18 a 30 nM respectivement. Ce résultat
est en accord avec la plus grande surface d’interaction observée entre YL1 et H2A.Z/H2B. Cette
caractéristique est potentiellement liée aux fonctions biologiques opposées de ces chaperons,
bien que ces deux interactions restent trés affines.

Jai également étudié I'affinité de nombreux mutants de H2A/H2B par ITC, permettant
une meilleure compréhension des résidus important pour la liaison des deux chaperons. Pour ce
faire j’ai muté les résidus de H2A en résidus équivalents de H2A.Z impliqués dans la liaison au
ZID. Tandis que YL1-ZID peut reconnaitre un mutant de H2A qui n’incorpore que quatre résidus
spécifiques a H2A.Z, ANP32E-ZID en est incapable, confirmant encore leurs différences.
Une approche de mutation inverse, consistant a muter H2A.Z en H2A a également été réalisée.

J'ai aussi déterminé la structure de la région N-terminale d’ANP32E (LRR) par
cristallographie aux rayons X avec une résolution de 1,1 A. La structure globale d’ANP32E LRR est
conservée par rapport aux autres membres de la famille ANP32, présentant une forme de fouet
avec six feuillets béta, formant la partie concave, et six hélices alpha dans la partie convexe. Le
domaine LRR d’ANP32E présente cependant des propriétés physico-chimiques et structurales
spécifiques par rapport aux autres membres de la famille ANP32.

Les études biochimiques que jai réalisées sur ce domaine fournissent de nouvelles
informations : ANP32E LRR pourrait non seulement participer coopérativement a la fonction de
chaperon pour H2A.Z/H2B, mais également se fixer sur H3/H4.

Jai ensuite commencé I'étude des complexes chaperon-nucléosome. Pour ce faire, j'ai

purifié et reconstitué du nucléosome canonique H2A et variant H2A.Z. Le nucléosome H2A.Z a
été reconstitué dans I'optique de tester son interaction avec les chaperons ANP32E et YL1. Le
nuléosome canonique quant a lui a été reconstitué dans le but de tester son interaction potentiel
avec YL1.
Les résultats préliminaires, obtenus par gel de retardation, nous montrent que ANP32E-ZID n’est
pas capable de se lier seul au nucléosome-H2A.Z. Des expériences sont encore nécessaires pour
vérifier la liaison du domaine LRR d’ANP32E au nucléosome et a son ADN. Le domaine LRR
d’ANP32E pourrait étre responsable de la reconnaissance du tétramére H3/H4 du nucléosome,
permettant par la suite I'éviction du dimére H2A.Z/H2B par le domaine ANP32E-ZID. Les
interactions entre YL1 et les nucléosomes canonique/H2A.Z variant restent a caractériser.

Les résultats ainsi obtenus m’ont permis de comparer les deux chaperons YL1 et ANP32E
et de caractériser leurs différences. J’ai pu également poser les bases d’'un modéle d’éviction
d’H2A.Z par ANP32E. Ce travail contribue donc a une meilleure compréhension de processus de
régulation épigénétiques fondamentaux, permettant d'aborder les aspects mécanistiques et
fonctionnels de la biologie d’H2A.Z.
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2. Le facteur de remodelage de la chromatine CHD1L

Le polymorphisme génétique est a I'origine des variabilités génétiques au sein de différents locus
dans une population. Les effets de ces variations sont souvent neutres, mais peuvent également
entrainer des conséquences fonctionnelles. La variabilité du nombre de copies (copy number
variation, CNV) d'un géne ou d’une région génomique contribue de facon majeure a ces
déséquilibres génomiques.

La région chromosomique 1qg21.1 distale, dans laquelle se situe le géne codant pour le
remodeleur CHD1L (Chromodomain Helicase DNA Binding Protein 1-Like), est sujette aux
délétions ou duplications. Ces réarrangements sont associés a de nombreux phénotypes, tels que
des cardiopathies congénitales, de la schizophrénie, ainsi que des anomalies de la circonférence
de I'encéphale et de la stature. On les retrouve notamment, chez des patients atteints de troubles
du spectre autistique, ou des duplications et des délétions ont été observées dans cette région
1g21.1.

Nos collaboratrices C. GOLZIO et MN. LOVIGLIO a I'IGBMC travaillent sur les
réarrangements chromosomiques dans les troubles neuro-développementaux et notamment les
troubles du spectre autistique (TSA).

Leurs récents résultats suggerent que le géne CHDI1L est un contributeur majeur aux phénotypes
neuro-développementaux associés au CNV en position 1g21.1, incluant des atteintes au niveau
du volume cranien et de la stature.

Les expériences de complémentations in vivo chez le poisson zebre, menées par nos
collaboratrices, ont permis de montrer I'implication de la forme entiere de CHDI1L, mais
également celle d’un isoforme plus court de CHD1L, qui permettent tous deux le sauvetage des
poissons CHD1L-/-. Cet isoforme court est d’un intérét particulier. En plus d’étre I'isoforme le plus
exprimé au niveau du cerveau, cet isoforme ne posséde pas le premier lobe du domaine ATPase
de CHDIL. Il est ainsi potentiellement incapable de fixer 'ATP et d’effectuer une fonction de
remodelage canonique et pourrait donc avoir un réle méconnu dans ce processus.

De plus, I'étude de la pathogénicité d’un variant homozygote (R392H) dans CHD1L menée
par nos collaboratrices nous indique qu’une perte partielle de fonction de ce géne muté serait
également responsable des troubles du spectre autistique identifiés chez I'individu porteur de ce
variant.

CHD1L est un remodeleur unique de la famille SNF2 et de la sous-famille CHD. Dans cette
sous-famille, des chromodomaines maintiennent les remodeleurs dans une conformation
inactive, cette inhibition conformationnelle étant supprimée par la liaison au nucléosome. Ce
mécanisme d’auto-inhibition se retrouve également dans la sous-famille de remodeleurs ISWI,
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ou le domaine AutoN vient bloquer la sous-unité ATPasique en conformation inactive, en absence
de liaison au nucléosome.

De maniere surprenante, CHD1L ne contient pas de chromodomaine dans sa partie N-
terminale. CHD1L est ainsi composé, dans sa partie N-terminale, d’'une téte ATPase de type SNF2
formée de deux lobes (1 et 2) RecA-like, suivie d’un signal de localisation nucléaire au sein d’un
lieur peptidique (linker) et, dans sa partie C-terminale, d’'un macrodomaine. Ce macrodomaine
est unique parmi les remodeleurs de la famille SNF2. En 2017, il a été mis en évidence que ce
macrodomaine joue un roéle auto-inhibiteur pour CHDI1L, en interagissant avec la partie N-
terminale (téte ATPase). Seule la liaison au macrodomaine de tri-ADPribose ou d’un substrat avec
une poly-ADP-ribosylation permet de lever cette inhibition, entrainant [’activation du
remodeleur. Les bases structurales de cette inhibition restent a ce jour inconnues.

Ainsi, CHD1L posséde une activité de remodelage de la chromatine poly(ADP-ribose) ou
(PAR)-dépendante, qui semble faciliter les réactions de réparation de I'ADN. Le remodelage du
nucléosome par CHD1L dépendrait de la formation d’'un complexe intermédiaire entre le
macrodomaine de CHDIL, la poly (ADP-ribose) polymérase, PARP1 modifiée par une ADP
ribosylation (PARylated PARP1) et le nucléosome.

Nous avons voulu comprendre comment CHD1L contribue aux phénotypes neuro-
développementaux. Mon objectif a été d’aider a mieux interpréter ces phénotypes et
I'implication des deux isoformes de CHD1L, en effectuant des études biochimiques, biophysiques
et structurales. Cette derniére est cruciale, étant donné qu’il n’existe a ce jour aucune donnée
structurale sur le remodeleur CHD1L.

Pour ce faire j’ai étudié :

(i) les isoformes long et court de CHD1L, ainsi que les domaines séparés de CHD1L par
des approches biochimiques et structurales.

(ii) le mécanisme d’auto-inhibition de CHD1L et la présence potentielle de ce mécanisme
dans l'isoforme court. Jai également étudié I'effet de ce mécanisme sur la fixation au
nucléosome.

(iii) 'impact d’une mutation clinique R392H sur les isoformes long et court, ainsi que
son effet potentiel sur le mécanisme d’auto-inhibition.

J'ai cherché a comprendre comment I'isoforme court, composé uniquement du lobe 2 de la téte
ATPase et du macrodomaine, permet le sauvetage du phénotype chez le poisson zébre. La téte
ATPase étant incompléte et donc a priori non fonctionnelle, ma premiéere hypothése a été que le
macrodomaine pourrait étre suffisant au sauvetage du phénotype. Cette hypothése a été testée
par nos collaboratrices, chez le poisson zébre, générant des phénotypes identiques a ceux de
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CHD1L-/-. La méme observation a été réalisée avec la téte ATPase seule. Il semblerait donc que
le lobe 2 de la téte ATPase et le macrodomaine soient tous deux nécessaires au sauvetage du
phénotype.

Je me suis alors intéressée au mécanisme d’auto-inhibition de CHDIL.
Le macrodomaine seul s’est avéré insoluble, lorsqu’il est exprimé chez E. coli. En revanche,
I"utilisation d’une construction plus longue du macrodomaine contenant une partie du linker et
I'ajout de la téte ATPase, ont permis de solubiliser ce macrodomaine. De plus, seule la présence
du lobe 2 est nécessaire a l'interaction avec le macrodomaine. Mes travaux ont donc permis de
mettre en évidence un complexe stable entre la partie C-terminale (macrodomaine) et N-
terminale (téte ATPase ou lobe 2). Ces résultats soulignent que le lobe 2 semble suffisant a la
mise en place du mécanisme d’auto-inhibition, ce qui pourrait expliquer le sauvetage du
phénotype par I'isoforme court de CHD1L.

J'ai ensuite testé la fixation du complexe d’auto-inhibition, a savoir CHD1L téte ATPase et
macrodomaine, au nucléosome. Mes premiers résultats montrent que ce complexe est capable
de fixer le nucléosome en présence d’un analogue non hydrolysable de I’ATP. La liaison du
PARylated PARP1 ne semble donc pas nécessaire a la fixation de CHD1L au nucléosome. En
revanche, plusieurs études ont montré que la présence du PARylated PARP1 permettrait de lever
I"auto-inhibition et d’activer le remodeleur. De ce fait, CHD1L semble se distinguer des autres
remodeleurs, pour lesquels les mécanismes d’auto-inhibition sont levés par la reconnaissance au
nucléosome.

J'ai ensuite étudié la mutation clinique pathogene de CHD1L. Cette mutation, R392H, se
situe dans le lobe 2 de CHD1L. Elle a été testée par nos collaboratrices en complémentation chez
le poisson zébre et ne permet qu’un sauvetage partiel des poissons CHD1L-/-. D’un point de vue
biochimique, cette mutation semble affecter I'expression et/ou la solubilité et/ou la stabilité de
la protéine. Il est également possible que cette mutation ait un impact sur l'interaction d’auto-
inhibition entre le lobe 2 de la téte ATPase et le macrodomaine.

Nos résultats collaboratifs permettent donc de confirmer que CHD1L est bien un acteur
majeur associé aux phénotypes neurodéveloppementaux de la région 1g21.1 distale. De plus,
mes résultats soulignent le caractére unique du remodeleur CHD1L, tant en composition, qu’en
mécanisme d’action.

Toutefois, des études supplémentaires sont nécessaires afin de mieux comprendre le
fonctionnement de ce remodeleur et de ses mutations.
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Publications scientifiques et
communications orales

Publications scientifiques :

Ces travaux donneront lieu a deux publications scientifiques post-soutenance :

Le premier papier sera une publication 1% autrice, sur 'interaction du variant d’histone
H2A.Z avec ses chaperons YL1 et ANP32E. Ce travail nécessite encore la finalisation
d’expériences retardées par la crise de la Covid-19.

Le second papier résultera du travail collaboratif avec I'équipe de C. Golzio et aura pour
sujet le remodeleur CHD1L. Ce papier, en cours de rédaction, nécessite la finalisation
d’expériences sur le mutant R392H.

Communications orales :

Communication orale sous le format « ma these en 3 minutes » lors du Symposium LMB-
IGBMC (MRC Laboratory of Molecular Biology - Institut de génétique et de biologie
moléculaire et cellulaire) se tenant du 10 au 13 juillet 2018 a Cambridge (UK) : “Structural
study and characterization of HNF4a-TAF4-TAF12 complex”, Pernelle Klein =» 1°" prix
3MT

Communication orale lors d’un séminaire du département de Biologie structurale
intégrative de I'lGBMC, le 29/03/2019 : « Interaction of histone variant H2A.Z with its
chaperons YL1 and ANP32E: link to chromatin remodelling and disease », Pernelle Klein

Communications par affiches :

Présentation d’une affiche lors du Symposium LMB-IGBMC se tenant du 10 au 13 juillet
2018 a Cambridge (UK) “Structural study and characterization of HNF4a-TAF4-TAF12
complex”, Pernelle Klein et Christophe Romier

Présentation d’une affiche lors du ler Congrés de Biologie Structurale Intégrative se
tenant du 7 au 11 septembre 2019 a Toulouse : « Interaction of histone variant H2A.Z
with its chaperons YL1 and ANP32E: link to chromatin remodelling and disease », Pernelle
Klein, Nataliia Aleksandrova, Martin Marek et Christophe Romier =» Prix du meilleur
Poster décerné par I’AFC (Association Francgaise de Cristallographie).
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Chapitre 1 :

Introduction
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Chapitre 1 : Introduction

|. De I’ADN au chromosome en passant par la chromatine

Les origines de la biologie moléculaire remontent a 1869 lorsqu’un biochimiste suisse, Friedrich
MIESCHER, isola a partir de noyaux de cellules une substance alors appelée « nucléine ». Bien
loin de se douter du réle de cette substance, c’est en 1928 que Frederick GRIFFITH postula que
cette substance, alors rebaptisée « acide nucléique », est un « facteur transformant » mettant
en avant son caractere héréditaire. Ce n’est que seize ans plus tard que ce facteur fut identifié
comme étant I’ADN (Avery, MaclLeod, et McCarty 1944).

En 1900, la redécouverte des travaux de Gregor MENDEL (Mendel 1865) par Carl CORRENS, qui
utilisa pour la premiere fois I'expression « lois de Mendel », marqua I'ére de la génétique
moderne et des recherches sur I’hérédité. Chaque cellule contient I'ensemble de I'information
génétique, sous forme d’ADN, permettant le développement, le fonctionnement et la
reproduction des étres vivants.

En 1953, Rosalind FRANKLIN et Maurice WILKINGS firent également une avancée majeure en
démontrant, grace a l'utilisation de rayons X, la structure hélicoidale répétée de I’ADN. Leurs
travaux ont permis par la suite a James WATSON et Francis CRICK de mettre en évidence la
structure en double hélice de '’ADN (Watson et Crick 1953).

L'ADN est composé de deux chaines polydésoxyribonucléotidiques antiparalléles. Chaque
désoxyribonucléotide est composé d’une base azotée (adénine (A), thymine (T), cytosine (C) ou
guanine (G)), liée a un sucre pentose, le désoxyribose, et a un groupement phosphate. Ces
désoxyribonucléotides sont reliés entre eux par une liaison phosphodiester reliant I'extrémité 5’
phosphate a I'extrémité 3’OH du pentose. La cohésion des 2 brins est assurée par des liaisons
hydrogénes formées entre les bases complémentaires (A/T et C/G), appelées appariements de
Watson-Crick. L'ADN forme ainsi une hélice de type B de 2 nm de diamétre et de 3,4 nm de pas,
qui définit deux sillions, appelés grand sillon et petit sillon (Figure 1).

Quelques années plus tard, Francis CRICK formula le dogme central de la biologie moléculaire :
« I'information génétique est transmise des acides nucléiques aux protéines, ’ADN n’étant que
le support moléculaire d’'une information qui s’exprime a travers les protéines ». (Crick 1970).

41



® on Squelette sucre-phosphate : 5 3
'-l“ ( «—— phosphate
T L & - désoxyribose G'rand
- q ' sillon
w : OH 3,4
L - nm
i.-A ) Petit
Bases azotées : sillon
- - AT G C
_-.q J— [ )
- H N O—---H-N
- & N N-H-----0 ¢ %
EJ_( N HN\ \ N NN ) '
VN y I - " W= N
| Y o I |
H
OH - Adénine Thymine Guanine Cytosine |
3I 5' 5' 3'

Figure 1 : Structure schématique de la double hélice d’ADN

(Panel de gauche) Structure moléculaire simplifiée mettant en avant les appariements de
Watson-Crick.

(Panel de droit) Structure de I'hélice de type B

Adaptée du livre de S. Weinman et P. Méhul, Toute la biochimie, Dunod, 2004

Les travaux qui suivirent s’attelerent au décryptage de ce code génétique. Ce dernier a été résolu
en 1966 par NIRENBERG, KHORANA et HOLLEY. Les progrés ont été ensuite tres rapides avec la
naissance du génie génétique, mais également celle de grands projets de séquencage, comme le
Human Genome Project, qui dans les années 2000 a permis I'obtention du premier séquencage
de la partie euchromatique du génome Humain (Bentley 2000). Depuis, les génomes de
nombreux organismes ont été séquencés, dévoilant leur organisation génétique et la complexité
de leur architecture.

Le génome Humain est composé de 3.2 milliards de paires de bases, ce qui correspond a plus de
2 metres d’ADN. Le génome contient ainsi I'ensemble du matériel génétique, comprenant les
séquences codantes (codant notamment pour 'ensemble des protéines de I'organisme, les ARN
ribosomiques,...), ainsi que des séquences non codantes (promoteurs, séquences régulatrices,
isolateurs, régions répétées, ARN non codants,...).

Ainsi, afin d’accommoder ces 2 métres d’ADN, dans un noyau de 10 micrométres de diameétre,
soit environ 200 000 fois plus petit, ’ADN est condensé sous forme d’une structure dynamique

appelée chromatine.
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C’est Walther FLEMMING qui fut le premier a utiliser ce terme en observant « une structure
filamenteuse » lors de la division cellulaire, qui s’est avérée étre les chromosomes.

Cette compaction de la chromatine est organisée et se fait par différents niveaux hiérarchisés,
qui sont a la base de I'organisation tridimensionnelle de génome.

La compaction de la chromatine a de profonds effets sur la régulation et l'activité des genes. En
effet, la chromatine module I'accessibilité de I'ADN et restreint son acces aux différents
effecteurs nucléaires. Ainsi, afin de réguler ces différents aspects et de répondre aux besoins des
cellules, la chromatine est en constant remodelage et peut se trouver sous plusieurs formes dans
les noyaux.

1. Lachromatine, dans tous ses états

Le modele classique de compaction de la chromatine utilisé dans les manuels scolaires est linéaire
et est représenté sur la Figure 2. L'ADN est enroulé autour de protéines histones, formant ainsi
une chaine de nucléosomes, en collier de perles, de 11 nm. Le nucléosome sera détaillé dans la
section 3. Cette chaine se condense de plus en plus formant une fibre de chromatine de 30 nm,
puis des fibres de 300 et 700 nm et pour finir les chromosomes mitotiques (Woodcock et Ghosh
2010) (Tonna et al. 2010). Le génome humain peut ainsi se représenter, sous sa forme la plus
compacte, en 23 paires de chromosomes.

Traditionnellement, la chromatine se divise en deux territoires structurellement et
fonctionnellement distincts : I'nétérochromatine et I'euchromatine.

L’euchromatine correspond a la forme la moins condensée de la chromatine et est
transcriptionnellement active. Elle représente environ 4% du génome des mammiféres et est
principalement située dans des régions riches en genes. L'euchromatine peut prendre la forme
d’une structure en collier de perles de 11 nm (chaine de nucléosome) (Olins et Olins 1974),
comme montré dans la Figure 2 panel de droite. L’histone de liaison H1 est essentielle a la
succession de nucléosomes formant cette fibre (Woodcock, Skoultchi, et Fan 2006).
L’euchromatine est répliquée au début de la phase S, contrairement a I’hétérochromatine.

L’hétérochromatine correspond a une forme condensée de la chromatine. Elle est
transcriptionnellement inactive, car ’ADN, compacté, est inaccessible aux ARN polymérases.
Ainsi, la forme la plus compactée de la chromatine est le chromosome mitotique et sa forme la
moins compactée la fibre de 30 nm (Figure 2).
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Figure 2 : Représentation schématique des niveaux de compaction de la chromatine
Schéma adapté de (Tonna et al. 2010) et image de microscopie électronique adapté de (Thoma
et Koller 1981).

Cette fibre de 30 nm reste cependant source de questionnements. Rarement observée in
vivo, son existence en devient méme controversée (Eltsov et al. 2008) (G. Li et Reinberg 2011)
(Luger, Dechassa, et Tremethick 2012). En effet, dans de nombreuses études cette fibre de 30
nm n’est pas détectée dans le noyau eucaryote, ol la chromatine semble former des chaines
irrégulierement pliées, avec des caractéristiques en zigzag. Cette fibre semble cependant bien
visible dans certaines cellules terminalement différenciées (Boopathi et al. 2020).

Actuellement deux modeéles sont privilégiés pour cette fibre de 30 nm :

- un modeéle one-start ou solénoide, dans lequel les nucléosomes consécutifs sont agencés cote
a cOte et sont disposés selon une trajectoire hélicoidale. L’ADN de liaison est replié vers I'intérieur
de la fibre (Robinson et al. 2006).

- un second modele, two-start ol les nucléosomes sont arrangés en zigzag avec I’ADN de liaison
qui reste droit, et adoptent également une forme hélicoidale (Dorigo et al. 2004) (F. Song et al.
2014). Ce deuxiéme modele est le plus soutenu récemment.

Des modeéles mixtes ont également été proposés (Grigoryev et al. 2009).
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Grace a un filament contenant une succession de six nucléosomes, les travaux d’lsabel Garcia-
Saez et de ses collaborateurs ont mis en avant une structure two-start plate, ou les nucléosomes
sont empilés uniformément a la maniére d’une échelle. Un changement mineur dans
I'environnement ionique permet une conformation torsadée/twistée de cette fibre, qui prend
alors la forme d’une fibre 30 nm (Garcia-Saez et al. 2018).

Ces résultats, ainsi que les nombreux travaux effectués sur cette fibre, mettent en avant la
plasticité de la chromatine en fonction du contexte dans lequel elle se trouve (Garcia-Saez et al.
2018) (Boopathi et al. 2020). Cela sera discuté plus en détail dans la section de « L’histone H1, le
chromatosome et le nucléosome » p52.

Dans le noyau, I’hétérochromatine se situe principalement dans les régions périnucléaires et dans
le nucléole. Il existe deux types d’hétérochromatine, I’'hétérochromatine constitutive et
I’"hétérochromatine facultative (Babu et Verma 1987).

L'hétérochromatine constitutive reste inaccessible tout au long du cycle cellulaire. Elle est
localisée dans des régions dénuées de genes et riches en séquences répétées. On la retrouve
notamment dans les régions péri-centromériques et télomériques des chromosomes. Cette
hétérochromatine est associée aux protéines HP1 (heterochromatine protein 1), qui sont
enrichies au niveau des marques répressives, telles que H3K9me3 (tri-méthylation de la lysine 9
de I'histone H3) (Lachner et al. 2001) (Janssen, Colmenares, et Karpen 2018).

L'hétérochromatine facultative, quant a elle, est réversible et peut se décondenser en
euchromatine. Elle permet ainsi une régulation temporelle et spatiale de certains locis et donc
de réprimer I'expression de certains genes dans un contexte précis, comme par exemple en
fonction du type cellulaire ou encore du stade de développement. Elle est notamment impliquée
dans l'inactivation du chromosome X surnuméraire chez la femme ou encore la régulation des
génes homéotiques Hox (Zylicz et Heard 2020). D’un point de vue moléculaire,
I’'hétérochromatine facultative est régulée par les complexes Polycomb (PRC1 et PRC2), qui
permettent la mise en place de la marque répressive H3K27me3 (Schwartz et Pirrotta 2008).
L’activation de I'"hétérochromatine facultative nécessite I'action d’une protéine kinase, inhibant
I'activité de PRC1 (Aranda, Mas, et Di Croce 2015).

2. Organisation 3D du génome

Au cours de ces dernieres années, les progres technologiques, notamment le développement de
microscopie a haute résolution et des techniques de capture de la conformation des
chromosomes (Hi-C et 5-C), ont révélé que I'empaquetage du génome dans le noyau n'est pas
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aléatoire, mais qu'il est structuré de maniére hiérarchique et régulé dynamiquement, comme le
montre la Figure 3 (Aranda, Mas, et Di Croce 2015).
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Figure 3 : Organisation 3D du génome
Adaptée de (Dogan et al 2018)

En effet, durant l'interphase, la fibre chromatinienne est capable de se lier aux lamines. Les
chromosomes en interphase occupent des régions discretes dans le noyau, appelées territoires
chromosomiques ou CT (Cremer et Cremer 2001) (Cremer et Cremer 2010). A l'intérieur des CT,
I'agencement des régions génomiques n’est pas aléatoire et est corrélé avec l'activité
transcriptionnelle. Ainsi, les genes transcriptionnellement actifs sont préférentiellement localisés
en périphérie du CT (Zheng et Xie 2019).
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Si nous passons a plus haute résolution, de I'ordre des mégabases, nous remarquons que ces
territoires chromosomiques peuvent encore étre divisés en compartiments, ou des régions
génomiques ayant des caractéristiques chromatiniennes similaires ont tendance a interagir entre
elles. Ces compartiments, appelés "compartiment A" ("actif") et "compartiment B" ("inactif"),
correspondent respectivement a des régions transcriptionnellement actives ou inactives. (Dogan
et Liu 2018) (Zheng et Xie 2019).

Ces compartiments sont encore séparés en domaines topologiquement associés ou TADs,
correspondant a des interactions longue distance de la chromatine ayant une taille moyenne de
1 Mb chez les mammiféres (Aranda, Mas, et Di Croce 2015). Pour finir, on distingue au sein des
TADs des boucles de chromatine. Ces boucles permettent de rapprocher ou d’éloigner des génes
et des éléments régulateurs, régulant ainsi I’activité transcriptionnelle. Chez les mammiféres, les
TADs sont généralement délimités par les protéines architecturales de la chromatine, telles que
le facteur de liaison CCCTC (CTCF) et la cohésine (Zheng et Xie 2019).

3. Le nucléosome : élément fonctionnel de base de la chromatine

Comme nous venons de le voir, la chromatine est a la base de I’organisation 3D du génome. Cette
chromatine est elle-méme composée de nucléosomes, qui en sont |'unité fonctionnelle de base.

Le nucléosome est composé de protéines histones et d’ADN. Les histones canoniques, aux
nombres de cing, H1, H2A, H2B, H3 et H4, sont de petites protéines basiques, chargées
positivement, qui interagissent avec I'ADN chargé négativement, afin de permettre sa
compaction.

Le nucléosome cceur ou particule de coeur (nucleosome core particle abrégé NCP) est ainsi formé
par 147 paires de bases (pb) d'ADN enroulé autour d’'un octamére d’histones, qui est lui-méme
composé de deux dimeres d’"H2A/H2B et d’un tétramere d’H3/H4 (Luger et al. 1997).

a. Structure des histones (de) cceur(s)

Les histones de cceur, au nombre de quatre ; H2A, H2B, H3 et H4, sont extrémement bien
conservées au cours de I'évolution. Ces histones ont une structure tridimensionnelle conservée
et sont composées, en leur centre, d’une région globulaire, appelée domaine histone ou histone
fold. Cette région est flanquée de part et d’autre d’extensions N et C-terminales principalement
flexibles mais contenant également des régions organisées, comme le montre le panel au centre
de la Figure 4.
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Ce domaine histone fold d’environ 70 acides aminés est composé de trois hélices alpha (al, a2
et a3), séparées par deux boucles (L1 et L2). Les deux hélices les plus courtes al et a3 sont
repliées sur I'hélice a2. Chaque histone peut alors interagir, via ce domaine, a son histone
complémentaire créant un motif « en poignée de main» visible sur la structure des
hétérodiméres H3/H4 et H2A/H2B (Figure 4 : Composition ). Les surfaces convexes de ces
hétérodiméres portent une forte charge positive qui constitue I'élément primaire de liaison a
I’ADN (McGinty et Tan 2015).

L’assemblage du nucléosome in vitro se fait de maniére séquentielle. Un tétramére H3/H4 est a
la base de cet assemblage, sur lequel vient se fixer deux diméres de H2A/H2B, pour donner la
formation de I'octamére canonique. Un ADN de 147 pb, qualifié d’ADN nucléosomal, s’enroule
autour de I'octamére en formant 1.65 tours en hélice gauche (Richmond et Davey 2003).

Ainsi, il y a quatorze contacts entre 'octameére et le petit sillon de ’ADN, qui assurent la stabilité
de la particule de coeur. Ces interactions ont lieu au niveau des boucles L1 et L2 des deux paires
d’histones dans le motif en poignée de main (créant huit contacts au total). Il y a également
guatre contacts grace a l'interaction al-al de chaque dimeére et les deux derniers contacts se
font via I'hélice aN de H3 (McGinty et Tan 2014). La particule de cceur ainsi formée peut étre
représentée sous la forme d’un cylindre de 13 nm haut et de 11 nm de large (sur la tranche).

Le nucléosome contient un pseudo axe de symétrie 2, appelé axe dyadique. Ce dernier est centré
sur une paire de base appelée dyade. Les brins d'ADN entrant et sortant sont situés de part et
d’autre de cette dyade. Les localisations d'ADN sont désignées par des localisations
superhélicoidales ou SHL (superhelical locations) représentant les tours superhélicoidals/le pas
hélical de I’ADN autour de I'octamére. La dyade correspond au SHL 0, on peut ainsi se repérer
tout autour du nucléosome, allant de SHL1 -7 a SHL 7 correspondant au site d’entrée et de sortie
de ’ADN (McGinty et Tan 2015).
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Figure 4 : Composition et assemblage in vitro du nucléosome de coeur
Réalisé en utilisant le logiciel Pymol et la structure du NCP de Xénopus laevis (code PDB : 1KX5)
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Les extrémités amino-terminales des histones, également appelées queues d’histones, sont des
éléments principalement flexibles et peu structurés (dans le contexte de nucléosomes isolés).
Ces queues, qui majoritairement dépassent de la particule coeur, sont riches en résidus chargés
positivement, avec principalement des lysines (K) et arginines (R). Ces queues d’histones sont la
cible de nombreuses modifications post-traductionnelles ou PTMs, qui seront décrites plus en
détail dans la section C de ce chapitre. H2A et H2B possedent également une queue C-terminale,
pouvant étre régulée par des PTMs. Pour H2A, cette queue est d’environ 10 acides aminés, mais
elle peut étre plus longue pour certains variants. Ainsi, un nucléosome contient 12 queues, 8
gueues N-terminales (une pour chaque histone) et 4 queues C-terminales (une pour chaque H2A
et H2B).

Les queues N-terminales ont également un rdle crucial dans les interactions intra- et inter-
nucléosomes. Elles permettent le maintien du nucléosome et la compaction de la chromatine.
L’hélice amino-terminale de I’histone H3 interagit avec le haut de I'histone fold de H4,
permettant I'organisation des sites d’entré et de sortie de ’ADN. De méme, pour I'hélice aC de
H2B, qui s’intercale entre H2A/H2B et I’ADN a I'opposé de la dyade.

De plus, H2A possede dans son extension carboxy-terminale (a-C), un domaine d’amarrage. Ce
domaine d’amarrage fait partie du patch acide de I’hétérodimére H2A/H2B (Luger et Richmond
1998). Ce patch acide est principalement formé par les résidus D56, D61, D64, D90, D91 et D92
de H2A, et les résidus D105 et D113 de H2B (Sundaram et Vasudevan 2020). Il est représenté sur
la Figure 5.

Figure 5 : Le patch acide de la particule de cceur
Echelle électrostatique -7 (rouge) a +7 (bleu) kT/e
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Ce patch acide, chargé négativement dans un octamere globalement chargé positivement, est un
hot spot pour l'interaction de partenaires protéiques liant la chromatine. Cette interaction se fait
par lI'intermédiaire d’'une « ancre arginine » (arginine anchor) présente sur ces partenaires
protéiques (McGinty et Tan 2015).

De plus, dans le cadre de la compaction de la chromatine, ce patch acide interagit avec les résidus
basiques de la queue d'histone H4 d’un nucléosome voisin, permettant la stabilisation des
interactions entre nucléosomes.

b. Séquence de positionnement

Les premieres séquences d’ADN utilisées pour I'étude de la particule de coeur étaient des
séquences génomiques mélangées et donc différentes. Elles provenaient de nucléosomes isolés
a partir d’extraits cellulaires et de digestion de la chromatine par la MNase (micrococcal
nuclease). Cependant, ces échantillons trés hétérogénes ne permettaient pas |I'obtention de
structure a haute résolution. En effet, le nucléosome est capable de se fixer sur 'ensemble du
génome, mais certaines séquences semblent avoir une affinité accrue pour I'octameére,
augmentant alors la stabilité du nucléosome. |l s’agit de séquences de positionnement.

Dans un premier temps, des séquences naturelles de positionnement ont été utilisées, telles que
le géne de I'ARN ribosomique 5S(R. T. Simpson et Stafford 1983), ainsi que I’ADN a-
satellite humain répété au niveau de centromere, qui a permis de résoudre la premiére structure
du nucléosome & haute résolution (2.8 A) (Luger et al. 1997).

A partir des années 90, les premiéres séquences entiérement synthétiques ont été
produites (Lowary et Widom 1998). Elles permettent une forte courbure de I'ADN, facilitant ainsi
son enroulement autour de l'octameére d'histones. On retrouve dans ces séquences des motifs
particuliers, qui apparaissent avec une périodicité proche de celle du pas hélical de 'ADN. Il y a
ainsi une répétition des dinucléotides AA/TT/TA toutes les 10 pb. Cela permet de positionner ces
dinucléotides au niveau du petit sillon de ’ADN en contact avec I'octameére. Inversement, les
dinucléotides GG, GC et CG sont situés du coté du petit sillon, qui n’est pas en contact avec
I'octamere.

La séquence synthétique la plus utilisée et celle considérée comme une référence est la séquence
601 ou Widom 601 contenant 147 pb et permettant I'assemblage du nucléosome de cceur. Elle
possede cing dinucléotides « TA » sur les huit positions au niveau du sillon mineur de ’ADN en
contact avec I'octamere (SHL +- 0.5, +- 1.5, +- 2.5, +- 3.5). La présence de dinucléotides TA plus
flexibles, en opposition aux dinucléotides GC, permet d’accommoder la pression liée a la liaison
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des hétérodimeéres d’histones (via les boucles L1/L2 et les contacts al-al) aux groupements
phosphates de I’ADN au niveau du petit sillon (McGinty et Tan 2015).

Il est également possible d’utiliser cette séquence en y ajoutant de part et d’autre de ’ADN de
liaison plus ou moins long.

c. L'histone H1, le chromatosome et le nucléosome

Chaque nucléosome coeur est relié a son voisin grace a ’ADN de liaison. Cet arrangement est
répété tous les 200 + 40 pb, en fonction du type cellulaire et du génome eucaryote considéré
(McGhee et Felsenfeld 1980). On trouve typiquement ~20 pb de cet ADN de liaison en association
avec I'histone de liaison H1 (également H5). L’histone H1 vient interagir avec ’ADN sur la dyade
et aux points d’entrée/sortie de part et d’autre du nucléosome cceur. Le complexe
nucléoprotéique ainsi formé, contenant le nucléosome coeur, I'histone de liaison H1 et ~167 pb
d’ADN, est appelé le chromatosome (Robert T. Simpson 1978). Le chromatosome, avec le reste
de ’ADN de liaison, forme l'unité répétitive fondamentale de la chromatine : le nucléosome. Par
souci de simplification, dans la suite de cette thése le nucléosome se référera souvent a la
particule de cceur.

e |’histone de liaison H1

L’histone de liaison H1 est tres différente des histones de coeur et ne contient pas de domaine
histone fold. L’histone H1 possede au moins 11 variants chez les mammiféres, pouvant étre
spécifiques d’un tissu donné ou d’un stade de développement (Bednar et al. 2017). L'histone H5
est un variant de |'histone H1 que I'on trouve chez le poulet.

L’histone H1 est composé de trois domaines :

- une région centrale globulaire, trés conservée composée d’'un domaine en « hélice ailée »
(winged-helix).

- deux extrémités N- et C-terminales, moins conservées et non structurées. La queue C-
terminales est étendue et extrémement riche en lysine. Elle est sujette a plusieurs PTMs (Godde
et Ura 2008).

Ces queues sont modérément conservées entre especes et différent également en fonction des
variants, suggérant une fonction spécifique de ces variants (lzzo, Kamieniarz, et Schneider 2008).

L’histone de liaison H1 permet donc au nucléosome d’adopter une conformation plus compacte,
en réduisant la flexibilité des deux brins de I’ADN de liaison et en les attirant ensemble, générant
une asymétrie dans le nucléosome. Cette asymétrie est essentielle a la compaction de la
chromatine et est générée par le domaine C-terminale (CTD) de H1, qui ne s’associe qu’a un seul

des bras de I’ADN de liaison (Bednar et al. 2017).
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e Différents modeéles pour I'histone de liaison

Il existe a ce jour deux modeles de liaison pour I'histone de liaison, abrégée LH, influengant
I'assemblage et la conformation de la chromatine d’ordre supérieur.

Ainsi, des chromatosomes ayant différentes histones de liaison et différentes longueurs d’ADN
de liaison ont été caractérisés (B.-R. Zhou et al. 2013) (B.-R. Zhou et al. 2015) (Bednar et al. 2017)
(Jang et Song 2019). Cela a permis de proposer deux modeles de liaison différents de LH avec le
nucléosome :

- un modele on-dyad (ou symétrique)

- un modele off-dyad (ou asymétrique)

Plusieurs études sont en faveur du modéle « on-dyad » : elles portent sur le domaine globulaire
de I'histone de liaison (H5 de poulet, H1.0 de Xénopus, H1.5 et H1.0b Humain) ou sur I'histone de
liaison entiere (H1.0b de Xénopus) et ont été réalisées par crosslinking, par footprinting de I’ADN
et combinées a des études structurales. Ce modele est illustré sur la Figure 6, A et B.
Au contraire, la structure résolue par spectroscopie résonance magnétique nucléaire (RMN) de
H1 de drosophile et la structure cryo-EM de H1.4 humain provenant d’une succession de
nucléosomes (tétranucléosomes) supportent le modele « off-dyad », Figure 6, C et D (Sundaram
et Vasudevan 2020).

Ainsi, dans le modeéle on-dyad, le domaine globulaire de I'histone de liaison se lie a I'ADN au
centre de la dyade et aux deux bras de I'ADN de liaison (Sundaram et Vasudevan 2020). Le
domaine CTD, quant a lui, ne lie qu’un des deux brin (Bednar et al. 2017).

Pour le modele off-dyad, le domaine globulaire de I’histone de liaison se positionne loin du centre
de la dyade et ne se lie qu’a un seul des bras de I'ADN de liaison (Figure 6 E) (Sundaram et
Vasudevan 2020). Ces différences de liaison ont des effets différents sur la chromatine d’ordre
supérieur, qui sera plus ou moins condensée (Figure 6 F) (Sundaram et Vasudevan 2020) (Jang et
Song 2019). Ces différences conduisent également aux divers modeles que nous avons vus
précédemment pour la fibre de 30 nm (cf. partie « La chromatine, dans tous ses états » p43).
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Figure 6 : Deux modeéles pour I’histone de liaison

A. Structure cristallographique du chromatosome avec le domaine globulaire de H5 de poulet
(code PDB : 4QLC)(B.-R. Zhou et al. 2015).

B. Structure cristallographique du chromatosome avec le domaine globulaire de xenopus H1
(PDB : 5NLO) (Bednar et al. 2017).

C. Structure RMN du chromatosome avec le domaine globulaire de H1 de drosophile (B.-R. Zhou
et al. 2013).

D. Structure cryo-EM du chromatosome avec le domaine globulaire de H1.4 humain (F. Song et
al. 2014).

E. Représentation schématique des deux modéles de liaison sur le chromatosome.

F. Représentation schématique de I'implication des deux modeéles dans la formation de la fibre
d’ordre supérieur.

Adaptée de (Sundaram et Vasudevan 2020).

L’architecture de la chromatine semble étre sensible a un grand nombre de facteurs, comme la
longueur de I'’ADN de liaison, le type d’histone de liaison, les conditions ioniques, ...
Cette structure peut également étre régulée par différent effecteurs épigénétiques, notamment
par la présence de PTMs, de variants d’histones ou encore de facteurs de remodelage de la
chromatine. Ces effecteurs sont discutés dans la deuxiéme partie introductive.
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Il. Modulation épigénétique de la structure de la chromatine

1. Définition

La notion d’épigénétique est utilisée pour la premiére fois au début des années 1940 par Conrad
Waddington afin de décrire les changements graduels au cours du développement des animaux.
Ilintroduit alors une nouvelle branche de la biologie, qui permet de comprendre la causalité entre
le génotype, constituant héréditaire d’un organisme, et les différents phénotypes, correspondant
aux caractéristiques visibles d’un organisme qui peuvent en résulter, nommés plus tard
« épigénotypes» (Waddington 1942) (Waddington 2012).

L’épigénétique est alors restreinte a la description des processus développementaux et de
différenciations cellulaires menant au développement d’un individu. Elle décrit le découplage
entre la stabilité de I'information génétique, ol toutes les cellules possedent le méme patrimoine
génétique, et la variété des nombreux phénotypes observés, avec notamment la différenciation
en centaines de types cellulaires, qui expriment ce méme matériel génétique de maniére tres
variée.

A partir des années 80 et 90, cette définition évolue et se complete notamment grace aux travaux
de Robin Holliday, qui ajoute la notion d’hérédité a cette définition (Holliday 1987). En 1994, ce
dernier propose deux définitions de I'épigénétique (i) « L'héritage nucléaire, qui n'est pas basé
sur des différences dans la séquence d'ADN » et (ii) « L'étude des changements dans I'expression
des genes, qui se produisent dans les organismes avec des cellules différenciées, et dans
I'hérédité mitotique de certains motifs d'expression génique». Ces deux définitions sont
incomplétes lorsqu'elles sont prises séparément, mais couvrent tous les processus épigénétiques
actuellement reconnus lorsqu'elles sont combinées (Deans et Maggert 2015). Au début des
années 2000, Wu et Morris combinent ces deux définitions pour en faire une version plus
actuelle. L'épigénétique est alors définie par « I'étude des changements dans la fonction des
geénes, qui sont héréditaires de maniére mitotique et/ou méiotique et qui n’entrainent pas de
changement dans la séquence d’ADN» (C. -t Wu et Morris 2001). Aujourd’hui, bien que cette
définition soit toujours acceptée, les progrés constants, avec notamment la compréhension du
cycle cellulaire, mais également la découverte de la méthylation de I’ADN chez le mammiféere
(Hotchkiss 1948) et des modifications post-traductionnelles des histones et de leur réle sur
I’expression des génes, ont fait évoluer notre définition de I'épigénétique vers une vision plus
moléculaire.
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2. Une vision moléculaire

De nos jours, I'épigénétique décrit alors les modifications réversibles et transmissibles qui
permettent d’adapter I'expression des genes sans changer la séquence en acide nucléique. Ces
modifications sont des interrupteurs épigénétiques qui jouent un réle primordial dans la
dynamique de la chromatine, et dans tous les mécanismes nucléaires qui y sont associés, tels que
la régulation de la transcription ou la réparation de I’ADN.

Il existe différents mécanismes épigénétiques impliqués dans cette régulation/modulation,
comme décrit sur la Figure 7.

P el ~

/ Méthylation de 'ADN \I
1
I P M@ ¢ : Facteur de remodelage
: ; de la chromatine
— e e e . e . .- ——— /
\\ /
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,” PTMs des queues d’histones Writer

\
1
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. raser
Chaperon - ”4 . ]
d’histone . \ !
Variant \ !
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Figure 7 : Modulation de la structure de la chromatine par différents mécanismes
épigénétiques
Ac : acétylation, Me : méthylation, P : phosphostylation, K : lysine, R : arginine.
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En plus de 'organisation 3D du génome, il existe ainsi plusieurs moyens de réguler la structure
de la chromatine (Felsenfeld et Groudine 2003) (Pande 2016) :

- la méthylation de I’ADN,

- les modifications post-traductionnelles des queues d’histones,

- linsertion de variants d'histones grace a leurs chaperons spécifiques, qui remplace une
ou plusieurs histones canoniques,

- le remodelage des nucléosomes/chromatine par des effecteurs épigénétiques; les
facteurs de remodelage de la chromatine,

- les ARNs non codants (ne figurant pas sur ce schéma).

Ces différents mécanismes et effecteurs coopérent les uns avec les autres, régulant la structure
de la chromatine et les processus nucléaires, afin d'orchestrer I'expression des genes de maniere
temporelle et spatiale. Ces modifications épigénétiques fournissent ainsi un niveau de régulation
supplémentaire a la chromatine.

Ces modifications épigénétiques peuvent étre ajoutées par des writers ou écrivains, lues par
des readers ou liseurs et effacées par des erasers ou effaceurs. Ces fonctions de
writers/readers/erasers sont réalisées par des effecteurs et complexes épigénétiques, qui
peuvent cumuler plusieurs de ces fonctions.

De nombreuses études se sont attelées a I'étude de ces marques épigénétiques sur le génome,
nommé épigénome, en conditions physiologique et pathologique. Un exemple de cette
démarche est le « International Human Epigenome Consortium (IHEC)» (http://ihec-
epigenomes.org/), qui est un effort collectif international pour réaliser des cartes de référence

de plus de 1000 épigénomes humains, incluant différents types cellulaires/tissus et des
échantillons physiologiques, ainsi que pathologiques. Les résultats de ces études sont regroupés
dans Il’encyclopédie ENCODE (https://www.encodeproject.org/). Ils comprennent des

informations sur la cartographie des protéines de liaison a I'ADN (les facteurs de transcription,
les modifications des histones et les variants d'histones), la transcription des genes, I'accessibilité
de I'ADN, les protéines de liaison de I'ARN, la méthylation de I'ADN, le timing de la réplication, la
structure tridimensionnelle de la chromatine et la structure des ARNs. Ces données et les
technologies utilisées pour ces études sont présentées dans la Figure 8.
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Figure 8 : Vision globale des mécanismes épigénétiques, des techniques utilisées et des
informations disponibles sur le site ENCODE

Adaptée du site web d’ENCODE -juillet 2020- (https://www.encodeproject.org/) et de (Hesson
et Pritchard 2019).

3. Dérégulation et épimédicaments

La modulation épigénétique contribue au développement et a ’lhoméostasie en permettant
I’adaptabilité des organismes a I'environnement et en régulant les processus nucléaires majeurs.
Elle est donc essentielle en condition physiologique.

Cette importance des mécanismes épigénétiques résulte de fagon similaire en de nombreuses
pathologies. Ainsi, la dérégulation de ces mécanismes épigénétiques est observée dans de
nombreuses maladies, allant du cancer aux maladies inflammatoires, neurologiques et
développementales (Tollefsbol 2018).

Afin de palier a ces dérégulations, la conception de médicaments modulant ces mécanismes
épigénétiques a été proposée, il s’agit des épimédicaments. Les marques épigénétiques étant
réversibles, les épimédicaments ont pour fonction de tenter de corriger les marques
épigénétiques altérées dans la pathologie.
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Contrairement aux mutations génétiques, qui ne peuvent étre modifiées, la capacité de
reprogrammer le paysage épigénétique de maniere réversible dans I'épigénome du cancer est
I'une des approches thérapeutiques les plus prometteuses (Furtado et al. 2019).

Actuellement, il existe deux types d’épimédicaments. Le premier cible la méthylation de ’ADN et
comprend les inhibiteurs des ADN méthyltransférases. Le second cible la modification des queues
d’histones et correspond aux inhibiteurs des déacétylases d’histones. Des inhibiteurs de
méthyltransférase d’histone, sont également en cours de développement, mais n’ont pas encore
été approuvés.

Cependant, le probleme majeur de ces épimédicaments est leur manque de spécificité d’action.
Il est lié a un manque de connaissances sur le large spectre d’action des mécanismes
épigénétiques. Il est de plus en plus admis que ces modificateurs de chromatine affectent
diverses classes de substrats, y compris des protéines impliquées dans les voies de signalisation
et dans l'architecture cellulaire. Ces épimédicaments présentent donc principalement un intérét
pour des applications en oncologie car ils induisent la mort des cellules cancéreuses. Toutefois ils
ont aussi des effets off target qui peuvent provoquer la mort des cellules saines et qui sont aussi
a évaluer. Pour d'autres applications cliniques, une meilleure compréhension des mécanismes
épigénétiques est nécessaire (Altucci et Rots 2016).

Il existe deux classes d’épimédicaments approvées par la Food and Drug Administration (FDA),
mais également en France par I’Agence Nationale de sécurité du médicament et des produits de
santé (ANSM) :

- les inhibiteurs de I'ADN méthyltransférase (DNMTi), aussi appelés agents hypométhylants, tels
gue l'azacitidine (Vidaza®), utilisée pour le traitement du syndrome myélodyplasique et leucémie
aiglie (SMD). Ce composé permet d’inhiber la méthylation de ’ADN en agissant notamment sur
I'enzyme DNMT1 (cf. paragraphe « méthylation de I’ADN »). Cela conduit a un profil
hypométhylé, entrainant la restauration de I'expression de genes retrouvés silencieux dans de
nombreux cancers, tels que les genes suppresseurs de tumeurs.

- les inhibiteurs des déacétylases d’histone (HDACi), qui comprennent la majorité des composés
approuvés par la FDA, y compris le premier médicament approuvé pour le traitement du cancer
et plus précisément des lymphomes cutanés a cellules T, le Vorinostat® (2006). Ces composés
sont ceux qui présentent les meilleurs résultats en termes d'indice de sélectivité et de toxicité.

Le Tableau 1 ci-aprés présente la liste des épimédicaments approuvés par la FDA et ’ANSM ainsi
que leurs fonctions.

59



Tableau 1 : Liste des épimédicaments approuvés par la FDA
Adapté de (Furtado et al. 2019)

Nom Année Approuvé

. . Type N
commercial d’approbation par ez s Applications
(composé(s)) par la FDA I’ANSM d'épimédicament

R L
Zo!lnza 2006 oui HDAC] Lymphome cutané a
(Vorinostat) cellules T
Vidaza® . . Syndrome
(Azacitidine) 2009 Oui DNTMI myélodysplasique
® s
Ixo_dax . 2009 Non HDACi Lymphome cutané a
(Romidepsin) cellules T
B ® L h acellulesT
elodaq 2014 Oui HDAC] ymphome & cefities
(Belinostat) périphérique
Farydak®

(Panobinostat +

Serrrer T 2015 Oui HDACi Myélome multiple
Dexamethasone)

ol Leucémie myéloide

(Azacitidine+ 2018 Oui DNTMi o

Decitabine) aigué

Dans les prochains paragraphes, les différents mécanismes épigénétiques seront détaillés, ainsi
que les effecteurs épigénétiques associés (liseurs, écrivains et effaceurs).

Chez les eucaryotes, la méthylation de ’ADN est considérée comme la 5™ base de I’ADN. Elle
correspond a I'ajout d’un groupement méthyle sur le carbone en position 5 d’une cytosine, créant
ainsi une 5’-méthylcitosine (5-mC).
La méthylation de I’ADN est également retrouvée chez les procaryotes. Cependant, elle semble
absente ou trés faible chez D. melanogaster, S.cerevisae et chez de nombreux organismes
invertébrés (Capuano et al. 2014).

La méthylation peut également avoir lieu sur les adénines en plus des cytosines, mais ce
mécanisme est moins étudié notamment chez les eucaryotes. Dans ce paragraphe, nous nous
concentrerons sur la méthylation des cytosines.
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1. Writers

Cette modification est catalysée par les ADNs méthyltransférases ou DNMTs. Les DNMTs sont
des enzymes writers qui utilisent, comme donneur de méthyle, le co-facteur S-adénosyl-L-
méthionine ou SAM, afin de le transférer sur la cytosine, comme le montre la Figure 9 (Bestor
2000).

S-adenosyl-L- S-adenosyl-L-
methionine  homocysteine

'ile |\|1Hz

C C
Z CH
O C

DNMT
C CH C CH
o% ~y & S

i H

Cytosine 5-méthylcytosine

Figure 9 : Méthylation de la cytosine de ’ADN
DNMT : ADN Méthyltransférase, writer de la méthylation

Il existe plusieurs types de DNMTs qui contiennent toutes un motif cytosine méthyltransférase
trés conservé dans leurs domaines catalytiques. La DNMT1 est responsable du maintien de la
méthylation aprés la réplication de I’ADN et agit préférentiellement sur les sites hémi-méthylés.
Les DNMT3A et DNMT3B, quant a elles, agissent sur la méthylation de novo, elles amorcent la
méthylation lors du développement, au stade embryonnaire, et établissent sur les sites non
méthylés de nouveaux schémas de méthylation (Lyko 2018).

La méthylation de I’ADN est retrouvée principalement au niveau des dinucléotides CpG, qui
correspondent a une cytosine (C) suivie d’'une guanine (G). Chez ’lhomme et les mammiféres, 70
a 80 % des CpG sont méthylés (Jabbari et Bernardi 2004) (Ziller et al. 2013). Les niveaux de
méthylation de I'ADN varient considérablement a travers le génome humain, qui est divisé en
domaines hyper- et hypo- méthylés. Cela est dii au fait que les dinucléotides CpG ne sont pas
uniformément répartis dans le génome. Les dinucléotides CpG sont concentrés au niveau de
régions appelées ilots CpG. Ces ilots sont définis comme des étendues d'ADN ayant une longueur
d'au moins 200 pb et contiennent un pourcentage de GC supérieur a 50% et une fréquence élevée
(~60%) en dinucléotides CpG par rapport au génome global (Gardiner-Garden et Frommer 1987).

Ces ilots CpG sont majoritairement situés dans les régions promotrices de génes, mais également
dans des régions d’ADN répétées qui sont réparties sur I'ensemble du génome. Dans le génome
humain, 60 a 70% des promoteurs de génes sont associés a des ilots CpG (Biswas et Rao 2017).
La plupart d’entre eux sont non-méthylés et ainsi transcriptionnellement actifs. Il faut tout de
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méme noter que I'absence de méthylation n'entraine pas une expression systématique du gene
(Morris 2019). En revanche, I'hyperméthylation d'un promoteur au niveau d’un flot CpG est gé-
néralement associée a un état transcriptionnellement inactif et a I’hétérochromatine (Jones
2012). Il en est de méme pour les régions répétées et les éléments transposables. La présence de
5-mC régule les transposons, en supprimant leur transcription et leur mobilité (Schulz, Steinhoff,
et Florl 2006).

La méthylation de I’ADN est donc en général liée a un état répressionel, mais ce n’est pas toujours
le cas. En effet, 'ADN peut également étre méthylé, dans une moindre mesure dans les corps des
génes (gene body), qui sont alors associés a des niveaux élevés de transcription (A. Bird 2002).

2. Readers

La méthylation de ’ADN régule la transcription. Cependant, cette régulation n’est pas directe et
implique une cascade d’effecteurs épigénétiques. En effet, les CpG servent de sites d’amarrage
pour le recrutement de protéines contenant des domaines de liaisons au méthyl-CpG, qui sont
qualifiés de readers. |l existe plusieurs familles de readers telles que la famille MBD, KAISO ou
encore UHR (Morris 2019). Ces protéines permettent le transfert de I'information a d’autres ef-
fecteurs épigénétiques, afin de réguler I'expression du géne. Par exemple, les protéines de la
famille MBD, comme MBD1 et MeCP2, vont reconnaitre la méthylation de ’ADN et permettre de
recruter, via leur domaine TRD (transcriptional répression domain), des déacétylases d’histones
HDACs. Ces déacétylases permettent ensuite de retirer les groupements acétyles des queues
d’histones (cf. partie 2), rétablissant alors une charge positive sur les lysines principalement et
favorisant ainsi I'affinité entre les histones et I’ADN (Nan et al. 1998). Ces protéines MBD sont
également capables de fixer des méthyltransférases favorisant la méthylation des queues d’his-
tones au niveau local. Toutes ces modifications entrainent le recrutement de facteurs de remo-
delage de la chromatine et permettent I'augmentation de I'occupation des histones et la forma-
tion d’hétérochromatine. Ces protéines peuvent également agir en bloquant le recrutement de
facteurs de transcription.

3. Erasers

La méthylation de I’ADN est un processus réversible et il existe deux processus principaux qui
conduisent a la déméthylation de I'ADN. Le premier est la déméthylation passive, elle se fait lors
de la réplication de I’ADN en absence ou avec une faible expression de DNMTL1. Il en résulte tout
d’abord des régions hémiméthylées puis, aprés plusieurs cycles de réplication, de I'ADN non
méthylé. La deuxieme est lintervention de protéines erasers de la famille ten-eleven
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translocation (TET). Cette famille se compose d’oxygénases qui catalysent la déméthylation de la
5mC en 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC), qui est ensuite convertie en 5-formylcytosine (5fC) et
enfin en 5-carboxylcytosine (5caC). La 5fC et la 5caC sont alors reconnues par la thymine ADN
glycosylase (TDG) et sont restaurées en cytosine par la réparation par excision de la base (BER)(C.-
X. Song et He 2013).

4. Roéles clés et cancérogénese

La méthylation régule d’'importants processus biologiques. Comme cité précédemment, elle
permet la régulation de la transcription et la répression des éléments d’ADN répétés. Elle affecte
les modifications post-traductionnelles des queues d’histones et permet, par l'intermédiaire
d’effecteurs épigénétiques, le remodelage de la chromatine. La méthylation de 'ADN permet
également l'inactivation du chromosome X surnuméraire chez les femmes et est essentielle a
I’'empreinte génomique parentale (imprinting) (Furtado et al. 2019).

L'altération de la méthylation est associée a plusieurs pathologies et notamment aux cancers.
Par exemple, une méthylation aberrante au niveau du promoteur peut entrainer une inactivation
de genes suppresseurs de tumeur (comme BRCA1, BCL2) ou au contraire une activation de proto-
oncogeéne (Sharma et al. 2009). De méme, I'hypométhylation des éléments transposables,
comme les LINEs, a été reliée a la cancérogéneése et aux métastases (Furtado et al. 2019).

Les modifications post-traductionnelles (PTMs) des histones sont des modifications covalentes.
Elles correspondent a la fixation de petits groupements chimiques ou de petites protéines. Ces
modifications sont principalement situées sur les queues flexibles N- ou C- terminales des his-
tones dépassant du nucléosome, mais peuvent également se trouver dans le corps globulaire des
histones (Portela et Esteller 2010).

Les modifications les plus connues sont I'acétylation, la méthylation, la phosphorylation, I'ubiqui-
tination, la sumoylation, mais il existe également une variété d’autres modifications plus aty-
piques, telles que la citrullination, ’ADP-ribosylation, la désamination, la formylation, la O-
GlcNAcylation, la propionylation, la butyrylation, la crotonylation et I'isomérisation des prolines
(Carlberg et Molnar 2018) (Tweedie-Cullen et al. 2012). Récemment, plusieurs autres modifica-
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tions ont été découvertes comme la glutarylation, la lactylation, la benzoylation, la palmitoyla-
tion, la sérotonylation, la dopaminylation, la glycation, la S-glutathionylation, la homocysteinyla-
tion (Chan et Maze 2020).

Il existe ainsi plus de 15 modifications différentes, qui peuvent se retrouver dans plus de 130 sites
sur les cing histones canoniques (Carlberg et Molnar 2018). La Figure 10 illustre plusieurs de ces
PTMs. La liste de PTMs et des enzymes pouvant modifier les histones s’accroit continuellement,
montrant ainsi la complexité de cette régulation épigénétique.

En effet, ces PTMs d’histones influencent de différentes maniéeres la conformation et I'architec-
ture de la chromatine. Elles peuvent avoir un impact direct en modifiant les interactions entre les
histones et I'ADN nucléosomique ou encore entre les nucléosomes adjacents (Steunou, Rossetto,
et Coté 2014). Elles ont également un réle indirect de signalisation au niveau de loci précis, car
ces petites modifications sont des marques épigénétiques permettant le recrutement et servant
de site d’amarrage pour d’autres effecteurs épigénétiques, tels que des facteurs de remodelage
de la chromatine. Ainsi, les modifications des histones régulent des processus nucléaires fonda-
mentaux, tels que la transcription, la réplication et la réparation de ’ADN (Kouzarides 2007).
Des erreurs dans la régulation de ces PTMs d’histones peuvent altérer les schémas d'expression
des génes et ainsi provoquer des épi-mutations dans la chromatine impliquées dans de
nombreuses maladies (Furtado et al. 2019).
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Figure 10 : Représentation schématique des PTMs d’histones.

Les parties surlignées correspondent a la partie globulaire (HFD) des histones.

Liste des acides aminés pouvant étre modifiés : K = lysine; R = arginine; S = sérine; T =
thréonine; Y = tyrosine; E = acide glutamique. Un méme acide aminé ne peut avoir qu’une
modification a la fois.

Liste des modifications : Me — méthylation (K, R); Ac — acétylation (K, S, T); Pr — propionylation
(K); Bu — butyrylation (K); Cr — crotonylation (K); Hib — 2-hydroxyisobutyrylation (K); Ma —
malonylation (K); Su — succinylation (K); Fo — formylation (K); Ub — ubiquitination (K); Cit —
citrullination (R); Ph — phosphorylation (S, T, Y, H); OH — hydroxylation (Y); Glc — glycation (S, T);
Ar — ADP-ribosylation (K, E)

Figure de (Carlberg et Molnar 2018).
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Cette partie se focalise sur les modifications historiquement les plus étudiées, a savoir
I'acétylation, la méthylation et la phosphorylation, mais également I’ADP-ribosylation qui est
importante pour la suite de ce manuscrit. Le Tableau 2 permet d’avoir une vision globale des
différents acteurs impliqués dans I'établissement, la lecture et I'enlévement des PTMs qui seront
détaillés dans les prochains paragraphes.

Tableau 2 : Exemples de PTMs, de leurs acteurs et de leurs effets sur la chromatine.
Adapté de (Quénet 2018)

PTM d’histone Résidus Effet(s) sur Writer Eraser Reader
affectés I’acide aminé
Acétylation K Neutralisation HAT HDAC Bromodomaine
de la charge
positive
Méthylation KetR Encombrement HKMT KDM Chromodomaine,
stérique et ajout et domaine Tudor,
d’hydrophobicité =~ PRMT domaine PHD,
domaine MBT,
domaine PWWP
domaine
WDA40,...

Phosphorylation S,T,Y,etH Addition d’'une Kinase = Phosphatase @ 14-3-3 et BRCT
charge négative

ADP- EetK Encombrement PARP PARG, Macrodomaine,
ribosylation stérique et ajout MacroD1/2, domaine WWE,
de charges TARG1 et PBZ
négatives

1. La phosphorylation des histones

La phosphorylation des histones correspond a I'ajout d’un groupement phosphate sur les résidus
sérine, thréonine ou tyrosine. Cette modification est catalysée par les kinases (enzymes writers)
gui permettent le transfert d’un groupement phosphate a partir d’'une molécule d’adénosine tri-
phosphate (ATP). La réaction inverse est catalysée par des phosphatases, les erasers. Ces kinases
et phosphatases ne sont pas spécifiques aux histones et peuvent agir sur d’autres substrats. On
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retrouve notamment les kinases AuroraB, MAPK1, PKC, MSK, ATM, ainsi que les phosphatases
Glc7/PP1,... (J.-Y. Hsu et al. 2000) (Bannister et Kouzarides 2011).

La phosphorylation des histones permet d’ajouter une charge négative sur les résidus, modifiant
les caractéristiques de la chromatine. Cela entraine une réduction d’affinité entre I’ADN et les
histones phosphorylées, mais également entre les nucléosomes. Elle permet également la
formation de liaisons hydrogéenes supplémentaires (North et al. 2011) (Taverna et al. 2007). La
phosphorylation aide également a recruter différents effecteurs nucléaires. En effet, il existe
deux types de readers qui peuvent lire et se fixer a ces histones phosphorylées. Il s’agit de
protéines contenant des modules de liaison au phosphate (phospho-binding module), comme les
domaines 14-3-3 et BRTC (Quénet 2018) (Yun et al. 2011).

La phosphorylation est impliquée dans de nombreux processus nucléaires comme dans la
régulation de la transcription et notamment celle des genes prolifératifs, tels que le facteur de
croissance épidermique (EGF), mais également de proto-oncogenes tels que c-fos et c-myc
(Rossetto, Avvakumov, et Coté 2012). La fonction la plus documentée de la phosphorylation des
histones a lieu pendant la réponse cellulaire aux dommages causés a I'ADN. En effet, dans ce
processus de réparation de 'ADN, la sérine 139 du variant d’histone H2A.X est phosphorylée et
est alors appelé yH2AX. Cette phosphorylation est réalisée par les kinases ATM et ATR et permet
de délimiter de grands domaines autour du site de cassure de I'ADN, servant alors de signal pour
le recrutement de la machinerie de réparation (Rossetto, Avvakumov, et C6té 2012) (Morrison
et Shen 2005).

Le deuxiéme effet le plus documenté de la phosphorylation est son réle dans la mitose. La kinase
Aurora B est responsable de la phosphorylation de la sérine 10 de I'histone H3 (H3510ph), qui est
un marqueur essentiel a la condensation des chromosomes. Ainsi, la protéine de
I’'hétérochromatine HP1 est dans l'impossibilité de se lier au résidu adjacent du résidu
phosphorylé, H3K9me2/3, via son chromodomaine (Fischle et al. 2005) (Hirota et al. 2005). Cette
phosphorylation et I'élimination de HP1 initient la condensation de la chromatine pendant la
mitose (Quénet 2018).

2. L’acétylation des lysines

L’acétylation correspond a l'ajout d’un groupement acétyle (Ac) sur le groupement ammonium
des résidus lysines. Il s’agit d’une substitution nucléophile catalysée par des enzyme writers, les
histones acétyltransférases (HAT), qui utilisent comme donneur d’acétyle le cofacteur acétyl-coA.
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Il existe deux classes de HATs, les HATs de type A et celles de type B.
Les HATs de type A acétylent les histones dans un contexte chromatinien. Chez I'Homme, il en
existe 18 classées en trois groupes :
- MYST, nommée d'apres les membres fondateurs, MOZ humain, Ybf2 et Sas2 de levure, et
TIP60 chez les mammiferes,
- GNAT (glycine-N-acyltransferase-like protein 1), avec les membres fondateurs Gen5 et
PCAF (p300/CBP-associated factor),
- EP300 (E1A-associated protein p300).
De nombreuses HATs fonctionnent dans de grands complexes multiprotéiques dans lesquels I'ac-
tivité catalytique est dépendante des autres composants du complexe.
Par exemple, I'histone acétyltransférase humaine TIP60 (Tat interactive protein 60) existe dans
un complexe du méme nom composé d'au moins 16 protéines (et qui sera étudié plus en détail
dans le chapitre 3). Ce complexe contient plusieurs mécanismes de reconnaissance par lesquels
le complexe TIP60 est recruté a des sites spécifiques sur la chromatine (Deslarlais et Tummino
2016).

Les HATs de type B permettent I'acétylation des histones cytoplasmiques facilitant leur prise en
charge et leur chargement au sein du nucléosome (Hodawadekar et Marmorstein 2007). Un
exemple est I'acétylation de la lysine 56 de I'histone H3 (se trouvant dans le domaine globulaire
de H3). Ce résidu est important pour la liaison des chaperons CAF-1 et Rtt109, qui permettent de
déposer les histones nouvellement synthétisées (Giles et Taberlay 2019).

Il n'est donc pas surprenant que l'acétylation des histones joue un rdle régulateur essentiel dans
tous les processus nucléaires majeurs, y compris I'expression des genes, la réparation de I'ADN
et la réplication (Steunou, Rossetto, et Coté 2014).

L'acétylation des histones est en général associée a une chromatine décompactée et transcrip-
tionnellement active. Cette modification peut avoir un impact direct sur la chromatine, mais éga-
lement un effet indirect de signalisation a des loci génomiques spécifiques (Steunou, Rossetto,
et Coté 2014).

En effet, la présence de groupements Ac permet de neutraliser la charge positive des lysines,
affaiblissant les interactions entre les histones et ’ADN (Bannister et Kouzarides 2011). Ce phé-
nomene est d’autant plus marqué lorsqu’il y a co-occurrence de plusieurs acétylations sur des
lysines consécutives et sur des nucléosomes consécutifs. Cette multi-acétylation est notamment
retrouvée au niveau d’éléments régulateurs, tels que les enhancers ou les promoteurs en adé-
guation avec son réle dans I'activation transcriptionnelle (Giles et Taberlay 2019).

L’acétylation, en décompactant ainsi la chromatine, permet également d’augmenter la propor-
tion de chromatine disponible pouvant ainsi lier divers régulateurs transcriptionnels (Steunou,
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Rossetto, et Coté 2014). De plus, le groupement acétyle est, lui-méme, susceptible de créer de
nouvelles interactions.

En effet, I'acétylation des histones est reconnue par des protéines contenant un bromodomaine,
qui sont les readers de cette modification. Ces protéines permettent le recrutement de facteurs
de transcription généraux et spécifiques permettant l'activation de la transcription. Ces
bromodomaines se retrouvent également dans plusieurs complexes de remodelage de la
chromatine, tels que le remodeleurs SWI/SNF ou encore le complexe ISWI, facilitant la relaxation
de la chromatine au niveau du site acétylé (Giles et Taberlay 2019).

La réaction inverse est catalysée par les histones déacétylases ou HDACs, qui sont des erasers de
cette modification (Deslarlais et Tummino 2016). Les HDACs permettent le rétablissement de la
charge positive des lysines, provoquant alors la compaction de la chromatine. Les HDACs sont
donc des répresseurs transcriptionnels généralement présents dans de grands complexes
multiprotéiques.

A ce jour, il existe chez 'homme 18 HDACs regroupées en quatre classes. Les classes I, Il et IV
sont les HDACs zinc-dépendantes et la classe Il correspond aux sirtuines (Seto et Yoshida 2014).

3. Meéthylation des histones

La méthylation des histones peut avoir lieu sur les résidus arginine et lysine. Les résidus lysine
peuvent alors étre mono-, di- ou tri- méthylés, tandis que les résidus arginines peuvent étre
mono- et symétriquement ou asymétriguement di- méthylés.

La méthylation des lysines est catalysée par les histone-lysine méthyltransférases (HKMTs), qui
utilisent le S-adénosylméthionine (SAM) comme donneur de méthyle. La méthylation des argi-
nines, quant a elle, est catalysée par la famille des protéines arginine méthyltransférases
(PRMTs), qui utilisent également le SAM comme co-facteur.

Cette modification d’histones n’impacte pas la charge des acide aminés. Par conséquent, elle est
moins susceptible de perturber la structure de la chromatine (Bannister et Kouzarides 2011). Ce-
pendant, la méthylation ajoute des groupements supplémentaires qui peuvent modifier la géo-
métrie et ajouter un encombrement stérique ainsi que de I’"hydrophobicité aux résidus. En fonc-
tion du nombre de méthylations, un méme résidu peut avoir différentes fonctions dans la régu-
lation de la chromatine (Quénet 2018). La méthylation est ainsi liée soit a la compaction, soit
inversement a la relaxation de la chromatine, selon le résidu modifié et le nombre de méthyles
ajoutés. Par exemple, les marques H3K9me et H3K27me sont associées a la répression de la trans-
cription, alors que les marques H3K4me, H3K4me2 et H3K36me3 sont associées a I'activation de
la transcription (Lawrence, Daujat, et Schneider 2016).
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La premiere HKMT a été identifiée au début des années 2000 : il s’agit de la SUV39H1. Elle permet
la méthylation de I'histone 3 lysine 9 (H3K9me) et est associée a la répression transcriptionnelle
(Rea et al. 2000). Depuis, un ensemble de 60-96 HKMTs a été identifié par analyses phylogéné-
tiqgues du génome humain, certaines d’entre elles étant toujours putatives. Les HKMTs sont trés
spécifiques tant sur la cible de la méthylation que sur le nombre de méthyles ajoutés (Xiao et al.
2003).

La méthylation des histones peut aussi servir de site d’amarrage a de nombreux readers. |l s'agit
notamment des domaines Tudor et WD40 qui sont des readers communs a la méthylation des
arginines et des lysines. Il existe également des readers spécifiques a la méthylation de la lysine
tels que les homéodomaines de plantes (PHD) ou les chromodomaines (Giles et Taberlay 2019)
(Quénet 2018).

Divers readers peuvent lire la méme marque de méthylation et avoir des impacts différents. Par
exemple, la marque H3K4me3 est reconnue par le domaine PHD des protéines ING permettant
la répression génétique aprés une lésion de I'ADN, mais elle peut également étre reconnue par
les doubles chromodomaines de CHD1 permettant alors d’assurer le remodelage de la chroma-
tine. Pour finir, cette marque est aussi reconnue par les domaines tudor et PHD des déméthyl-
transférases permettant de retirer cette marque (DesJarlais et Tummino 2016).

La déméthylation est réalisée par des déméthylases de lysine (KDM). Il en existe deux types clas-
sés selon leur mécanisme d’action : les démétylases spécifiques aux lysines (LSD) et les démé-
thylases Jumonji C (JMJC) (DesJarlais et Tummino 2016). La méthylation de I'arginine est la seule
modification pour laquelle aucun eraser n’est véritablement connu a ce jour.

4. ADP-ribosylation

Les histones peuvent étre mono- et poly-ADP ribosylées sur les résidus arginine et acide
glutamique. Cette réaction est catalysée par la famille des poly (ADP-ribose) polymérases, aussi
nommeés PARP, qui transférent un groupe mono-ADP-ribose (ADPr) a partir du NAD+ (Bannister
et Kouzarides 2011).

Chez’'Homme, il existe 17 protéines PARPs qui sont toutes capables d’effectuer la réaction d’ADP
ribosylation, a I'exception des protéines PARP9 et PARP13 (Barkauskaite, Jankevicius, et Ahel
2015) (Quénet 2018). De plus, les PARP1 a 5 sont capables d’ajouter des unités d’ADPr
supplémentaires pour générer de longs polymeres de poly-ADP riboses (PAR) chargés
négativement (jusqu’a 200 unités) (D’Amours et al. 1999).
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La dégradation de I’ADP-ribosylation peut faire intervenir plusieurs activités enzymatiques qui
sont les erasers. La poly(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG) permet de couper la liaison O-
glycosidique d’un ribose entre le premier ADP-ribose et la chaine de PAR. Le mono-ADP-ribose
final est ensuite clivé par les ADP-ribose hydrolases MacroD1 et MacroD2.

TARG1 (ADP-ribose glycohydrolase 1/C60rf130) est également une ADP-ribose hydrolase qui
peut libérer soit une chaine de PAR, soit le mono-ADP-ribose final par une attaque nucléophile
(Quénet 2018).

Trois domaines reader reconnaissent et se lient a la chaine de PAR : le poly(ADP-ribose)-binding
zinc finger (PBZ), le domaine WWE et le macrodomaine (Barkauskaite, Jankevicius, et Ahel 2015).
Le macrodomaine est présent dans de nombreuses protéines, dont PARP9/15, le variant
d'histone macroH2A et le remodeleur CHD1L. Il est intéressant de noter que PARG, MacroD1,
MacroD2 et TARG1 contiennent également un macrodomaine qui a évolué pour devenir leur site
catalytique.

L’ADP-ribosylation a été corrélée a une chromatine relaxée. Cette chromatine décondensée est
probablement une conséquence, du moins en partie, de la charge négative que la modification
confére a I'histone (Bannister et Kouzarides 2011). L'activation de PARP-1 a également été
corrélée a des niveaux élevés d'acétylation et donc a de I'euchromatine. Les quatre histones de
ceeurs ainsi que I'histone de liaison H1 peuvent étre ADP-ribosylées.

Cette PTM est connue pour son role dans la promotion de la réparation des dommages de I’ADN
(Martin-Hernandez et al. 2017). Au cours de ce processus, I'ADP-ribosylation conduit a la
réorganisation de la chromatine, au recrutement de la machinerie de réparation et ainsi a la
régulation de I'expression des génes (Tallis et al. 2014). Il convient de noter que I'ADP-ribosylation
se produit également en I'absence de dommages a I'ADN, ce qui suggére que cette PTM joue un
réle important dans des conditions physiologiques et pathologiques (Quénet 2018).

5. Le code histone

La modification des histones constitue un code complexe, appelé « code histone ». Cette
dénomination a été proposée pour la 1¢" fois en 2001 par Thomas Jenuwein et C. David Allis
(Jenuwein et Allis 2001). Ce code démontre qu’il existe une inter-connexion sophistiquée entre
les diverses PTMs présentées ci-dessus. En effet, toutes ces modifications forment un ensemble
de signaux, marquant les différentes régions génomiques et permettant le recrutement de
complexes de modification et de remodelage de la chromatine. Cette dynamique de la
chromatine permet la régulation de I'expression génétique, ainsi que celle de la réplication de
I'information génétique et d’autres mécanismes nucléaires tels que la réparation de I’ADN.
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Le Tableau 3, ci-dessous, propose un « alphabet » de base du code histone, qui n’est pas exhaustif

et qui représente les 12 marques d’histones les plus conservées (Carlberg et Molnar 2018).

En outre, I'analogie avec un alphabet suggére que les marques d'histone peuvent étre combinées

aux "mots". Seules quelques marques d'histones sont mutuellement exclusives. Par exemple, la

marque H3R2me2 ne permet pas la méthylation de H3K4 et la phosphorylation de H3S10
empéche la méthylation du H3K9. Les modifications d'histones peuvent ainsi étre combinées a

un « texte » riche en informations sur I'état local de la chromatine (Carlberg et Molnar 2018).

Tableau 3 : L’alphabet du code histone
Liste non exhaustive - Adapté de (Carlberg et Molnar 2018).
Pour une review sur I'effet individuel des PTM se référer a (Lawrence, Daujat, et Schneider 2016).

Histone | Epi-marque | Co-marques | Statut Région génomique Implication biologique
conservées
H3 K4mel K27me3, En position, Activateur
K4me2 mais
inactive/ en
pause
(poised)
Kdme2 Kdme3 Active Régions régulatrices
K4me3 K4me2 Active ouen | Promoteur Promoteurs bivalents
pause
K9mel Active Région transcrite
(gene body)
Activateur
K9me3 Répressive Hétérochromatine Séquences répétées (SINEs,
au niveau des LINEs, LTRs)
promoteurs et des
activateurs
K27ac K4mel/2/3 Active Activateur H3K27ac marque les
(K4mel/me2) ou activateurs et les
promoteur promoteurs
(K4me2/me3)
K27mel Active Activateur
K27me3 K4mel/2/3 Répressive Région réprimée Inactivation du
(complexe chromosome X
polycomb)
Promoteurs
K36mel Actives Activateur
K36me3 K27ac, Active Région transcrite
Kdmel (gene body)
H4 K20mel Active Région transcrite
(gene body)
K20me3 Active ou en | Région régulatrice
pause
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1. Les variants d’histones

a. Vision globale

Toutes les histones canoniques (H2A, H2B, H3 et H4) ont des variants qui peuvent les substituer
au cours du cycle cellulaire. Ces variants d’histones remplacent les histones canoniques dans la
formation des nucléosomes, apportant ainsi de nouvelles fonctionnalités, et de ce fait, un niveau
de complexité supérieur a la chromatine.

En effet, bien que les variants d’histones soient connus depuis plus de 40 ans, de nombreuses
incertitudes persistent et de nombreux variants restent encore a ce jour peu caractérisés.

Chez 'Homme, I'histone H2A possede le plus grand nombre de variants, dont certains sont
relativement bien caractérisés. Parmi les plus connus, on distingue 8 variants : H2A.X, H2A.Z.1,
H2A.Z.2.1, H2A.Z.2.2, H2A Barr body deficient (aussi connu comme H2A.Bbd ou H2A.B),
macroH2A1.1, macroH2A1.2 et macroH2A2 (Buschbeck et Hake 2017). Il existe également des
variants moins connus comme H2A.J (Contrepois et al. 2017) ou encore des variants courts, tels
que H2A.L, H2A.P et H2A.Q relativement proches de H2A.B et impliqués dans la spermatogénese
(X. Jiang, Soboleva, et Tremethick 2020) (Barral et al. 2017).

Alors que la plupart des variants d'histones sont exprimés dans les tissus somatiques de maniere
uniforme, certains se trouvent exclusivement ou principalement dans la lignée germinale male.
C’est notamment le cas avec les variants de H2B. En effet, H2B a deux variants spécifiques aux
testicules, H2BFWT (histone H2B type WT) et TSH2B (testis-specific histone H2B).

L’histone H3 possede deux variants couplés a la réplication H3.1 et H3.2. En plus de cela, six
variants indépendants de la réplication ont également pu étre identifiés ; H3.3, CENP-A (pour
histone H3-like centromeric protein A), H3.1T, H3.5, H3.X et H3.Y.

Pour H4, jusqu’a récemment, aucun variant n’avait pu étre identifié chez les eucaryotes
supérieurs. Cependant de tels variants avaient été observés chez les eucaryotes inférieurs, tels
gue les Trypanosomes (Siegel et al. 2009) ou encore chez les chordés (Moosmann et al. 2011),
laissant penser a I'existence d’un variant pour H4 chez les eucaryotes supérieurs (Buschbeck et
Hake 2017). Ce n’est qu’en 2019 que le variant H4-G fut identifié (Long et al. 2019).

La Figure 11 présente les variants les plus décrits dans la littérature, leur architecture et leur
pourcentage de conservation avec les histones canoniques, tout en tenant compte des variants
somatiques et germinaux.

73



H2A H2AX H2A.Bbd H2B
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TSH2B
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H2A.Z.2.1 macroH2A1.2 ’
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93.3% :
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Figure 11 : Les variants d’histones et leur pourcentage d’identité avec les histones canoniques
Représentation des histones canoniques et variants humains. Les rectangles représentent les
régions centrales (HFD) et les lignes représentent les queues flexibles des histones.

Les variantes d'histones spécifiques aux testicules sont mises en évidence par des boites violet
clair et les isoformes d'épissage alternatif par des boites vert clair.

Les pourcentages indiquent la conservation totale de la séquence d'acides aminés (% d'identité
de la séquence) des variants par rapport a leurs homologues canoniques.

Adapté de (Buschbeck et Hake 2017).

Ces variants d’histones peuvent ainsi se distinguer de leurs homologues canoniques par
seulement quelques résidus ou par des régions ou domaines entiers. Leur homologie peut varier
de plus de 97% a 33% pour le moins conservé (Buschbeck et Hake 2017).

Une synthese des variants les plus étudiés historiquement et de leurs fonctions sera proposé
dans le paragraphe suivant, la partie suivante étant consacrée aux différences majeures entre les
histones canoniques et variants.

b. Variants d’histones vs histones canoniques

Les histones canoniques sont couplées a la réplication, c’est-a-dire qu’elles sont dépendantes du
cycle cellulaire et que leur synthése ne se fait que durant la phase S. Cela va permettre, lors de
la réplication de I’ADN, le recouvrement de la molécule d’ADN néosynthétisée, la formation de
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nouveaux nucléosomes et le maintien de I'organisation chromatinienne (Szenker, Boyarchuk, et
Almouzni 2014).

Afin de rendre cela possible, les génes codants pour les histones canoniques sont localisés sous
forme de cluster en de nombreuses copies sur les chromosomes 1 et 6 chez I’'Homme. Le plus
long de ces cluster/tandems est HIST1 situé sur le chromosome 6. Il contient 55 génes d’histones,
ce qui permet de générer des quantités égales des quatre histones cceur et ainsi de former de
nouveaux nucléosomes. Ainsi chaque histone conventionnelle est présente dans le génome avec
10 a 20 genes, codant chacun pour une séquence d’ARNm unique (Marzluff et al. 2002).

La synthese des variants est quant a elle indépendante de la réplication et permet une
incorporation tout au long du cycle cellulaire. Les variants d’histone peuvent ainsi assurer le
turnover, I'échange et la déposition de novo d’histones durant les processus cellulaires qui
nécessitent une éviction temporaire, tels que la transcription (Probst, Desvoyes, et Gutierrez
2020).

Les variants d'histones sont non-alléliques et sont encodés en général par une copie unique ou
deux copies se situant sur des chromosomes distincts dans le génome (Kamakaka et Biggins
2005). De ce fait, les histones canoniques sont abondantes et largement majoritaires dans la
cellule. Tous les variants confondus représentent généralement moins de 10 % des histones
totales, mais cette proportion peut atteindre 50 % dans les cellules différenciées.

Cette abondance des histones canoniques peut également s’expliquer par leur structure. En
effet, ils sont composés d’un exon unique et la terminaison de leur ARNm se fait par une structure
en épingle a cheveux, ce qui permet une transcription et une traduction rapide durant la phase S
(Marzluff, Wagner, et Duronio 2008) (Henikoff et Smith 2015).

Encore une fois, les variants d’histones ne respectent pas ce schéma, leurs pré-ARNms peuvent
contenir des introns. lls sont donc en mesure de subir des épissages alternatifs (comme pour
macroH2A ou H2A.Z) et leurs ARNm sont polyadénylés (Rasmussen et al. 1999) (Marzluff et al.
2002).

Une autre différence notable se situe au niveau de I'évolution de ces protéines. Les histones
canoniques de cceur ont une évolution trés lente et font partie des protéines les plus conservées.
Cependant certains variants évoluent trés rapidement, en particulier ceux associés a la lignée
germinale comme H2A.Bdb et les variants de H2B (Talbert et al. 2012). De plus, de nombreux
variants présentent un degré de variation élevé inter-espéces, au contraire des histones
conventionnelles (Talbert et al. 2012).
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c. Desroles spécifiques mais pas sans chaperons

Ces variants possedent donc des propriétés distinctes de celles des histones canoniques, qui
peuvent influencer les propriétés physiques et la dynamique des nucléosomes, et ainsi de la
structure de la chromatine. Ces variants ont également une incorporation spatiale précise, tissu
spécifique et locus spécifique. De méme, ils peuvent étre incorporés a différents moments du
cycle cellulaire, créant par exemple des domaines spécifiques localisés dans la fibre de
chromatine (Rossetto, Avvakumov, et C6té 2012). Cette incorporation sophistiquée est médiée
par des chaperons d’histones qui peuvent leur étre propres et les guider (Probst, Desvoyes, et
Gutierrez 2020).

Toutes ces propriétés sont particulierement importantes pour la régulation des processus
nucléaires, tels que la transcription. Les variants d'histones fagonnent ainsi le paysage
chromatinien des régions codantes et des éléments régulateurs en soutien aux programmes de
transcription spécifiques (Weber et Henikoff 2014).

2. Les chaperons d’histones

Le contréle de la dynamique de dépot et d’éviction, ainsi que le contrdle spatial et temporel des
histones sont effectués par les chaperons d’histones et les complexes de remodelage de la
chromatine dépendants de I'ATP.

Ces chaperons sont ainsi capables d’escorter et de protéger les interfaces fonctionnelles des
histones. lls jouent ainsi un role dans leurs repliements, leurs oligomérisations, leurs
modifications post-traductionnelles, leurs importations nucléaires, leurs stabilités, leurs
assemblages et leurs localisations génomiques (Campos et Reinberg 2010) (Hammond et al.
2017) (Pritchard 2019). Ainsi il n’y a pas d’histones libres dans une cellule.

Bien que tous les chaperons d'histones partagent des caractéristiques communes, ils constituent
un groupe diversifié de protéines avec peu ou pas de similarité de séquence et avec des
propriétés structurelles et fonctionnelles distinctes (Hammond et al. 2017).

Ainsi, certains chaperons sont capables de discriminer les variants de leurs homologues
canoniques, alors gqu’ils ne différent que de quelques acides aminés. D’autres chaperons sont
moins spécifiques et leur interaction n’est pas exclusive, comme par exemple pour FACT
(Facilitates Chromatin Transcription) qui peux s’associer a H2A/H2B, mais a également été
retrouvé associé a H2A.X/H2B et méme a macroH2A dans le cadre de son éviction (Hondele et
al. 2013) (Piquet et al. 2018) (Z. Sun et al. 2018). FACT semble interagir au niveau de H2B et étre
ainsi relativement insensible a I'identité de H2A dans le dimere H2A/H2B (Hammond et al. 2017).

76



Il en est de méme pour NAP1 (Nucleosome Assembly Protein 1) qui peut s’associer au dimére
H2A/H2B mais également au tétrameére (H3/H4), et a également été retrouvé associé au variant
H2A.B/H2B (Aguilar-Gurrieri et al. 2016) (Bowman et al. 2011) (Okuwaki et al. 2005). NAP1
semble ainsi lier les HFD de ces histones. D’autres chaperons sont capables de reconnaitre des
régions plus spécifiques comme par exemple le chaperon ASF-1 (Anti-silencing function 1) qui
interagit avec le domaine de tétramérisation de H3/H4 et de H3.3/H4, pour ensuite les transférer
a des chaperons spécifiques CAF1 (Chromatin Assembly Factor 1) et HIRA (HIstone Regulator A)
respectivement (Hammond et al. 2017) (Buschbeck et Hake 2017). CAF1 est ainsi spécifique a
H3/H4 et est impliqué dans la formation du tétramére (H3/H4), (Buschbeck et Hake 2017).

De plus, de nombreux chaperons de variants sont également hautement spécifiques, tels que
DAXX Death-domain associated protein) /ATRX (Alpha-Thalassemia X-linked mental Retardation)
et HIRA pour H3.3 ou encore HJURP (Holliday Junction Recognition Protein) pour CENP-A
(Martire et Banaszynski 2020), ou encore ANP32E (Acidic leucine-rich Nuclear Phosphoprotein 32
family member E) et YL1 (Vacuolar protein sorting-associated protein 72 homolog) pour H2A.Z
qui seront vus en détail dans le chapitre 3.

Il existe également des relations de co-chaperonnage. En effet, les chaperons d’histones
protegent les interfaces fonctionnelles des histones sans les recouvrir entierement, la
combinaison de deux chaperons permet donc une protection plus complete. C'est notamment le
cas pour le complexe UBN1 (ubinuclein-1) un composant du complexe HIRA, ASF1 et H3/H4.
UBN1 protége les surfaces de H3.3-H4 se liant a H2A/H2B, tandis qu’ASF1 empéche la
tétramérisation de H3.3/H4 (Hammond et al. 2017).

Divers chaperons, leurs histones ainsi que leurs localisations nucléaires sont décrits dans la Figure
12.

Les variants d’histones, ainsi que leurs chaperons respectifs seront discutés plus en détail dans la
section suivante de catalogue des variants.

Le chaperonnage des histones solubles est ainsi un déterminant clé de la disponibilité et du
devenir des histones. Il affecte tous les processus chromosomiques, y compris |'expression des
geénes, la ségrégation des chromosomes et la réplication et la réparation du génome (Hammond
et al. 2017).
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Figure 12 : Les histones canoniques et variants, leurs architectures, leurs chaperons et
remodeleurs associés, ainsi que leurs distributions génomiques et implications fonctionnelles
Les résidus divergents clés entre les variants et la forme canonique sont représentés. Les PTMs
les plus établies des variants sont également indiquées.

Abréviations: ANP32E, acidic leucine- rich nuclear phosphoprotein 32 family member E; ATRX, a-
thalassaemia mental retardation syndrome X- linked; CABIN1, calcineurin- binding protein cabin
1; CAF1, chromatin assembly factor 1; DAXX, death domain- associated protein; ERV, endogenous
retroviral element; FACT, facilitates chromatin transcription; HIRA, histone regulator A; HIURP,
Holliday junction recognition protein; NAP, nucleosome assembly protein; NPM1,
nucleophosmin; rDNA, ribosomal DNA; UBN, ubinuclein; SRCAP, Snf2- related CREBBP CBP
activator protein

Source: (Martire et Banaszynski 2020)

3. Catalogue des variants

Dans cette partie, je me suis concentrée sur les différents variants d’histone, leurs distributions
génomiques, leurs fonctions, mais également leurs chaperons ou complexes de remodelage
associés ainsi qu’a leurs implications dans les cancers et autres maladies génétiques (Tableau 4)

A ce jour, la famille H2A est la plus grande famille de variants, suivie de celle de H2B. Il existe
guatre types de variants de H2A : H2A.X, H2A.Z, macroH2A et les variants courts de H2A
spécifiques aux testicules (H2A.B, H2A.L, H2A.P et H2A.Q) (Martire et Banaszynski 2020). La
famille H2A est également la plus diversifiée d’un point de vue identité de séquences et sur le
plan structural et présente de multiples fonctions biologiques (Talbert et al. 2012). Par exemple,
macroH2A contient un macrodomaine additionel en partie carboxy-terminale, alors que H2A.B
n’a ni patch acide, ni hélice a C-terminale. Il est a noter qu’il existe également une base de
données pour les variants d’histones : Histone DB 2.0
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/research/HistoneDB2.0/).

Le chapitre 3 de ce manuscrit fournira plus de détails sur H2A.Z.

Tableau 4 : Les variants d’histones état de I’art - Tableau sur les deux pages suivantes
Adapté de (Martire et Banaszynski 2020) et de (Clapier et al. 2017)

ANP32E, phosphoprotéine nucléaire acide riche en leucine 32 membre de la famille E ; ATRX, a-thalassémie alpha
liée aI'X avec retard mental ; CABIN1, protéine de liaison a la calcineurine cabine 1 ; CENP-A, protéine centromérique
A ; DAXX, protéine associée au domaine de la mort ; FACT, facilite la transcription de la chromatine ; FHS, Syndrome
de Floating-Harbor ; HIRA, régulateur d'histone A ; HJURP, protéine de reconnaissance de la jonction de Holliday ;
NAP, protéine d'assemblage des nucléosomes ; ND, non déterminé ; DNAr, ADN ribosomique ; SRCAP, protéine
activatrice de CREBBP liée a Snf2 ; UBN, ubinucléine. a, Encodé par deux génes hautement apparentés. b, Présent
chez divers mammiferes, dont la souris, mais pas chez 'homme.
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4. Notion de code nucléosome
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L'inter-connexion de toutes les modifications qui affectent le nucléosome, PTMs, variants
d’histones ou encore méthylation de ’ADN nucléosomal, est a I’origine d’un code étendu et plus
complexe que le code histone : le code nucléosome. La Figure 13 présente un exemple de cette
signalisation complexe.

e
sl O o 5
Canonical O &Y canonical Variant
REPRESSED ACTIVE ACTIVE

Figure 13 : Représentation schématique de la notion de code nucléosome
Source : (Giles et Taberlay 2019)

Toutes ces marques coopérent entrainant la formation de nucléosome canonique réprimé ou
actif (Figure 13 panel de gauche et au centre). Les nucléosomes sont marqués par des PTMs qui
peuvent avoir plusieurs effets selon la nature de la modification et de I'acide aminé modifié.
L’acétylation est une PTM qui engendre toujours une conformation plus accessible de la chroma-
tine. En revanche, la méthylation de I’ADN a un effet opposé et est répressif. Les variants d’his-
tones jouent également un réle dans cette régulation complexe (Figure 13 panel de droite). De
plus, plusieurs variants d’histones peuvent se trouver dans le méme nucléosome. C’est notam-
ment le cas du dimeére variant H2A.Z/H3.3 connu pour son réle dans la déstabilisation du nucléo-
some et son réle dans I'activation transcriptionnelle (Jin et al. 2009).

Tous ces signaux du « code nucléosome » peuvent étre lus et modifiés par les complexes de
remodelage de la chromatine ATP-dépendants qui sont décrits dans la derniere partie de cette
introduction.
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Les remodeleurs s’ajoutent a la combinatoire complexe de la régulation de la chromatine.
Présents chez tous les eucaryotes, ce sont en général de grands complexes multi-protéiques qui
peuvent porter plusieurs fonctions de reader, de writer et d’eraser, a travers leurs différentes
sous-unités.

Ces complexes de remodelage de la chromatine font partie de la superfamille SF2 et de la famille
Snf2 des hélicases de I’ADN et de I’ARN dépendants de I’ATP (Bartholomew 2014). Cette famille
Snf2 est encore divisée en quatre sous-familles :

- SWI/SNF (switch/sucrose non-fermentable),
- ISWI (imitation switch),

- CHD (chromodomain helicase DNA-binding),
- INO8O (INOsitol requiring 80).

Ces sous-familles ont été classifiées sur la base des différences et des similarités de leurs sous-
unités catalytiques. Ces sous-unités catalytiques sont composées d’'un domaine ATPase, mais
également de domaines auxiliaires spécifiques (Clapier et Cairns 2009) (Clapier et al. 2017),
comme le montre la Figure 14 A.

La famille SWI/SNF est ainsi caractérisée par la présence, dans sa sous-unité catalytique, d’un
bromodomaine reconnaissant I'acétylation des lysines. Elle contient également un domaine HSA
(helicase-SANT-associated) pouvant interagir avec des protéines associées a l'actine (ou ARP pour
actin related proteins).

La famille ISWI contient des domaines régulateurs AutoN et NegC, ainsi qu’un domaine HANT
SANT SLIDE, qui permet de reconnaitre le nucléosome et I’ADN linker.

La famille CHD est, caractérisée par la présence d’un tandem de chromodomaines, reconnaissant
la méthylation des lysines.

Pour finir, la famille INO80 est principalement caractérisée par une longue insertion dans la téte
ATPase de sa sous-unité catalytique (Narlikar, Sundaramoorthy, et Owen-Hughes 2013).

Comme leur nom complet I'indique, ces facteurs de remodelage de la chromatine sont ATP-
dépendants, cela signifie qu’ils utilisent I’hydrolyse de I’ATP comme source d’énergie pour
restructurer les nucléosomes et ainsi la chromatine.

83



Ces remodeleurs possedent donc tous une sous-unité catalytique ATPase, aussi nommée
domaine ATPase, téte ATPase ou ATP translocase (tr). Cette téte ATPase est elle-méme composée
de deux lobes RecA-like, appelés également lobe 1 et lobe 2.

Le domaine catalytique de la téte ATPase se situe a linterface entre les deux lobes et est
caractérisé par plusieurs motifs signatures allant de | a VI (Figure 14 - B). Les motifs contenant le
plus haut niveau de conservation dans la famille SF2 sont ceux qui coordonnent la liaison et
I'hydrolyse de I'ATP. Il s’agit des motifs | (P-loop) et Il du lobe 1 et du motif VI (aussi appelé
arginine finger) du lobe 2 (en rouge sur la Figure 14 -C). Les motifs la—c, IV, IVa, V, Vb, qui sont
également répartis entre les deux lobes de la téte ATPase, sont impliqués dans la fixation a ’ADN
(en bleu sur la Figure 14 - B). Outre la liaison a I'ADN, ces motifs sont susceptibles de participer a
la communication entre I'ADN et les sites de liaison de I’ATP. Les motifs principalement impliqués
dans cette coordination sont les motifs Il et Va (en jaune sur la Figure 14- B) (Fairman-Williams,
Guenther, et Jankowsky 2010).

La téte ATPase fixe et hydrolyse I’ATP, afin d’induire les changements de conformation au niveau
des nucléosomes, régulant notamment I'expression génétique.

La plupart des remodeleurs sont spécialisés pour mener de préférence I'une des trois fonctions
suivantes, qui sont également décrites dans la Figure 14 - C:

- assemblage et organisation des nucléosomes (ajout et déplacement de nucléosomes),
- acces a la chromatine (déplacement ou éjection de nucléosomes),

- édition des nucléosomes (dépot ou éviction de variants d'histones) (Clapier et al. 2017).

Ainsi, I'occupation génomique et la composition des nucléosomes sont déterminées par des
remodeleurs spécialisés (Bartholomew 2014) (Becker et Workman 2013) (Clapier et Cairns 2009)
(Narlikar, Sundaramoorthy, et Owen-Hughes 2013). Ces remodeleurs sont des régulateurs
essentiels de presque tous les processus nucléaires et leur dérégulation conduit a diverses
maladies, dont le cancer (Clapier et al. 2017).
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Figure 14 : Organisation des sous-unités catalytiques des différentes familles et mécanismes
d’action des différents remodeleurs.

A. Représentation de la sous-unité catalytique de chaque sous-famille de remodeleur. Tr =

domaine catalytique conservé.

B. Représentation schématique des motifs conservés dans la téte ATPase et de leur implication
structurale sur la fixation et la coordination de I’ATP et de I’ADN

C. Schématisation des différents mécanismes d’action des remodeleurs. Les différentes familles
de remodeleurs impliquées dans chaque processus sont indiquées. Cependant il s’agit d’un
modele simplifié, car tous les remodeleurs possédent une activité de translocase permettant le
repositionnement des nucléosomes et ainsi I'accessibilité de la chromatine.

Adapté de (Clapier et al. 2017) et de (Fairman-Williams, Guenther, et Jankowsky 2010)
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1. SWI/SNF

a. Caractéristiques et composition

Le complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF est trés bien conservé et joue un réle
essentiel dans divers processus cellulaires, notamment la transcription et la réparation des
dommages causés a I'ADN et ainsi le maintien du génome (C. Y. Zhou et al. 2016). Ce complexe
hydrolyse I'ATP pour remodeler la structure de la chromatine, en glissant et en expulsant les
octameres d’histones (Narlikar, Sundaramoorthy, et Owen-Hughes 2013) (Y. Han et al. 2020). Il
est ainsi le principal remodeleur a I'origine de la régulation de I'accés de la chromatine.

La famille SWI/SNF est composée de deux complexes : SWI/SNF et RSC chez les levures et leurs
orthologues BAF et PBAF humains (Clapier et Cairns 2009). Ces deux complexes sont de gros
complexes multiprotéiques avec un minimum de 8 protéines, comme le montre le Tableau 5. La
composition de ces complexes, tout en gardant la méme base, peut également varier en fonction

du type cellulaire.

Tableau 5 : Composition des complexes de SWI/SNF de levure et humain
Adapté de (Clapier et Cairns 2009)

Organisme Levure Humain
Nom du SWI/SNF RSC BAF PBAF
Complexe
Sous-unite | o /snf Sthi hBRM ou BRG1 BRG1
ATPase
Swil/Ard6 BAF250/h0OSA1
BAF180
) BAF200
Famille
SWI/ | sous unités Swi3 Rsc8/Swh3 BAF155, BAF170
SNF non
catalytiques § 5\yp73/Snf12 Rsc6 BAF60 a,b ou ¢
Snfs Sfh1 hSNF5/BAF47/INI1
BAF57
BAF53aoub
Arp7, Arp9 .
B-actin
Swp82, Rscl ou 2, Rsc3-5, | BAF45 a, b, ou c, BCL7 a,b, ou
Unique Taf14, Snf6, | 7,9,10, 30, Htl1, | c, SS18 ou CREST, BRD7 ou 9,
Snfll Ldb7, Rtt102 PBRM1,BCL11aoub
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b. D’un point de vue structural

De nombreuses études structurales ont été réalisées sur la famille SWI/SNF. Les premiéres
structures ont décrit la sous-unité catalytique seule ainsi qu’en complexe avec le nucléosome.
Les structures les plus récentes (2020) révéelent par contre I'architecture du complexe SWI/SNF
composée de nombreuses de ses sous-unités sous forme apo ou lié a un nucléosome (Xia et al.
2016) (X. Liu et al. 2017) (Zhang et al. 2018) (Patel et al. 2019) (Wagner et al. 2020) (S. He et al.
2020) (Y. Han et al. 2020).

Le paragraphe suivant décrit deux structures clés, qui ont permis une meilleure compréhension
de ce complexe au cours de ces derniére années.

Structure de la sous-unité catalytique de levure Snf2 complexée a un nucléosome :

La premiére structure correspond a la sous-unité catalytique de SWI/SNF de levure, Snf2, liée au
nucléosome (Figure 15) (X. Liu et al. 2017). Il est important de noter que dans cette structure, les
domaines HSA et bromodomaine de Snf2 ne sont pas définis.

Dyad

Figure 15 : Modéle cryo-EM de la sous-unité catalytique Snf2 de levure en complexe avec un
nucléosome
Source : (X. Liu et al. 2017)

Snf2 est capable de lier le nucléosome au niveau du SHL +2, via sa téte ATPase. Les deux lobes du
domaine ATPase de Snf2 forment alors une fente dans laquelle est placé I'ADN nucléosomal au
niveau du SHL +2. La conformation des lobes de la téte ATP observée dans cette structure est
différente de celle observée dans la forme apo (non décrite) avec une rotation de 80°. Cette
rotation permet aux lobes de la téte ATPase d’adopter une conformation fermée active.
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Snf2 interagit également au niveau d’une surface acide présente dans le lobe 2 de la téte ATPase
avec la queue N-terminale de I'histone H4. H4 est essentiel a I’activité de remodelage, ou il sert
potentiellement d’ancrage, afin de permettre a ’ADN d’étre déformé lors de I’hydrolyse de I’ATP
et permettre sa translocation.

Ainsi, Snf2 déforme localement I'ADN nucléosomal au niveau du site de liaison SHL2, amorcant
la réaction de remodelage (Sundaram et Vasudevan 2020) (X. Liu et al. 2017).

Structure du complexe SWI/SNF lié a un nucléosome :

Plus récemment, de nombreuses structures de complexe SWI/SNF lié au nucléosome ont été
résolues. La structure la plus récente est celle de SWI/SNF de Saccharomyces cerevisiae lié au
nucléosome et est visible dans la Figure 16 (Y. Han et al. 2020).

Dans cette structure, le nucléosome est pris en sandwich entre la téte ATPase et le module de
base est composé des sous-unités Snfl12, Snf5, Swi3, Swil de SWI/SNF. La téte ATPase de SWI/SNF
est reliée au module de base par les protéines ARP et le domaine HSA du corps catalytique Snf2,
formant une longue insertion permettant de relier tous les modules (en orange sur la Figure 16).
Une interaction est également observée entre Snf5 et le patch acide du nucléosome. Snf5

pourrait ainsi servir d’ancre moléculaire lors de la translocation (Y. Han et al. 2020).

Figure 16 : Modele cryo-EM du complexe SWI/SNF de levure en complexe avec le nucléosome
en présence d’ADP-BeFx

Source : Han 2020

Cette structure a permis de proposer le modeéle de translocation suivant : Snf2 lie le nucléosome
grace a sa téte ATPase au niveau du SHL +2 et grace a son domaine HSA au niveau du SHL+6. Le
bras du complexe SWI/SNF, avec notamment Snf5, interagit avec la surface des nucléosomes au
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niveau du patch acide, servant probablement d'ancre pendant le remodelage pour empécher
I'octamére de bouger. Lors de I'hydrolyse de I'ATP, un renflement de I'ADN nucléosomal est
introduit au niveau de SHL +2. Ce renflement d’ADN se déplace ensuite vers la sortie du
nucléosome lorsque I'ADP est libéré et que la molécule d'ATP suivante est liée, ce qui entraine la
translocation de I'ADN nucléosomal (Y. Han et al. 2020).

Cette structure pose donc les bases moléculaires du mécanisme de translocation par SWI/SNF,
qui permet de déplacer les nucléosomes, favorisant ainsi l'accés de la chromatine.
Cependant, le complexe SWI/SNF est également capable d’éjecter les octomeres d’histones.
Une autre structure récente du complexe humain BAF lié au nucléosome (S. He et al. 2020), qui
ne sera pas décrite ici, propose un modele de I'éjection des nucléosomes, afin de générer une
région sans nucléosome (nucleosome-depleted region, NDR), qui permet également la régulation
de la transcription.

2. I1SWI

a. Caractéristiques et composition

La famille de remodeleurs ISWI est I'une des familles les mieux comprises, en ce qui concerne
leurs mécanismes d'action (C. Y. Zhou et al. 2016). Les complexes ISWI jouent des réles essentiels
dans presque tous les processus nucléaires, incluant ['activation et la répression
transcriptionnelle, la réparation de I'ADN et la réplication de I'ADN (Corona et Tamkun 2004).

Les complexes ISWI ont deux types d'activités catalytiques, qui peuvent aider a expliquer leurs
roles biologiques. lls sont ainsi impliqués dans I'assemblage des nucléosomes, et notamment
dans la maturation des pré-nucléosomes et dans |'espacement des nucléosomes en réseaux
réguliers (Torigoe et al. 2011) (C. Y. Zhou et al. 2016).

Chez 'homme, la famille ISWI peut former trois complexes différents : NURF, CHRAC et ACF. Le
Tableau 6 présente leurs compositions, ainsi que celles de leurs complexes orthologues de levure.

Il existe deux types de sous-unités catalytiques chez ’lhomme et chez les mammiferes en général :
SNF2L et SNF2H. Chez la levure, les homologues de ces domaines correspondent respectivement
a ISW1 and ISW2.
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Tableau 6 : Les complexes de remodelage de la famille ISWI
* SNF2H s’associe également a Tip5, RSF1 et WSTF pour former respectivement les complexes
NoRC, RSF et WICH

Adapté de (Clapier et Cairns 2009).

Famille
ISWI

Organisme Levure Homme
Nom du
ISW1a | ISW1b ISW2 NURF CHRAC ACF
complexe
Sous-unité
Iswl Isw2 SNF2L SNF2H *
ATPase
ltcl BPTF hACF1/WCRF180
Sous-unités hCHRAC17
non hCHRAC15
catalytiques RbAp46
ou 48
. loc2,
Unique loc3
locd

Structures d’ISWI apo et liée a la queue H4 : découverte du mécanisme d’auto-inhibition

b. D’un point de vue structural

Les premiéres structures clés menant vers la compréhension mécanistique du remodeleur ISWI

ont été la structure apo de la sous-unité catalytique d’ISWI de la levure Myceliophthora
thermophila, ainsi que celle de cette méme sous-unité liée a la queue de I’histone H4 (Figure 17)
(Yan et al. 2016). Comme nous I'avons vu précédemment, la sous-unité catalytique d’ISWI est

composée de plusieurs domaines : AutoN, la téte ATPase (lobe 1 et 2), NegC et un HSS. Dans ces
structures du corps catalytique d’ISWI, le HSS n’est pas présent.
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a Catalytic core (Core)

a1 188 402 408 ' 651 723760 1,048

Figure 17 : Structure du corps catalytique d’ISWI en condition apo

A. Composition de la sous-unité catalytique d’ISWI.

B. et C. Structure de la sous-unité catalytique d’ISWI en condition apo avec des orientations
opposées.

Source : (Yan et al. 2016)

Nous voyons ainsi qu’en condition apo, le domaine AutoN vient recouvrir les lobes 1 et 2 de la
téte ATPase. Cette structure montre que le domaine AutoN posséde une structure H4-like,
pouvant se lier au lobe 2 de la téte ATPase et ainsi tenir la sous-unité catalytique en position
inactive. Le domaine C-terminal NegC est également impliqué dans la liaison au lobe 2 de la téte
ATPase et fonctionne comme un élément allostérique pour qu’ISWI puisse répondre a la
présence d’ADN extranucléosomal (Yan et al. 2016).

Ainsi en condition apo, la sous-unité catalytique d’ISWI est auto-inhibée par ces domaines
régulateurs AutoN et NegC. Ce mécanisme est antagonisé par la queue de I'histone H4 et I'ADN
extranucléosomal. Le mécanisme d’auto-inhibition d’ISWI est levé par la liaison au nucléosome,
permettant d’assurer un paysage chromatinien approprié dans chaque cellule.

Structures en complexe avec un nucléosome

La structure cryo-EM de la sous-unité catalytique d'ISWI de Saccharomyces cerevisiae (ISW1) liée
au nucléosome en présence d'ADP et d'APD-BeFx (Figure 18), a permis de révéler de maniere
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détaillée le mécanisme de translocation de I'ADN, qui est conduit par I'hydrolyse de I'ATP (Yan et
al. 2019). Comme décrit précédemment, ISW1 est auto-inhibé et est activé par la liaison au
nucléosome. Cette liaison au nucléosome permet le réarrangement de ses domaines, comme
visible sur la Figure 18. ISW1 se lie au nucléosome au niveau du SHL +2 ou SHL-2, ainsi qu’a la
gueue des histones H3 et H4. L'hydrolyse de I'ATP, entraine I'ouverture du nucléosome, ou un
renflement d'une paire de bases se produit a SHL +2. L’ADN est alors transloqué de I'entrée vers
le site de sortie du nucléosome. Le patch acide du nucléosome semble également jouer un role
important pour orchestrer I'activité de remodelage in vivo (Yan et al. 2019).

Figure 18 : Modéle structural de ISW1 lié au nucléosome
A. En présence d’ADP-BeFx

B. En présence d’ADP

Adapté de (Yan et al. 2019)

Ce mécanisme a également été confirmé par une seconde structure du domaine catalytique
humain SNF2H d’ISWI lié au nucléosome, qui a récemment été publiée et qui ne sera pas décrite
dans ce manuscrit (Armache et al. 2019).

Les sous-unités catalytiques d’ISW1 (ISW1) et Snf2 (SWI/SNF) semblent donc avoir des
mécanismes de translocations similaires (Sundaram et Vasudevan 2020).

3. CHD

Chez I'Homme, la famille CHD (chromodomain helicase DNA-binding) est composée de 10
membres, comportant CHD1 a CHD9, ainsi que CHD1L (Chromodomain Helicase DNA Binding
Protein 1-Like) (Hari Raj Singh 2018).
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Toutes les protéines de la famille CHD, a I'exception de CHD1L, ont des chromodomaines qui lient
les queues d'histones méthylées (R. J. Sims et al. 2005) et interagissent avec ’ADN nucléosomal
permettant de réguler son activité (Nodelman et al. 2017) (Farnung et al. 2017) (Farnung,
Ochmann, et Cramer 2020) (Sundaramoorthy et al. 2018).

En revanche, CHD1L contient un macrodomaine unique capable de lier le poly-ADPribose. Ce
remodeleur CHD1L est traité dans le chapitre 4.

Certains remodeleurs de la famille CHD déplacent ou éjectent les nucléosomes pour favoriser la
transcription. Cependant, d'autres ont principalement un réle répressif, notamment le complexe
spécifique aux vertébrés Mi-2/NuRD (nucleosome remodeling and deacetylase), qui contient des
histones désacétylases (HDAC1/2), ainsi qu’une protéine MBD3, permettant de lier les méthyles
des flots CpG, illustré dans le Tableau 7 (Clapier et Cairns 2009). Ce tableau présente les
remodeleurs de la famille CHD les plus caractérisés et n’est donc pas exhaustif.

Tableau 7 : Les membres de CHD1 et NuRD
Adapté de (Clapier et Cairns 2009).

Organisme Levure Mouche Humain
Nom du CHD1 CHD1 | Mi-2NuRD | CHD1 NuRD
Complex
Mi-
Sous-unité 20/CHD3
1 D1 i-2 HD1
rPace Chd dCH dMmi c Vi
Famille 2B/CHDA4
CHD dMBD2/3 MBD3
dMTA MTA1,2,3
Sous dRPD3 HDACL,2
unités non
catalytique 055 RbAp46 ou
48
p66/68 P660,3
Unique DOC-1

Les membres de la famille CHD 1 a 9 peuvent étre classifiés en trois sous-familles
supplémentaires, selon la présence ou I'absence de domaines auxiliaires (Marfella et Imbalzano
2007) :

- Sous-famillel: CHD 1 et 2
- Sous-famillell : CHD 3 et 4
- Sous-famille lll : CHD5a 9
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a. Sous-famille | des CHD
e (Caractéristiques et composition

La premiere sous-famille est composée de Chd1 chez les eucaryotes inférieurs et de CHD1 et
CHD2 chez les eucaryotes supérieurs (Marfella et Imbalzano 2007). Ces protéines contiennent
toutes deux un domaine de liaison a I'ADN situé dans leur région C-terminale (Woodage et al.
1997). Pour l'instant, CHD1 est le seul qui semble avoir un domaine de liaison a I’ADN fonctionnel.
Il est donc possible que, malgré leur forte homologie, CHD1 et CHD2 aient des fonctions
différentes (Marfella et Imbalzano 2007).

CHD1 est composé d’un double chromodomaine, d’'un domaine ATPase bilobé et, dans sa partie
C-terminale, d’'un motif de liaison a I’ADN, SANT-SLIDE, et d’un domaine CHCT (CHD1 hélical C-
terminal) qui comprend 5 hélices alpha. Le CHCT posséde une surface conservée, chargée positi-
vement et capable de se lier a I'ADN extranucléosomal (Mohanty et al. 2016).

CHD1 a de nombreux réles. Il intervient dans le positionnement des nucléosomes (Stockdale et
al. 2006) et dans la régulation de la transcription (Marfella et Imbalzano 2007). CHD1 humain a
également été identifié comme étant un géne suppresseur de tumeur pour le cancer de la pros-
tate (Burkhardt et al. 2013) (Huang et al. 2012). |l est également important dans I'intégrité géno-
mique. En effet, CHD1 de levure a été montré comme étant un régulateur de la cohésine (Boginya
etal. 2019). De méme, CHD1 semble étre critique dans le maintien de la pluripotence des cellules
souches (Gaspar-Maia et al. 2011). Pour finir, CHD1 a également été montré comme jouant un
role potentiel dans la déposition du variant d’histone H3.3 dans la chromatine, CHD1 interagis-
sant avec HIRA in vivo (Konev et al. 2007).

e D’un point de vue structural

Structure de CHD1 sous forme apo :

Une premiére structure de CHD1 de levure a permis de découvrir une partie de I'architecture de
cette premiere famille (Figure 19) (Hauk et al. 2010). Cette structure correspond a une partie du
domaine catalytique de CHD1, composée des chromodomaines et du domaine ATPase.

Ainsi en condition apo, le remodeleur CHD1 adopte une conformation inactive, ou les tétes AT-
Pases sont recouvertes par le tandem de chromodomaines. CHD1 semble donc étre en confor-
mation inactive en absence de son substrat nucléosomal. Les chromodomaines permettraient
ainsi a CHD1 de distinguer le substrat nucléosomal de 'ADN simple, en ouvrant physiquement
I'accés au domaine ATPase (Hauk et al. 2010).
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Figure 19 : Structure des chromodomaines et de la téte ATPase de CHD1 de levure
A. Organisation de CHD1

B. Modele structural de CHD1

Source : (Hauk et al. 2010)

Structures de CHD1 lié au nucléosome :

Deux structures du remodeleur CHD1 de levure en complexe avec un nucléosome ont ensuite
permis de découvrir I'architecture quasi-compléte de cette premiere sous-famille. Il s’agit de la
structure du complexe CHD1 de levure lié au nucléosome avec de I’ADP-BeFx (Farnung et al.
2017), présentée sur la Figure 20, et de la structure de CHD1 de levure lié au nucléosome modifié
H2BK120ub1 avec de I’ADP-BeFx (non présentée) (Sundaramoorthy et al. 2018).

Une caractéristique unique de ces structures est que la liaison de CHD1 induit le « décollement »
de I'ADN terminal de la surface de I'octamére au niveau des position SHL -6 et -7 (Farnung et al.
2017) (Sundaramoorthy et al. 2018). Cela est possible grace au domaine SANT-SLIDE de CHD1,
qui se lie a I'ADN de liaison au niveau du SHL -6 et -7. Le domaine ATPase, quant a lui, se lie au
niveau du SHL +2 du nucléosome. De plus, la queue de I'histone H4 est amarrée dans une poche
acide présente au niveau du lobe 2 de CHD1 (Figure 20). Cette caractéristique de liaison a H4 est
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également retrouvée pour Snf2 et ISW1, ce qui suggére un point de régulation commun entre les
différentes familles (Sundaram et Vasudevan 2020). En comparaison avec la structure apo des

chromodomaines de CHD1, ces derniers basculent vers le SHL +1, entrainant la fermeture de la
téte ATPase. (Fannung 2017). En présence du nucléosome et d’ADP-BeFx, la téte ATPase de CHD1

adopte donc un état fermé actif.

A ® Double

chromodomain  ATPase motor

DNA-binding region
I 1

r 1T 1
592 606 871 1006

174 342 377

Chromo- Lobe 1
domain 2

Chromo-
domain 1

Dyad chromodomain
axis

1266 1373 1463
1468

SANT SLIDE CHCT

DNA-
binding

C.

DNA-
binding
region

¥ L. Double
> chromodomain

Second DNA
gyre

Figure 20 : Modéle structural de CHD1 de levure lié au nucléosome

A. Organisation des différents domaines de CHD1

B et C. Modeéle de la structure, vue du dessus et de la dyade, respectivement.

Source : (Farnung et al. 2017).

L’activité ATPase de CHD1 permet alors la translocation bi-directionnelle de I’ADN vers la dyade,

desserrant la premiere gyre de I’ADN.

Nous notons également que des structures cryo-EM récentes de CHD1 de levure ont montré

certains états avec deux molécules CHD1 liées a un nucléosome (Sundaramoorthy et al. 2018).

Cependant, la signification de cette architecture dimérique n'est pas connue et pourrait étre liée

au mécanisme de positionnement des nucléosomes par CHD1, afin d’obtenir un espacement

régulier.

Concernant CHD2, ce dernier est moins bien caractérisé que CHD1. Des mutations de CHD2 ont

été associées a des troubles du neurodéveloppement, tels que les troubles du spectre autistique,
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la déficience intellectuelle et I'épilepsie (Nieto-Estevez et Hsieh 2018) (J. Chen et al. 2020). Au vu
de ces troubles, il n"est donc pas étonnant que CHD2 ait été trouvé comme régulateur dans le
développement du cerveau, permettant notamment les fonctions synaptiques, le
développement cortical, le développement des circuits neuronaux et la mémoire (T. Shen et al.
2015) (Nieto-Estevez et Hsieh 2018) (Y. J. Kim et al. 2018).

b. Sous-famille Il des CHD
e (Caractéristiques et composition

La deuxieme sous-famille ne posséde pas de domaine de liaison a I'ADN. Elle comprend les
protéines CHD3 et CHD4 (parfois appelées respectivement Mi-2a et Mi-2B), qui sont impliquées
dans la formation du complexe NuRD. Ces protéines contiennent dans leur domaine N-terminal
des domaines PHD (Woodage et al. 1997).

Les domaines PHD sont retrouvés dans de nombreuses protéines nucléaires permettant la
régulation de la transcription. Ces domaines PHD semblent également étre impliqués dans
I'activité de remodelage de la chromatine (Ragvin et al. 2004). La récente structure d’un
nucléosome lié a CHD4 montre que le domaine PHD se lie au niveau de SHL +0.5, prés du site
d’entrée et de sortie de I’ADN (Figure 21) (Farnung, Ochmann, et Cramer 2020). De plus, une
mutation de ce domaine PHD entraine un réduction de I'activité ATPasique du remodeleur CHD4
(Kovac et al. 2018). Ces domaines PHD semblent également étre impliqués dans la
reconnaissance des histones méthylées, avec notamment le PHD de CHD3, qui est lié a la
reconnaissance de I'épi-marque H3K36me3, souvent associée au gene transcrit (Shi et al. 2006)
(Lawrence, Daujat, et Schneider 2016).

En raison de la présence d’HDACs, le complexe NuRD a souvent été associé a la répression
transcriptionnelle. De plus, il contient la protéine MBD qui peut lier les flots CpG méthylés.

Le complexe NuRD a ainsi été caractérisé dans la répression transcriptionnelle de génes, qui sont
impligués dans la différenciation des cellules souches (Gaspar-Maia et al. 2011).

Cependant, ce complexe a aussi été trouvé associé aux régions promotrices et activatrices des
cellules ES. Cela souleve la question de la complexité de 'activité de régulation par NuRD (Whyte
et al. 2012) (Hu et Wade 2012). Cette régulation pourrait notamment dépendre des différentes
sous-unités du complexe NuRD impliquées, dont CHD4 ou CHD3.
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e D’un point de vue structural

Récemment, une structure de (Farnung, Ochmann, et Cramer 2020) présentant CHD4 lié au
nucléosome en présence d’AMP-PNP a permis d’élucider la structure de cette deuxieme famille
(Figure 21).

Cette structure montre que le moteur ATPase de CHD4 se lie et déforme I'ADN nucléosomal au
niveau du SHL +2. Cela permet ainsi la torsion de 'ADN et un renflement a ce niveau. Ce
mécanisme de translocation semble identique aux deux familles (SWI/SNF et ISWI) décrites
précédemment. Ainsi, CHD4 n'induit pas la perte d’interaction entre I'ADN terminal (SHL -6/-7)
et I'octameére, contrairement a son homologue CHD1 (Farnung, Ochmann, et Cramer 2020).

Residues modelled in structure

1912

Double
chromodomain

PHD finger 2

Figure 21 : Modéle de CHD4 humain lié au nucléosome
A. Architecture de CHD4

B. Modéle structural de CHD4

Source : (Farnung, Ochmann, et Cramer 2020).

Toutefois, de maniere identique a ce qui a été observé pour CHD1, deux copies de CHD4 ont
également été observées sur un seul nucléosome.

Il est important de noter qu’il n’existe pas encore de données structurales pour CHD3.
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c. Sous-famille 11l de CHD

La troisieme famille est composée des protéines Chd5 a Chd9. Ces protéines ont été identifiées
sur la base de leur conservation avec les autres membres de la famille CDH. Cette sous-famille
est définie par des motifs fonctionnels supplémentaires dans la région C-terminale, incluant des
domaines BRK, SANT-/ike, CR et un domaine de liaison a I'ADN (Marfella et Imbalzano 2007).

Cette famille reste a ce jour la moins caractérisée. Les protéines de cette famille ne semblent pas
avoir de réle commun, mais présentent de multiples réles. Pour la plupart d’entre elles, leur
complexe associé n’est pas défini correctement.

CHD?5 a été montré comme jouant un réle de géne suppresseur de tumeurs, notamment dans les
cancers du sein et du colon (Bagchi et al. 2007).

CHD®6, quant a lui, est localisé au niveau des sites de transcription, et est également induit lors
de lIésions causés a I'ADN (J. K. Sims et Wade 2011) (Moore et al. 2019).

Des mutations dans CHD7 ont montré que ce dernier est impliqué dans le syndrome CHARGE qui
est un syndrome d'anomalies congénitales multiples caractérisé par des malformations cranio-
faciales, du systéme nerveux périphérique, des oreilles, des yeux et du coeur. De plus, CHD7
humain semble étre associé au complexe PBAF et a PARP1, qui sont impliqués dans la formation
de la créte neurale.

CHD8 a également de nombreux roles. Il a ainsi été trouvé associé a la neurogénese corticale
(Durak et al. 2016). Il semble également étre impliqué dans la régulation transcriptionnelle. En
effet, CHD8 régule négativement |'expression des genes associés a la B caténine (Thompson et
al. 2008). De plus, CHD8 a été trouvé associé aux protéines WDR5, RbBp5 er Ash2L, qui
composent le complexe MLL. Ce dernier catalyse la triméthylation de H3K4, une marque associée
a 'activation de la transcription (J. K. Sims et Wade 2011) (Steward et al. 2006). Pour finir, CHD8
a récemment été associé aux troubles du spectre autistique (Bernier et al. 2014) (Sugathan et al.
2014) (Platt et al. 2017).

CHDY9, quant a lui, semble étre impliqué dans la régulation de I'expression génétique des
ostéoblastes (J. K. Sims et Wade 2011). Initialement, seul CHD9 semblait avoir une activité de
liaison a 'ADN (Marfella et Imbalzano 2007). Cependant, il a récemment été montré que les
enzymes CHD6, CHD7 et CHD8 présentent des activités de liaison et de remodelage des
nucléosomes (Manning et Yusufzai 2017).
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4. INO80

La sous-famille INO80 est connue sous le nom « d’éditeur du nucléosome ». Il s’agit de la sous-
famille la plus récemment identifiée, au début des années 2000 (X. Shen et al. 2000).

Les membres de la famille INO80 ont des fonctions diverses. Ils sont notamment impliqués dans
la régulation de l'activation transcriptionnelle, dans la réplication, mais également dans la
réparation des dommages a I'ADN (Poli, Gasser, et Papamichos-Chronakis 2017). Une activité
hélicase 3’25’ a également été identifiée pour INO8O0 (X. Shen et al. 2000).

Alors que l'activité des autres familles de remodelage semble étre principalement limitée au
déplacement et a I'assemblage des nucléosomes, les membres de la famille INO80 remplissent
des fonctions supplémentaires affectant de maniere différente la structure de la chromatine. lls
sont ainsi impliqués dans I'’échange d’histones. Cette fonction a tout d’abord été caractérisée
pour le complexe de levure SWR1, qui est capable de recruter le variant d’histone Htz1
(équivalent de H2A.Z), afin de remplacer son homologue canonique dans la formation du
nucléosome (Krogan et al. 2003) (Mizuguchi et al. 2004).

Chez 'Homme et chez les mammiféres, la famille INO80 est composée de trois complexes, INO80
(inositol requiring 80), SRCAP (SNF2-related CBP activator protein) et p400/Tip60 (TAT-
interacting protein, 60-KD), comme le montre |le Tableau 8.

Chezlalevure, il s’agit des complexes INO80 et SWR1 et chez la drosophile des complexes dINO80
et Domino.

Les complexes de la famille INO80 partagent des caractéristiques architecturales communes.

La premiere caractéristique est 'omniprésence d’un anneau hexamérique de protéines de type
RuvB (RUVBL1/2 humain et Rvb1/2 de levure) (Willhoft et Wigley 2020). Ces protéines sont des
helicase-related (AAA-ATPase). Cependant |'activité ATPase de ces protéines AAA+ n'est pas
nécessaire pour le remodelage de la chromatine par INO80 ou par SWR1 (Ayala et al. 2018)
(Willhoft et al. 2018) . Ces sous-complexes hexamériques agissent comme un pivot pour la sous-
unité catalytique, permettant d’envelopper une partie du Lobe 2 de cette méme sous-unité. Cet
anneau hexamérique se lie majoritairement a la grande insertion caractéristique de la famille
entre les deux lobes de la téte ATPase (Bao et Shen 2007). Par conséquent, la description la plus
simple du role de I'anneau hexamérique est celle d'un échafaudage architectural sur lequel
s’assemblent d'autres sous-unités (Willhoft et Wigley 2020).
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Tableau 8 : Composition de la famille INO80

Adapté de (Clapier et Cairns 2009)

Organisme Levure Mouche Humain
Nom du Pho- . .
complexe INO8O SWR1 dINOS0 Tip60 INOS8O SRCAP TRRAP/Tip60
Sous-unité } || o, Swrl dino80 | Domino | hinoso | SRcAP P400
ATPase
Rvb1,2 Reptin, Pontin RUVBL1,2/Tip49a,b
Arp5,8 Arp6 BAF53a/Arp4d
P A p4 dArp5,8 BAP55 /Arp
P dActinl | Actin87E i
Actinl Arp5,8 Arp6 Actin
Tafl4 Yaf9 dGAS41 GAS41
les2,6 hles2,6 ‘
Swc4/Eaf2 dDMAP1 DMAP1
Swc2/Vps72 dyYL1 YL1
. Bdfl dBrd8 Brd8/TRC/p120
nogo | 05 untes H2AZ,H2B H2Av,H2B H2AZ,H28
catalytiques Swcb/Vps71 Zn-HIT1
dTral TRRAP
dTip60 Tip60
MRG15
dMRG15 MRGX
dEaf6 FLJ11730
dMRGBP MRGBP
EPC1,
E(Pc) EPC-like
dING3 ING3
Amida,
les1 NFRKB,
Unique les3-5, Swc3,5,7 Pho MCRS1, ANP32E
Nho10 UCH37,
P FLI90652,
FLJ20309
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Tous les membres de la famille INO80 contiennent également des protéines apparentées a l'ac-
tine ou ARPs. Ces protéines ARPs ont été montrées comme étant essentielles au remodelage par
les remodeleurs (Cairns et al. 1998). Elles sont également impliquées dans la reconnaissance des
histones, avec des préférences distinctes pour certains types d'histones (Willhoft et Wigley 2020).

Par exemple, Arp4 interagit avec I'histone H2A, mais également y-H2AX, en accordance avec le
réle d’INO80 dans la réparation de ’ADN. (X. Shen et al. 2003) (Harata et al. 1999). Arp8 reconnait
aussi de maniére préférentielle le tétramere H3/H4 (Gerhold et al. 2012). Pour finir, Arp5 inte-
ragit avec les dimeres d'histones H2A/H2B (Tosi et al. 2013) (Ayala et al. 2018).
Ainsi, les remodeleurs de la famille INO80 possedent également de nombreux domaines HSA
pouvant reconnaitre ces ARPs.

La premiéere structure du complexe INO80-nucléosome a été publiée il y a 2 ans. Il s’agit d’une
structure cryo-EM du complexe INO80 de Chaetomium thermophilum. (Eustermann et al. 2018).
Cette structure a permis de poser les bases de la reconnaissance du nucléosome par INO80, mé-
canisme semblant étre différent de ceux des autres remodeleurs. Cette structure permet égale-
ment de proposer un mécanisme unifié de translocation et d’échange des paires d’histones au
sein du nucléosome. Cette structure a été suivie de peu par deux autres structures: la premiére
étant celle du complexe de levure SWR1-nucléosome (Willhoft et al. 2018), puis celle du com-
plexe INO80 humain-nucléosome (Ayala et al. 2018).

a. SWR1vsINOSO
® Roles

Les roles de ces deux complexes sont différents, SWR1 aide a incorporer H2A.Z/H2B dans la
chromatine (Mizuguchi et al. 2004), alors que INO80 effectue la fonction opposée et remplace la
paire variante H2A.Z/H2B par la paire canonique H2A/H2B (Brahma et al. 2017). La localisation
de H2A.Z dans la chromatine est ainsi un processus trés dynamique, controlé non seulement par
son incorporation, mais aussi par son élimination.

L'échange de H2A/H2B pour H2A.Z/H2B par SWR1 est en partie facilité par la « livraison » du
dimeére H2A.Z/H2B par I'un des chaperons connus de H2A.Z/H2B. Il s’agit de chaperons non
spécifiques comme Nap1l et FACT, mais aussi d’un chaperon spécifique nommé Chz1 (Mizuguchi
et al. 2004) (Luk et al. 2007) (Luk et al. 2010) (Brahma et al. 2017). Des structures de ce chaperon
en complexe avec H2A.Z/H2B sont disponibles (Z. Zhou et al. 2008) (Y. Wang et al. 2019). Une
structure de NAP1 en complexe avec H2A.Z/H2B a récemment été publiée dans la PDB (6KOC).
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Le remplacement de H2A/H2B par SWR1 se fait alors dans un ordre séquentiel in vitro, formant
tout d’abord un nucléosome hétérotypique contenant un dimeére H2A.Z/H2B et un dimére
H2A/H2B, puis un nucléosome homotypique contenant deux dimeéres H2A.Z/H2B (Luk et al.
2010). Dans ce processus, le tétrameére H3/H4 est conservé, méme apres le remplacement
complet des deux diméres.

Les bases moléculaires de cet échange par la partie N-terminale du domaine ATPase de SWR1
sont également connues (Hong et al. 2014) et seront discutées plus en détail dans le chapitre 3
de ce manuscrit.

La régulation de I'activité transcriptionnelle par INO80 implique donc un échange entre les
histones H2A.Z et H2A, notamment en positionnant les nucléosomes H2A.Z au niveau des sites
+1 et -1 de l'initiation de la transcription en aval des promoteurs (Eustermann et al. 2018).

® Bases moléculaires

INO80 et son paralogue SWR1 ont des schémas d'assemblage similaires, mais ils se lient
différemment au nucléosome (Tosi et al. 2013) (Ayala et al. 2018) (Nguyen et al. 2013) (Willhoft
et al. 2018).

INO8O :

Les structures cryo-EM des complexes INO80-nucléosomes ont permis d’améliorer la
compréhension des bases moléculaires qui régissent I'activité d'INO80, et notamment la maniére
dontil transloque I'ADN et échange H2A.Z/H2B pour H2A/H2B (Eustermann et al. 2018) (Ayala et
al. 2018).

Comme le montre la Figure 22, le domaine ATPase de hINO8O se lie au gyre d'ADN au niveau du
SHL -6. L’hydrolyse de I’ATP permet alors de dérouler environ 15 pb d'ADN, comme un levier
moléculaire (molecular ratchet), introduisant une boucle d'ADN transitoire et exposant
H2A.Z/H2B qui peut alors étre échangée avec H2A/H2B. Ce déplacement est possible grace aux
protéines Arp5 et les6, qui lient le nucléosome au niveau des SHL -2 et -3 et qui vont servir de
contre-grip (ou d’ancre) au moteur ATPase (nommé grapin dans la Figure 22 - D).
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Figure 22 : Structure du remodeleur INO80 humain

A. Organisation moléculaire des constituants de INO80 humain présents dans la structure
B. Modeéle cryo-EM du complexe

C. Site de liaison des différentes sous-unités au niveau du nucléosome

D. Modele de translocation et d’échange du dimére d’histone H2A.Z/H2B

Adapté de (Ayala et al. 2018) (Sundaram et Vasudevan 2020) (Eustermann et al. 2018).
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Le brin d'ADN peut alors étre poussé et transféré. De cette facon, le "levier INO80" permet le
mouvement de I'ADN, démantelant partiellement ’ADN autour de I'octamere.

Ainsi, Arp5 n'est pas seulement important pour le recrutement au nucléosome en reconnaissant
H2A/H2B, mais il est également un acteur clé dans le processus de translocation et d’éjection du
dimere d’histone (Willhoft et al. 2018).

SWR1:

La structure du complexe de levure SWR1 en complexe avec le nucléosome a également été
étudiée (Willhoft et al. 2018). Ce complexe est représenté dans la Figure 23. Il est composé de
multiples sous-unités, mais ne correspond pas au complexe entier.
Le domaine catalytique de SWR1 se lie au nucléosome au niveau du SHL +2, et également via une
Arginine (Arg44 de Swrl) au niveau du patch acide du nucléosome.

Dans ce modele cryo-EM de SWR1 lié a de I’ADP-BeFx, I'ADN nucléosomal est déformé au niveau
du SHL +2, qui est alors déballé de 2,5 tours hélicoidaux. L’hydrolyse de I’ATP, permet de fermer
le domaine catalytique entrainant une translocation limitée de I'ADN nucléosomal par un
renflement d'une paire de base, similaire au mécanisme de Snf2 que nous avons vu
précédemment. Cela semble perturber l'interface de I'octameére (Sundaram et Vasudevan 2020).
Cependant une fois I’histone échangée, il n’y a pas de translocation de ’ADN par Swrl (Willhoft
et al. 2018). Malgré cette absence de translocation, la liaison des sous-unités ARP6 et SWC6 de
SWR1 au SHL +6/7 est similaire au mécanisme de grapin que nous avons vu précédemment.
Toutefois, dans ce cas, elle permet d’affaiblir les contacts du dimére H2A/H2B et du H4, favorisant
ainsi I'échange de dimere (Willhoft et al. 2018).

D'autres études structurales et biophysiques seront encore nécessaires pour fournir la base
mécaniste de cet échange d’histone par SWR1. De plus, malgré la contribution de |'actine et des
ARPs au remodelage de la chromatine, une caractéristigue commune dans toutes les structures
cryoEM a haute résolution de la famille INO80 est le module Arp-HSA, qui est manquant (Willhoft
et Wigley 2020).
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Figure 23 : Structure du remodeleur SWR1 de levure

A. Organisation moléculaire des constituants de SWR1 présents dans la structure
B Modele cryo-EM du complexe

C. Site de liaison des différentes sous-unités au niveau du nucléosome

Adapté de (Willhoft et al. 2018).

Ainsi, les remodeleurs INO80 et SWR1 ont tous deux une interaction bilatérale avec le
nucléosome (Eustermann et al. 2018) (Ayala et al. 2018) (Willhoft et al. 2018) (Willhoft et Wigley
2020). Cependant, la disposition entre le moteur ATPase et |'attache (grappin) est inversée entre
INO8O et SWR1. Alors que Ino80 et Arp5:les6 sont liés respectivement au SHL 6/7 et SHL 3, le
moteur Swrl se lie au SHL 2 et Arp6:Swcb au SHL 6 (Figure 22 et Figure 23, respectivement). Ainsi
la position de Swr1l au niveau de la gyre SHL 2 correspond a celle observée lors de la translocation
des nucléosomes, effectuée par les remodeleurs de la famille Chd1, ISWI ou encore SWI/SNF
(Farnung et al. 2017) (Yan et al. 2019) (X. Liu et al. 2017) (Y. Han et al. 2020), et cela méme si
I"activité biochimigue de Swrl n'est pas la translocation des nucléosomes, mais I'échange de
paires d’histones (Willhoft et al. 2018) (Willhoft et Wigley 2020).
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b. p400/Tip60
e Composition

Le complexe p400/Tip60 est un complexe présent chez tous les mammiféres, il posséde égale-
ment un homologue Domino chez la Drosophile. Cependant, ce complexe ne semble pas exister
chez la levure comme le montre le Tableau 8.

Plus précisément, la composition du complexe p400/Tip60 humain suggére qu’il provient d’une
fusion de deux complexes de levure : le remodeleur SWR1 et I'histone acétyl-transférase NuA4
(Auger et al. 2008) (Billon et Coté 2012). lllustré dans la Figure 24, ces deux complexes de levure
partagent un module composé de quatre sous-unités (Eaf2, Arp4, Actl et Yaf9), qui correspon-
dent aux sous-unités humaines (DMAP1, BAF53a, Actin et GAS41). Le remodeleur p400/Tip60 est
donc un complexe multifonctionnel comportant au moins 16 sous-unités et qui possédent deux
activités enzymatiques, dont l'une est une activité ATPasique (p400) et I'autre une activité HAT
(Tip60).

NuA4 (HAT) de levure

SWR1 de levure

Arp6
Brdl Vps71 -
¢ = Eaf2
| Ama Acind
Swrl vafo

RUVBL1/2

p400/TIP60 humain SRCAP humain

Brd8
Arp6

RUVBL1/2 ZNHITL

- ‘ | DMAP1
VMRGISMRGBP =

e (BAF53a  Actin
PA00 ( pwmaP1 | Lo
BAF53a  Actin SEEAE V.
: o iny )
3 Qs RUVBL1/2

Figure 24 : Représentation schématique de I'évolution des complexes humains p400/Tip60 et
SRCAP a partir des complexes NuA4 et SWR1 de levure
Adapté de (Billon et Coté 2012).
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e Role

Ce complexe a été montré comme jouant un réle dans la régulation de la transcription. Le
complexe Tip60-p400 facilite la transcription en combinant le remodelage des nucléosomes avec
I'activité HAT. En effet, le complexe NuA4 est impliqué dans I'activation transcriptionnelle de
certains génes, principalement par acétylation des histones nucléosomiques H4 et H2A (Doyon
et al. 2004). Il n’est donc pas surprenant que NuA4 permette |'acétylation de H4, stimulant ainsi
I'incorporation des dimeres Htz1(H2A.Z)/H2B par le complexe SWR1 (Altaf et al. 2010).

Le complexe Domino est également capable d’échanger H2A par son variant H2Av (équivalent a
la fois de H2A.Z et de H2A.X chez la drosophile) (Grigorian, DeBruhl, et Lipsick 2017) (Kusch et al.
2004).

De méme que chez les mammiféres avec H2A.X, lors de dommages a I’ADN, le variant d’histone
H2Av de drosophile est spécifiquement phosphorylé sur un résidu sérine conservé. Par la suite,
le yH2Av est acétylé par I'histone acétyltransférase dTip60, ce qui entraine son échange avec un
H2Av non modifié au niveau du site de la cassure (Kusch et al. 2004) (Giaimo et al. 2019).

Les complexes TIP60 et NuA4 permettent également d’acétyler H4 et H2A.Z/Htz1 respectivement
a un stade précoce de réparation de I'ADN (Keogh et al. 2006) (A. W. Bird et al. 2002) (P. Xu et al.
2016).

Tip60 semble ainsi jouer un réle important dans la réparation des dommages causés a I’ADN. De
plus, Tip60 est également impliqué dans I'activation d’ATM en I'acétylant (Y. Sun et al. 2009).

En plus de son role dans la réparation et dans la transcription, p400/Tip60 est un des seuls
complexes de INO80, avec SRACP, qui semble étre impliqué dans le maintien de I'état
indifférencié des cellules ES (Gaspar-Maia et al. 2011) (Ye et al. 2020).

P400/Tip60 humain est également composé de nombreux autres sous-unités, avec notamment
la sous-unité BRDS8, qui contient des bromodomaines liant les lysines acétylées de H4 (Billon et
Coté 2012).

Récemment la protéine ANP32E de ce complexe a été identifiée comme étant un chaperon
d’éviction de I’histone H2A.Z de la chromatine (Obri et al. 2014). Ce chaperon et son mécanisme
moléculaire sera étudié plus en détails dans le chapitre 3.

Il n’existe pas a ce jour de donnée structurale sur le complexe p400/Tip60.
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c. SRCAP
e Composition et role

SRCAP humain est un complexe macromoléculaire d'environ~1 MDa. Il est composé de 10
protéines : SRCAP, DMAP1, YL1, RUVBL1, RUVBL2, ACTL6A, ARP6, ACTIN, GAS41 and ZNHIT1
(Tableau 8 et Figure 24). Contrairement a p400/Tip60, SRCAP ne posséde pas de module HAT.

SRCAP peut étre décomposé en trois modules :

-un module "téte" formé par un anneau hétérohexamérique de RUVBL1-RUVBL2,
-un module C composé de YL1, ARP6 et ZNHIT1,

-un module N contenant ACTL6A, ACTIN, DMAP1 et GAS41.

SRCAP est I'homologue du complexe SWR1 de levure. SRCAP a été montré comme catalysant le
dépot de H2A.Z dans les nucléosomes, permettant ainsi la régulation transcriptionnelle et le
dépot de H2A.Z au niveau des promoteurs inactifs et actifs (Ruhl et al. 2006) (Wong, Cox, et
Chrivia 2007).

Tout comme son homologue de levure, SRCAP semble incorporer H2A.Z/H2B (couplé a I'éviction
de H2A/H2B) de maniére progressive (Luk et al. 2010) (Feng et al. 2018).

Récemment, la protéine YL1 du complexe SRCAP a été montrée comme étant un chaperon
spécifique de H2A.Z permettant le dépot de la paire H2A.Z/H2B sur la chromatine (Latrick et al.
2016). Les bases moléculaires de cette interaction sont également connues et seront décrites
dans le chapitre 3.

® Structure de SRCAP

Récemment, la structure cryo-EM du complexe SRCAP humain lié au mononucléosome a été
décrite, elle est illustrée sur la Figure 25. Cependant, les mécanismes d'assemblage de SRCAP au
nucléosome et les mécanismes d'échange d’histones restent largement inconnus, malgré un
mécanisme potentiel proposé dans cet article (Feng et al. 2018).

SRCAP, tout comme son homologue de levure SWR1, semble lier le nucléosome de maniere
bivalente. Cette interaction a lieu grace aux deux lobes de la sous-unité ATPasique de SRCAP d’un
cOté et grace a la sous-unité ARP6 de I'autre. De méme que pour SWR1, SRCAP ne semble pas
posséder d’activité translocase (Feng et al. 2018).
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Figure 25 : Structure du remodeleur SRCAP humain

A. Organisation moléculaire des constituants de SRCAP présents dans la structure
B Modele cryo-EM du complexe et comparaison avec la structure d’INO80O
Adapté de (Feng et al. 2018).

Cette structure a ainsi permis de proposer le modéle suivant pour le dépot de H2A.Z/H2B sur le
nucléosome : le nucléosome est reconnu par SRCAP sur deux surfaces de liaison. Le domaine
ATPase de la protéine SRCAP se lie a I'ADN pour la translocation. Le nucléosome est ensuite
stabilisé par la protéine ARP6 et éventuellement par d'autres composants de SRCAP. Le domaine
ATPase, grace a I'hydrolyse de I’ATP, permet de pousser I'ADN vers ARP6, ce qui entraine un
décollement partiel de I'ADN nucléosomal et la perte de contacts entre les dimeres H2A/H2B
dans l'octamere d'histones. Cela facilite alors [|'échange d'histones, en permettant
éventuellement a YL1 de déposer spécifiquement le dimere H2A.Z/H2B (Feng et al. 2018).

Le complexe SRCAP contient également la protéine GAS41 qui posséde un domaine YEAT,
capable de se lier a des marques d’acétylation spécifiques de H3. Ainsi, GAS41 a été montré
comme jouant un role clé dans le dépdt du variant d'histone H2A.Z dans des régions spécifiques
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de la chromatine. GAS41 reconnait et lie les épi-marques H3K14ac et H3K27ac sur les promoteurs
des genes activement transcrits et permet le recrutement de remodeleurs capables de déposer
H2A.Z a ce niveau (C.-C. Hsu et al. 2018). Cette caractéristique pourrait ainsi venir compléter le
modele ci-dessous en intégrant un aspect spatial a la déposition de H2A.Z.

5. Un mécanisme unifié de translocation

Plusieurs équipes se sont penchées sur un modele unifié de translocation pour les différentes
familles de remodeleurs (Clapier et al. 2017) (Yan et Chen 2020) (Markert et Luger 2020). Le
modele présenté dans la Figure 26 est I'un des plus récents et provient de I'article (Markert et
Luger 2020). Il propose deux modeéles de translocation.
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Figure 26 : Deux modéles pour la translocation de ’ADN
Source : (Markert et Luger 2020)

ATP  ADP+Pi

N

111



Modele A :

Les remodeleurs se lient grace a leur domaine catalytique ATPase au niveau du SHL 2 et semblent
déplacer I'ADN directement au niveau du SHL2, créant un renflement de 'ADN a ce niveau. En
conséquence, I'ADN est poussé vers la dyade, ce qui permet une translocation de I’ADN. Cette
catégorie concerne les familles de remodeleurs ISWI, SWI/SNF et CHD.

Modele B :

Les remodeleurs se lient grace a leur domaine catalytique ATPase au niveau du SHL 6/7 et
décollent I'ADN extranucléosomal de I'octameére au niveau du SHL 6/7, permettant un renflement
de I'ADN a ce niveau. Par répétition de ce mécanisme, les remodeleurs pourraient continuer a
déplacer I'ADN dans la méme direction et ainsi permettre sa translocation. Ce modéle concerne
uniquement le complexe INO80, les complexes SWR1 et SRCAP n’ayant pas d’activité translocase.
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La régulation de la structure chromatinienne est rendue possible grace aux différents méca-
nismes et effecteurs épigénétiques présentés au cours de ce chapitre.

Ces effecteurs coopeérent les uns avec les autres, régulant ainsi la structure de la chromatine et
les processus nucléaires, afin d'orchestrer correctement |'expression des genes de maniére spa-
tiale et temporelle. La dérégulation de ces mécanismes épigénétiques est liée a de nombreuses
pathologies. Ces effecteurs sont fréquemment altérés dans divers cancers et représentent donc
des cibles thérapeutiques de choix. Il est donc essentiel de mieux comprendre, en termes molé-
culaires, leur interaction et leur mode d'action.

Durant mon travail de doctorat, j’ai étudié plusieurs de ces effecteurs épigénétiques qui tous
agissent dans le cadre d’activités ATP-dépendantes de remodelage de la chromatine :

1. Le premier objectif de ma thése a été d’étudier ’ensemble des interactions entre le variant
d'histone H2A.Z et ses chaperons YL1 et ANP32E, qui interagissent physiquement et fonction-
nellement avec les remodeleurs P400/TIP60 et SRCAP.

En effet, malgré de nombreuses recherches menées au cours de la derniere décennie, la compré-
hension moléculaire du dépot et de I'éviction de H2A.Z par ses chaperons YL1 et ANP32E ainsi
que I'implication des remodeleurs p400/Tip60 et SRCAP dans ce processus reste encore limitée.

2. Le second objectif a été de caractériser le facteur de remodelage de la chromatine CHD1L,
afin de comprendre son implication dans les désordres neurodéveloppementaux liés a la région
chromosomique 1g21.1. Ce travail a été réalisé en collaboration avec I'’équipe du Dr. Christelle
GOLZIO a I'lGBMC.

Les objectifs détaillés seront fournis a la fin des introductions spécifiques de chaque chapitre.
Ainsi le chapitre 3 présente le chaperon HA2.Z et ses chaperons spécifiques et le chapitre 4 traite
du remodeleur CHD1L.
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Chapitre 2 :

Matériels et méthodes
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Chapitre 2 : Matériels et méthodes

Pour les divers projets menés, une méthodologie commune a été suivie, utilisant une approche
intégrative qui combine biologie moléculaire, biochimie, biophysique et biologie structurale.
La premiére étape indispensable est celle de la biologie moléculaire avec la génération des
vecteurs d’expressions contenant les génes codant pour les protéines ou complexes protéiques
d’intérét. Dans un second temps, les tests d’expression et de purification a petite échelle
permettent de sélectionner des constructions les plus prometteuses et d’optimiser les conditions
de production et de purification.

Toutes les informations obtenues permettent de passer a la production et a la purification a
grande échelle. La caractérisation biochimique et biophysique est alors entreprise. Des méthodes
d’interactomique, telles que la titration calorimétrique isotherme (ITC), m’ont permis de mieux
caractériser les interactions entre différents partenaires protéiques. Une partie théorique sur les
interactions protéine-protéine (ipp) sera proposée dans cette section.

Lorsque cela a été possible, les études ont été poussées jusqu’a la résolution de structure tri-
dimensionnelle par bio-cristallographie aux rayons X. Des approches de microscopie électronique
ont également été débutées.

Cependant, le chemin menant a la structure 3D d’une protéine est un processus non linéaire
nécessitant de nombreuses optimisations et qui peut également s’avérer infructueux. Durant ma
thése, plusieurs de mes projets se sont heurtés a un goulot d’étranglement majeur, celui de la
formation de cristaux.

|. Techniques de biologie moléculaire et constructions

Les plasmides de la suite pET-MCN; pET multi-cloning and expression, sont dérivés des plasmides
PET15b, pCDF-DUeT et pACYC11b, et ont été développés au sein de I'équipe (Romier et al. 2006)
(Perrakis et Romier 2008) (Diebold et al. 2011) (Vincentelli et Romier 2013) (Vincentelli et Romier
2016). Ces vecteurs tirent leurs noms des vecteurs desquels ils dérivent et sont de trois types :

- Les vecteurs pnEA (« p » = plasmide, « n » = série pET-MCN, « E » = pET, « A » = Ampicilline),
possedent une cassette de résistance a I'ampicilline et une origine de réplication pBR322.

- Les vecteurs pnCS (« C » = pCDF-DUeT et « S » = spectinomycine) possédent une résistance a la
spectinomycine et une origine de réplication CDF.

117



- Les vecteurs pnYC (« Y » = pACYC11b, « C » = chloranphénicol) possedent une résistance au
chloramphénicol et une origine de réplication p15A.

Ces vecteurs permettent la surexpression d’une protéine d’intérét sous forme native ou en fusion
avec une étiquette, sous le contréle d’un promoteur T7, dans les cellules bactériennes possédant
un systeme d’expression T7.

Ces vecteurs ont une architecture commune et sont composés, en plus d’un promoteur T7, d'un
site de liaison aux ribosomes (RBS), d’une étiquette de purification (Hiss, His1o, His1o- thiorédoxine
notée TRX, His1o-SUMO ou encore GST) suivie d’une séquence codant pour un site de clivage par
une protéase, d’un site de clonage multiple (MCS) contenant les sites Ndel et BamHI permettant
I'insertion du géne d’intérét et d’'un terminateur T7 (Figure 27).

Sont aussi présents sur les vecteurs (i) le géne codant pour l'inhibiteur Lac/ de I'opéron lactose et
son site de fixation lacO, permettant une expression inductible des protéines avec un analogue
non-hydrolysable du lactose, l'isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) en minimisant les
fuites d’expression, (ii) d’'une cassette de résistance a un antibiotique, et (iii) d’une origine de
réplication bactérienne.

La diversité des vecteurs d’expressions disponible au sein du laboratoire m’a permis de tester
différentes combinaisons d’étiquettes fusionnées en parties N- ou C-terminales des protéines
étudiées. De plus, ces vecteurs possedent également différents sites de clivage par des
protéases : la thrombine, notée th, ou la HRV 3C Protéase, notée 3C. La série de vecteur la plus
récente contient le site de clivage de la protéase 3C, aussi appelé PreScission 3C. Cette enzyme a
une activité optimale a 4°C, ce qui est un avantage lors de la manipulation de protéines
eucaryotes, majoritairement thermo-sensibles.

Ces vecteurs permettent également la co-expression de plusieurs protéines, car ces vecteurs ont
différents marqueurs de résistance, ainsi que des origines de réplications compatibles (pBR322,
p15A et CDF).

Il m’a également été possible d’effectuer des concaténations de deux genes sur un méme vecteur
pour obtenir des constructions polycistroniques étant sous le controle d’un méme promoteur T7.

Les différents vecteurs disponibles, les cartes des vecteurs fréquemment utilisés dans cette étude
et leurs caractéristiques sont présentés dans la Figure 27.
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B. Constructions et cadres de lecture:

Avec une étiquette en N-ter: Ndel BamHi I-Ceul

A. Liste non exhaustive des vecteurs d’expression de la série pET-MCN disponibles:

Etiquette
Etiquetteen N-ter
Pamide Originede enCter | natifsans HA. -E -
réplication étiq
His, - TRX- His,- Cadre de lecture
His,-th His-3C Hisyy-3C T sumoac | 6TS3¢ 3C-His,
paEA | Amp paR322 PAEATRC S | [PORASHRS [ PEACHRE oY | [PoESc PEAS POEA'GISHY [{pnEAd PekA Avec une étiquette en C-ter:
th HisTRX | HisuSUMO 3CHisy Ndel  BamHl I-Ceul
pnCS Spec CDF pnCS-His, | pnCS-His,, | pnCS- pnCS - pnCS-GTS | pnCS- pnCS
/ His,.TRX | His,,SUMO 3C-His,. e .-§ .
pnYC Chlo p15A pnYC-His, | pnYC-His,, | pnYC- pnYC - pnYC-GTS | pnYC- pnCsS
/ His TRX | His,cSUMO 3C-His, Cadre de lecture
Sans étiquette - vecteur natif:  Ndel BamHI _I-Ceul
o o ¢ :
C. Cartes de vecteurs fréquemment utilisées:
Cadre de lecture

Figure 27 : Présentation des vecteurs de la série pET-MCN
(A) Tableau des vecteurs utilisés dans cette étude

(B) Construction de la cassette d’expression et du cadre de lecture
(C) Cartes des plasmides fréquemment utilisés
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La plupart des genes utilisés dans cette étude sont d’origine humaine, sauf pour certains des
histones qui proviennent de Xenopus laevis.

Pour cloner nos génes d’intérét, j'ai utilisé deux méthodes. La premiére est appelée assemblage
de Gibson. Cette méthode fut décrite par le professeur Daniel G. Gibson dans les années 2010
(Gibson et al. 2009) (Gibson et al. 2010). Elle est basée sur 'utilisation d’une exonucléase, d’'une
ADN polymérase et d’une ligase, afin d’assembler 'ADN en une seule réaction isotherme.
La seconde méthode est un sous-clonage classique en utilisant une méthode de restriction-
ligation.

1. Clonage par assemblage Gibson

a. Réaction de polymérase en chaine (PCR), permettant
d’amplifier les genes d’intérét avec les régions
homologues aux vecteurs d’expressions

La premiére étape consiste a réamplifier le géne d’intérét par PCR. Pour que le clonage par
méthode Gibson puisse fonctionner, il est nécessaire que les amorces aient des régions
homologues au gene d’intérét, mais également au futur vecteur d’expression (superposition de
15-20 pb). La construction des vecteurs a été faite de telle sorte que les régions homologues
soient identiques pour la majorité des vecteurs. Afin de réaliser toutes les combinaisons possibles
(sans étiquette, avec une étiquette en N- ou C-ter), quatre amorces décrites ci-dessous dans le
Tableau 9 sont nécessaires. A ces dernieres, s’ajoute une région spécifique du gene d’intérét.

Tableau 9 : Amorces permettant la création des régions homologues aux vecteurs de la série
PET-MCN pour le clonage de Gibson

Séquences 5' - 3' Code couleur
Amorce sens 3C tag Neer CTGGAAGTGCTGTTTCAGGGCCCGCATATG Ndel, )
Amorce sens native GTTTAACTTTAAGA ATATACATATG site de clivage
Amorce anti-sens 3Ctag Cier | CGGGCCCTGAAACAGCACTTCCAG 3C, , RBS,
Amorce anti-sens native GGTACCCTATTA codons stop
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L'amplicon ainsi formé sera composé du gene d’intérét, bordé de part et d’autre par des régions
homologues aux vecteurs. La PCR est réalisée en utilisant comme enzyme I’ADN polymérase
haute-fidélité Phusion® (NEB) selon les recommandations du constructeur et le protocole

suivant :
Concentration finale
5X Phusion HF buffer 1X
10 mM dNTPs 200 uM
10 M amorce sens 0.5 uM
10 uM amorce anti-sens 0.5 uM
Matrice ADN ~25-50 ng
H20 gsp 20 pL
Phusion® 1U/50uL de PCR

Parametres du thermocycleur : 30 cycles PCR
Dénaturation initiale Dénaturation Hybridation Elongation Elongation finale Stockage
1 min a 98°C 20 sec a 98°C 30seca55°C 30seca72°C 1 mina72°C 00 3 4°C

La température d’hybridation est dépendante de la température de fusion (aussi appelée
température de demi-dénaturation ou Tm) des amorces et le temps d’élongation dépend de la
taille du fragment a amplifier (en général 15 sec/kpb pour la Phusion®).

La taille des amplicons est alors vérifiée sur gel d’agarose 2%. L’ADN est extrait et purifié grace
au kit « NucleoSpin® Gel and PCR Clean up » commercialisé par Macherey-Nagel.

b. Préparation des vecteurs

Les plasmides d’expression ont été linéarisés par digestion avec les enzymes de restriction Ndel
FastDigest® et BamHI FastDigest® (ThermoFisher Scientifique) et leurs extrémités
déphosphorylées grace a la phosphatase Fast-AP® (ThermoFisher Scientifique). La digestion a été
effectuée dans le tampon FastDigest Green en utilisant 1 U de chaque enzyme pour chaque pg
de plasmide pendant 10-15 min a 37 ° C. Les vecteurs ainsi linéarisés ont, comme pour les inserts,
été purifiés a partir d’un gel d’agarose.

c. Réaction d’assemblage

Cette réaction permet d’assembler le vecteur linéarisé et le fragment d’intérét contenant les
régions homologues, grace au mélange de Gibson, qui est composé de trois enzymes (Figure 28).
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Tout d’abord une exonucléase 5’ va digérer le brin d’ADN de 5’ en 3’, permettant de libérer le
brin en 3’ et créant une portion simple brin chevauchante. L'amplicon et le vecteur vont alors
pouvoir s’hybrider grace a leurs régions complémentaires. Une ADN polymérase vient ensuite
synthétiser les morceaux manquants entre les deux fragments en y incorporant les
désoxyribonucléotides adéquats grace au brin complémentaire. Pour finir, une ligase vient sceller
les brins d’ADN assemblés.

lExonucIéase 5> 3

— 3’

i

3 5
Gene d'intérét contenant des extrémités "
, 5 "
homologues aux vecteurs (produit de PCR) 3 5
Hybridation des fragments
complémentaires
5 — 3
Vecteur linéarisé et 3’ — 5

déphosphorylé

ADN polymérase: synthése du
brin complémentaire

5% —
3 —

LB

ADN ligase: permet de joindre
les molécules d’ADN

w.a
Lol

Figure 28 : Principe de la réaction d’assemblage de Gibson

Le rapport molaire vecteur/insert utilisé est de 1:3. Il a été mélangé avec 7 pL de mélange
d'assemblage Gibson, afin d’obtenir un volume final de 15 pL et incubé 1h a 50°C. Ce mélange
Gibson est réalisé au laboratoire a partir des enzymes NEB : T5 exonucléase®, Phusion® DNA
polymérase et Taq® ligase. Des bactéries compétentes E.coli DH5a ont alors été transformées
avec ce mélange réactionnel, permettant la sélection et la ré-amplification clonale du plasmide.
Apres sélection de quelques clones, une extraction de I’ADN par mini préparation (NucleoSpin®
Plasmid par Macherey-Nagel) et un séquencage (GATC-Eurofins) sont effectués pour obtenir un
plasmide recombinant contenant le géne d’intérét sans mutation.
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2. Sous-clonage par restriction/ligation

Les vecteurs ont été préparés comme décrit précédemment dans la section « préparation des
vecteurs » par double digestion Ndel et BamHI| FastDigest et déphosphorylation des extrémités
5’ évitant leur re-circularisation.

La plupart des sous-clonages effectués étaient d’'un vecteur d’expression a un autre. Ainsi, le
vecteur contenant le géne d’intérét a été réamplifié. L'insert a été extrait par double digestion
de 2 ug d’ADN par Ndel et BamHI FastDigest, en suivant les recommandations du fabricant. Aprés
migration sur gel d’agarose, le fragment correspondant a l'insert a été extrait et purifié grace au
kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean up. La ligation de l'insert et du vecteur a alors été effectuée
par la T4-DNA ligase (NEB) en utilisant 25 ng de vecteur et un ratio molaire de 1:3 (vecteur:insert).
Pour finir, des cellules DH5a ont été transformées avec les plasmides recombinants, et aprés
mini-préparation, les plasmides recombinants ont été vérifiés par séquencage (GATC- Eurofins).

3. Concaténations polycistroniques

La concaténation des plasmides de la série pET- MCN permet la construction simplifiée et rapide
de polycistrons et ainsi I'expression simultanée de plusieurs protéines sous le controle d’un
méme promoteur T7, et cela dans un seul vecteur d’expression. Cette concaténation permet un
« copier-coller moléculaire », elle est basée sur la présence du site de restriction tres spécifique
de la méganucléase /-Ceul. Le principe de cette réaction est présenté dans la Figure 29.

& \ / »
! Plasmide 1 \ I/ Plasmide 2
|
T, Rres Cadredelecturen’l j.cey/ I d Cadre de lecture n°2 a—
8 r S 3 s r ¥
¥ — s Ioe 5
[}
I P
. . [}
Dl'gestlonl—Ceul'et H PCR Amorces « universelles » “———
déphosphorylation i de concaténation A
[}
T7 I-Ceul I-Ceul I I-Ceul
[-__Res Cadredelecturen®l  poitig1  moitié 2 I moitié1 pgs  Cadre de lecturen°2  I-Ceul
5 e ———— Y Sh——— | I‘ —; ¥
N Y e e —— 5 3 —— O\ — 5
\\\ /// N, -
~ #
Assemblage de Gibson
B,
- N
/, Plasmide recombiant 1+2 : construction polycitronique sous le contréle d’un seul promoteur T7 \‘1
! |
| LE] I-Ceul :
Cadre de lecturen®1 Cadre de lecturen®2 [-Ceu |
: . E RBS RBS s !
e —————————— S :
i I-Ceul !
! moitié 1 !
I
'\ Nous sommes prét a recommencer ! /l
N 4

~ -

Figure 29 : Principe de la concaténation des vecteurs de la série pET-MCN basée sur le site de
restriction /-Ceul
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D’un point de vue pratique, 1 ug du premier plasmide contenant le premier cadre de lecture est
digéré par I-Ceul (NEB) et déphosphorylé par la CIP (NEB) en suivant les recommandations du
fabricant. Le vecteur linéarisé est alors migré sur gel d’agarose 1% et purifié grace au kit
NucleoSpin®.

Le cadre de lecture du second plasmide est amplifié par PCR en utilisant la Phusion®, comme
décrit précédemment et en utilisant les amorces de concaténations universelles décrites dans le
Tableau 10 ci-dessous, qui s’hybrident sur tous les vecteurs de la série pET-MCN.

Tableau 10 : Amorces universelles de concaténation

Séquence 5’ - 3’ Code couleur
Amorce concaténation TTTTGTTTA
sens ACTTTAAGA ATATA
Amorce concaténation | CCTAGGGCTAGCTCTAGA
anti-sens Vecteur

Le produit de PCR est alors purifié sur gel (NucleoSpin®) et les deux fragments sont assemblés
par méthode de Gibson comme décrite précédemment « Clonage par assemblage Gibson ».

Les concaténations effectuées dans le cadre des projets du laboratoire contiennent au maximum
quatre cadres de lecture codant pour quatre protéines différentes.

4. Mutagenese dirigée par « Rolling circle »

La méthode dite de « Rolling circle » permet de réaliser de petites modifications de séquence
(insertion, délétion ou mutation) dans une matrice d’intérét. Pour ce faire, un couple d’amorces
complémentaires portant la mutation désirée est utilisé. Ces amorces vont servir a réamplifier
I'intégralité du vecteur. On utilise une ADN polymérase trés processive et avec un faible taux
d’erreur, telle que la Phusion® ou la Q5® (NEB). A la fin de la réaction de PCR, une digestion par
I’endonucléase Dpnl, permettant d’éliminer 'ADN matriciel est réalisée. Apres purification de
I’ADN plasmidique, (NucleoSpin® Gel and PCR Clean up) une transformation en DH5a est réalisée
et un clone recombinant contenant la mutation désirée est sélectionné.
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Durant ce travail de thése, de nombreux vecteurs ont été générés. Le Tableau 11 ci-dessous

présente une liste non exhaustive des vecteurs que j'ai générés, mais également des vecteurs

du laboratoire disponibles avant mon arrivé et que j’ai utilisés.

Tableau 11 : Liste des principaux plasmides générés et utilisés

Liste des plasmides utilisés

Liste des plasmides générés

Paires d’histones AN tails

pnEA hH2B/His6-(th)-hH2A.Z AN tails
pnEA hH2B/His6-(th)-hH2A AN tails
PNEA His6-(3C)-hH2A AGI8 AN tails
PNEA His6-(3C)-hH2A 179T AN tails
pnEA His6-(3C)-hH2A N89G AN tails
PNEA His6-(3C)-hH2A N94D AN tails
pNCS hH2B AN tails

pnCS hH2A.Z AN tails

pnEA His6-(th) hH2B AN tails

pnYC hH2B ANq tails

pnCS hH2B/hH2A AN tails

pnCS hH2B/hH2A.Z AN tails

pnCS hH2A.Z +G98 AN¢ tails

pnEA His6-3C-hH2A.Z T82| AN tails

pnEA His6-3C-hH2A.Z +G98, T82| ANtails
pnEA His6-3C-hH2A.Z T82I, D97N AN tails

pnEA His6-3C-hH2A.Z +G98, T82I, D97N AN tails
pnEA His6-3C-hH2A.Z +G98, T82I, G94N, D97N AN tails

Chaperons d’histones

pnEA His10-TRX-(3C)-hANP32E1
pNEA His10-TRX-(3C)-hANP32E2
pnEA His10-SUMO-(3C)-hANP32E1
pnEA His10-SUMO-(3C)-hANP32E2
pnEA His6-(3C)-hANP32E3

pNEA His6-(3C)-hANP32E4

pnEA His6-(3C)-hANP32E5

pnEA His6-(3C)-hANP32E6

pNEA His6-(th)-hYL1 ZID

pNEA His6-(th)- ANP32E FL

pnCS ANP32E FL

pnCS GST-(3C)-hYL1 ZID
pnCS GST-(3C)-ANP32E1
pNnCS GST-(3C)-ANP32E6
pnCS GST-(3C)-ANP32E FL
pnYC ANP32E FL

Paires d’histones et histones utilisés pour la

formation de I’'octamére/nucléosome :

pnEA hH2B/ His6-(th)-hH2A
pnCS hH2B/ hH2A

pnEA His6-(th)-xH2A/xH2B
pnEA hH2B/ His6-(th)-hH2A.Z
pnCS hH2B/hH2A.Z

pnEA hH3.1/His6-(th)-hH4
pnEA xH3.1/His6-(th)-xH4
pnCS hH3.1/hH4

pnCS xH3.1/xH4

pnEA His10-TRX-(3C)-xH3/xH4
pnYC xH4-(3C)-His6/xH3

pnEA hH3.1/hH4/hH2B/His6-(th)-hH2A.Z
pGEM-32/601 x12

pnEA His6-(3C)-xH2A/xH2B
pnYC xH4-(3C)-His6/xH3
pnEA His6-(3C)-xH3/xH4
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CHD1L

pnEA His6-(3C)- CHD1L FL (1-886aa)

pnEA His10-TRX-(3C)- CHD1L FL (1-886aa)

pnEA His10-SUMO-(3C)- CHD1L FL (1-886aa)
pnEA GST-(3C)- CHD1L FL (1-886aa)

pnCS CHD1L FL (1-886aa)

pnEA His6-(3C)- CHD1L isoCourt (252-886aa)
pnEA His10-TRX-(3C)- CHD1L isoCourt (252-886aa)
pnEA His10-SUMO-(3C)- CHD1L isoCourt (252-886aa)
pnEA GST-(3C)- CHD1L isoCourt (252-886aa)

pnCS CHD1L isoCourt (252-886aa)

pnEA His6-(3C)- CHD1L Nter (1-563aa)

pnEA His10-TRX-(3C)- CHD1L Nter (1-563aa)

pnEA His10-SUMO-(3C)- CHD1L Nter (1-563aa)
pnEA GST-(3C)- CHD1L Nter (1-563aa)

pnCS CHD1L Nter (1-563aa)

pnEA His6-(3C)- CHD1L Lobe 1 (1-256aa)

pnEA His10-TRX-(3C)- CHD1L Lobe 1 (1-256aa)
pnEA His10-SUMO-(3C)- CHD1L Lobe 1 (1-256aa)
pnEA GST-(3C)- CHD1L Lobe 1 (1-256aa)

pnCS CHD1L Lobe 1 (1-256aa)

pnEA His6-(3C)- CHD1L Lobe 2 (252-563aa)

pnEA His10-TRX-(3C)- CHD1L Lobe 2 (252-563aa)
pnEA His10-SUMO-(3C)- CHD1L Lobe 2 (252-563aa)
pnEA GST-(3C)- CHD1L Lobe 2 (252-563aa)

pnCS CHD1L Lobe 2 (252-563aa)

pnEA His6-(3C)- CHD1L Cter (556 - 886aa)

pnEA His10-TRX-(3C)- CHD1L Cter (556 - 886aa)
pnEA His10-SUMO-(3C)- CHD1L Cter (556 - 886aa)
pnEA GST-(3C)- CHD1L Cter (556 - 886aa)

pnCS CHD1L Cter (556 - 886aa)

pnEA His6-(3C)- CHD1L CterN (566-700aa)

pnEA His10-TRX-(3C)- CHD1L CterN (566-700aa)
pnEA His10-SUMO-(3C)- CHD1L CterN (566-700aa)
pnEA GST-(3C)- CHD1L CterN (566-700aa)

pnCS CHD1L CterN (566-700aa)

pnEA His6-(3C)- CHD1L CterC (705-886aa)

pnEA His10-TRX-(3C)- CHD1L CterC (705-886aa)
pnEA GST-(3C)- CHD1L CterC (705-886aa)

pnCS CHD1L CterC (705-886aa)

pnEA His6-(3C)- CHD1L CterPubli (613-886)

pnEA His10-TRX-(3C)- CHD1L CterPubli (613-886)
pnEA His10-SUMO-(3C)- CHD1L CterPubli (613-886)
pnEA GST-(3C)- CHD1L CterPubli (613-886)

pnCS CHD1L CterPubli (613-886)

pnEA His6-(3C)- CHD1L FL R392H

pnEA His10-TRX-(3C)- CHD1L FL R392H

pnEA GST-(3C)- CHD1L FL R392H

pnCS CHD1L FL R392H

pnEA His6-(3C)- CHD1L isoCourt R392H

pnEA His10-TRX-(3C)- CHD1L isoCourt R392H
pnEA GST-(3C)- CHD1L isoCourt R392H

pnCS CHD1L isoCourt R392H

pnEA GST-(3C)- CHD1L Lobe2 R392H

pnCS CHD1L Lobe2 R392H
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Il. Tests d’expression et de purification a petite échelle

Les vecteurs d’expression ainsi créés vont permettre la production des protéines ou de
complexes protéiques recombinants dans le systéme d’expression E. coli.

Les tests d’expression et de purification a petite échelle, également appelés « Minitests » vont
permettre :

(i) Pour des protéines uniques : de déterminer la solubilité des protéines testées et de définir
qguel tampon favorise leur solubilité. Il sera ainsi possible de choisir la construction avec
I’étiquette la plus optimale et le tampon de purification associé.

(ii) Pour des complexes protéiques dans le cadre de reconstitution de complexe par co-
expression : d’étudier les interactions entre les différents partenaires, mais également
d’analyser quelles étiquettes et positions d’étiquettes sont favorables a la formation des
complexes. Il est également possible d’identifier les zones/domaines d’interactions entre les
différents partenaires protéiques.

Dans certains cas, la présence du partenaire peut solubiliser ou améliorer la solubilité du
second partenaire (co-solubilisation), évitant ainsi les phénoménes d’agrégation. Les
interactions protéine-protéine (ipp) peuvent également entrainer des changements
conformationnels, modifiant ainsi les propriétés physico-chimiques du complexe considéré. Il
est donc essentiel de tester différents tampons car un complexe aura un comportement
différent de celui des protéines isolées.

Les minitests sont donc une technologie rapide et robuste, qui permet de tester en paralléle
différentes constructions et combinaisons des différents partenaires, ainsi qu’un ensemble de
conditions d’expression et de purification. lls permettent aussi d’optimiser les conditions
d’expression (milieux de culture, température et temps d’induction) et les conditions de
purification (tampon de lyse, résine d’affinité), grace a une approche a moyen/haut débit
développée au sein de I'équipe (Vincentelli et Romier 2016).

La Figure 30 décrit la procédure globale suivie pour la réalisation des minitests.
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Figure 30: Principe des tests d’expressions et de purifications a petite échelle et a
moyen/haut débit

1. Expression

a. Transformations bactériennes

Pour ce travail, différentes souches bactériennes ont été utilisées. Elles permettent
I’expression des protéines d’intéréts et disposent chacune de caractéristiques spécifiques
décrites dans I’Annexe 2. Les plus couramment utilisées sont les cellules classiques BL21 (DE3)
et les cellules BL21 (DE3) pRARE2. Ces derniéres contiennent le plasmide pRARE2, qui code
pour des ARN de transfert rares chez E. coli mais souvent utilisés chez les eucaryotes. Cela
permet d’améliorer I'expression des protéines humaines recombinantes n’ayant pas été
codon-optimisées pour I'expression en bactéries.

Pour la transformation, les bactéries compétentes BL21 (DE3) +/- pRARE2 ont été incubées
avec 50 ng de plasmide, ou de chaque plasmide dans le cadre d’'une co-expression, puis
transformées par choc thermique pendant 45 sec a 42 °C. Les cellules sont ensuite placées 2
min sur glace, puis régénérées 60 min a 37°C et étalées sur milieu de sélection adéquat : LB
agar supplémenté de 100 pg/mL d’ampicilline ou/et 90 pg/mL de spectinomycine ou/et 34
ug/mL de chloramphénicol.

Afin de faciliter la manipulation, du fait du nombre important de transformations réalisées,
I’étalement des bactéries a été effectué sur des plaques 6 puits (FALCON).
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b. Culture en milieu liquide

Jai utilisé des plaques 24 puits ayant une capacité de 10 mL (GE Healthcare), le volume final
de culture dans chaque puit étant de 4 mL. De nombreux milieux de cultures peuvent étre
testés afin d’optimiser I'expression des protéines recombinantes :

- Milieu 2xLB, soit un milieu LB (Luria Broth) doublement concentré,

- Milieu Graffinity® (développé par la société Graffinity Pharmaceuticals GmbH). Il se
décompose en deux milieux (A et B), le premier supplémenté en glucose permettant la
croissance cellulaire et le second contenant du lactose et de I'lPTG pour I'induction,

- Milieu d’auto-induction TB (Terrific Broth) commercialisé par Formedium.

La composition détaillée de ces milieux est disponible dans I’Annexe 2.

Pour les milieux 2xLB et auto-induit TB, on effectue I'inoculation de 4 mL de milieu avec
guelques colonies de la boite de transformation. Pour le milieu Graffinity®, on inocule 2 mL
de milieu A avec quelques colonies. Une ou plusieurs mini-cultures sont ainsi réalisées pour
chaque construction transformée.

Les cultures sont incubées a 37°C sous agitation afin d’obtenir une densité optique suffisante
avant induction. La procédure d’induction varie selon les milieux :

- Pour le milieu 2xLB, I'induction est réalisée en ajoutant 0.7 a 1 mM d’IPTG, lorsque la
la densité optique a 600 nm (DOsoonm) est égale a ~0,7-0,8.

- Pour le milieu Graffinity®, elle est réalisée par ajout de 2 mL de milieu B contenant du
lactose et de I'IPTG, lorsque la DOggonm atteint 1-1,5.

- Le milieu d’auto-induction TB (AL.TB) ne nécessite pas d’ajout d’IPTG car l'induction se
fait seule (Studier 2005). La seule manipulation nécessaire est donc le changement de
la température lorsque la DOsoonm atteint ~0,5. En effet, ce milieu contient une
guantité donnée de glucose, lorsque cette source de carbone est épuisée, le lactose
présent est alors utilisé. La dégradation du lactose permet la formation d’allolactose,
qui en se fixant au répresseur lac entraine 'induction et la synthése protéique.

Ces densités optiques sont généralement atteintes au bout d’environ 3-4h de culture pour
une culture avec un antibiotique, 5-6h pour une culture avec deux antibiotiques et 6-7h pour
une culture avec trois antibiotiques ou plus.

Lorsque I'induction est réalisée, la température de I'incubateur est changée. Les températures
d’induction testées sont généralement situées entre 16 et 25°C. L'induction est poursuivie
durant 12 a 15h.

Les cultures de 4mL en plagque 24 puits sont alors centrifugées 15 min a 4000 rpm et a 4°C. Le
surnageant est retiré afin de ne conserver que les culots cellulaires, qui sont alors conservés a
-20°C ou utilisés directement.
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2. Purification
a. Lyse bactérienne

Les cellules sont resuspendues dans 1,2 mL de tampon de lyse. |l est ainsi possible de tester
différents tampons, différents pH, différentes conditions salines,...

La lyse cellulaire est effectuée par sonication grace a un sonicateur a 4 tétes vibracell 75043
(Bioblock Scientific), en utilisant une amplitude d’onde de 40% et 40 sec de sonication
effectives en alternant 2 sec de sonication suivies de 2 sec de pause. Des aliquots peuvent étre
prélevés dans chaque condition, afin d’analyser I'extrait total (ET) correspondant a I'ensemble
des protéines présentes dans la cellule.

Les cellules lysées sont ensuite centrifugées pendant 20 min a 4000 rpm et a 4°C et seul le
surnageant correspondant a la fraction soluble est prélevé. Les culots sont conservés afin
d’analyser si nécessaire les fractions insolubles.

b. Etape d’affinité

Pour se faire, j'utilise des petites colonnes NucleoSpin® 8-well strips et le system de pompe a
vide NucleoVac® 96 Vaccuum Manifold commercialisé par Macherey-Nagel. La premiére
étape consiste a positionner les 6 bandes contenant chacune 8 colonnes sur le portoir,
permettant ainsi la réalisation d’un réseau de 48 colonnes pouvant se fixer sur la pompe a
vide. Les colonnes sont toutes dotées d’un petit filtre permettant de retenir la résine d’affinité.
Le mélange commercial de la résine d’affinité choisie est alors distribué a raison de 50 pL par
colonne.

Les résines fréquemment utilisées dans cette étude sont :

- la résine Glutathione Separose® 4B (Ge Healthcare), permettant la purification des
protéines couplées a une étiquette GST,

- larésine TALON® Superflow Metal Affinity Resin (Takara) et plus rarement la résine Ni
Sepharose® 6 Fast Flow (Ge Healtcare), permettant la rétention des protéines avec une
étiquette poly-histidines.

Les principes de ces purifications, les caractéristiques de ces résines ainsi que leurs avantages
et défauts seront discutés dans un prochain paragraphe.

La résine est ensuite lavée et équilibrée dans le tampon de lavage désiré. La résine d’affinité
est alors mise en contact avec les fractions solubles aprées avoir préalablement bouché les
colonnes. Les colonnes sont incubées sous agitation verticale pendant 1 a 2 heures en
fonction de la résine afin de réaliser un batch d’affinité.

Les colonnes sont ensuite débouchées et la fraction surnageante non retenue est enlevée par
aspiration. Les colonnes sont lavées trois fois avec 1 mL des différents tampons de lavage
testés.
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Pour finir, les protéines retenues sur la résine d’affinité sont éluées. Pour ce faire, deux
techniques d’élutions peuvent étre réalisées :

(i) Une élution totale au bleu de charge ou laemmli. Cette technique a I’avantage de décrocher
I'intégralité des protéines fixées sur la résine. Cependant, cette technique élue également les
protéines liées de maniére aspécifique a la résine. Cette méthode est généralement utilisée
pour les nouvelles protéines qui n’ont jamais été caractérisées.

(ii) Une élution classique qui dépend de la résine utilisée. Par exemple, I'utilisation d’un
tampon contenant de l'imidazole pour I'élution des protéines avec une étiquette poly-
histidines, ou encore d’'un tampon contenant du glutathion réduit pour les protéines
fusionnées a la GST. Cette technique d’élution classique peut étre utilisée lors des phases
d’optimisation finales avant le passage a grande échelle.

3. Analyse des résultats

L’analyse des résultats se fait par électrophorése en conditions dénaturantes, SDS-PAGE. Les
protéines dénaturées migrent au niveau de leur poids moléculaire.

Pour chaque test réalisé, nous obtenons trois échantillons qui peuvent étre analysés:
(i) L"échantillon purifié final, qui contient toutes les protéines éluées,

(ii) La fraction non soluble, contenant I’ensemble des protéines non solubles,

(iii) L'extrait total, qui contient I'ensemble des protéines exprimées solubles ou non.
L’analyse des résultats pour une protéine se fait selon la Figure 31. Le meilleur scénario est
lorsque la protéine est exprimée et soluble. Le cas échéant, il suffit de sélectionner les
meilleures conditions ou d’effectuer une autre série de minitests pour optimiser d’autant plus
les conditions.

En revanche, dans le cas d’une protéine non exprimée ou insoluble, il est nécessaire de
poursuivre les minitests et de repenser I'expérience. Il sera alors possible d’utiliser d’autres
constructions, avec différentes étiquettes et en variant leurs positions, mais également de
tester un panel différent de conditions d’expression et de purification.

Pour un complexe protéique, I'analyse se fait d’'une maniére similaire dans un premier temps.
En effet, il s’agit tout d’abord d’identifier la bande correspondante au partenaire sur lequel
I'étiquette a été fusionnée, puis d’identifier la présence des partenaires qui ont
éventuellement été co-exprimés et co-purifiés. Il est important de tester diverses
combinaisons, en tagguant I'un ou |'autre partenaire protéique. En effet, les étiquettes ou leur
positionnement peuvent éventuellement entrainer une géne stérique et nuire a la formation
du complexe. Les minitests permettent ainsi de déterminer la combinaison adéquate a la
formation d’un complexe robuste (Diebold et al. 2011).

Dans le cas idéal, les minitests permettent de déterminer les meilleures conditions
d’expression et de purification. Ces derniéres seront alors testées a plus grande échelle.
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Cependant, si aprés plusieurs tentatives de minitests, I'expression en E. coli s’avere
impossible, il est également envisageable de changer de systéeme d’expression, en utilisant
I'expression en cellules d’insecte/baculovirus. Cette approche n’a cependant pas été
nécessaire au cours de cette these.

Bande correspondanta la
protéine dans I’échantillon
purifié final ?

‘ NON oul

Bande correspondanta la
protéine dans I'extrait
non soluble?

La protéines est exprimée et
soluble

| Comparaison de 'intensité des bandes et
’ détermination de la condition la plus optimale

‘ NON oul
La protéine est elle présente La protéine est exprimée mais
dans I'extrait total ? insoluble
Changement des conditions d’expression
= notamment la température, mise en place
‘ d’étiquette favorisant la solubilisation (TRX, MBP,
NON oul

SUMO), changement de tampons, interaction avec
un partenaire éventuel favorisant la solubilisation ?

La protéine est exprimée et
La protéine n’est pas exprimée soluble mais n’est pas retenue

sur la résine d’affinité
Changement des conditions d’expression
| (bactéries, milieux, température), des étiquettes, | Remplacement de I'étiquette d'affinité et de sa
conception de nouvelles constructions position, changement de résine d'affinité

Figure 31 : Interprétation des résultats des Minitests
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[Il. Expression et purification de protéines recombinantes a grande échelle ou
« large scale »

La procédure décrite ci-dessus est une procédure standardisée, qui a été optimisée pour
chaque protéine ou complexe protéique étudié. Le protocole expérimental propre a chaque
protéine, tel que les conditions de production, les tampons et les étapes de purification utilisés
seront détaillés dans les parties « Résultats » de ce manuscrit.

1. Transformation

Les cellules E. coli BL21(DE3) classiques ou pRARE2 ont été incubées avec 50 ng de plasmide,
gue ce soit pour une expression simple ou pour une co-expression avec plusieurs vecteurs.
Elles sont ensuite transformées par choc thermique pendant 45 sec a 42 °C, mis sur glace
pendant 2 min et régénérées par ajout de milieu LB pendant 60 min a 37°C. Elles sont ensuite
étalées sur le milieu de sélection adéquat (LB agar supplémenté de 100 pg/mL d’ampicilline
et/ou 90 pg/mL de spectiminomycine et/ou 34 pug/mL de chloramphénicol) et incubées une
nuit a 37°C. Quelques colonies sont prélevées et étalées sur plusieurs nouvelles boites LB agar
supplémentées des mémes antibiotiques, afin d’étre re-amplifiées. Pour ce faire, j'utilise 4
grandes boites (145x20 mm) pour inoculer 6 L de culture. Le tapis cellulaire est resuspendu
dans du LB afin de réaliser une suspension cellulaire dense, puis les fioles de cultures sont
inoculées a partir de cette suspension cellulaire a une DO a 600 nm de 0,1.

Les milieux de culture les plus utilisés sont: le milieu 2xLB ou le milieu ALTB, tous deux
supplémentés du ou des antibiotiques adéquats.

La culture est mise a 37°C, sous agitation (200 rpm), jusqu’a obtention d’une densité optique
en phase exponentielle de croissance de 0.7-0,8. La température est alors changée pour la
température d’induction (18 - 25°C), les cultures sont alors refroidies a la température
d’induction souhaitée et I’expression des protéines est induite par ajout de 0,7-1 mM d’IPTG
pour le milieu 2xLB. Pour le milieu d’auto-induction la température est modifiée apres
obtention d’une DO de 1-1,5. Llinduction permettant la production des protéines
recombinantes est poursuivie durant 12 a 15 heures.

Pour certaines cultures, notamment celle des histones, I'induction en milieu 2xLB se fait plus
tardivement, apres la phase exponentielle de croissance vers une DO 600nm ~ 1.0.

Ensuite, les cellules sont récoltées par centrifugation a 4000 g pendant 20 min a 4°C, puis
resuspendues dans leur tampon de lyse, a raison de 40 mL pour 1L de culture initiale, et
stockées a -20°C ou utilisées directement.
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Les premiers tests en large scale sont généralement effectués sur 1L de culture, puis sur 3 ou
6L de culture, en fonction de la quantité finale de protéine purifiée désirée.

1. Lyse cellulaire

Les cellules reprises dans un tampon adéquat ont été lysées par sonication. La sonication a
été effectuée sur glace 3 x 2 min pour 3 L de culture initiale, soit un volume de 150 mL, avec
une amplitude d’onde de 30 % et une pulsation de 0.5 seconde sur un appareil Labsonic
Sartorius®. Entre chaque cycle, les échantillons ont été homogénéisés et laissés au repos sur
glace durant 2 min.

Le lysat cellulaire a ensuite été centrifugé a 17 000 rpm pendant 1 h a 4°C. Le lysat clarifié ou
fraction soluble se situant dans le surnageant a été prélevé, afin d’étre incubé avec la résine
d’affinité préalablement équilibrée dans le tampon de lyse.

2. Purification d’affinité

a. Principe

Chromatographie d’affinité sur métal immobilisé ou IMAC (Immobilized Metal Affinity
Chromatography) :

Le principe de cette affinité repose sur la capacité de I'étiquette poly-histidine a lier les cations
divalents, tels que le Nickel (Ni**) ou le Cobalt (Co?*). Ces métaux sont chélatés a une résine
sépharose. La protéine d’intérét fusionnée a I’étiquette poly-histidines, présente dans le lysat
cellulaire clarifié, se lie a la résine d’affinité, alors que les autres protéines bactériennes ne
sont pas retenues et sont éliminées par lavages successifs. A la suite des lavages, la protéine
d’intérét est éluée par compétition avec de I'imidazole ou par clivage de I'étiquette avec une
protéase.

Dans le cadre d’une co-expression, si la protéine tagguée interagit avec un partenaire, ce
dernier est co-purifié. L'inconvénient majeur de cette technique est que certaines protéines
possedent naturellement des patchs/régions riches en poly-histidines ou liant les métaux et
peuvent donc se fixer de maniére aspécifique.

La résine cobalt est connue pour avoir une spécificité plus élevée que les résines chargées au
nickel et permet donc de fournir des protéines de meilleure pureté. C'est cette résine que j'ai
majoritairement utilisée.
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Résine d’affinité pour les fusions GST :

Le principe de cette purification repose sur I'interaction enzyme-substrat. Dans ce cas, il s’agit
de la glutathion S-transférase (GST) et du glutathion (GSH). La protéine recombinante est ainsi
fusionnée a la GST et la résine est composée d’une matrice agarose sur laquelle du glutathion
a été immobilisé grace a un linker de 10 carbones. Cette méthode d’affinité permet une
purification rapide, non dénaturante et trés sélective des protéines fusionnées a la GST. Un
désavantage de cette technique réside dans la taille de I'étiquette GST (26 kDa), qui peut
éventuellement dimériser ou créer une géne stérique empéchant la formation du complexe
par co-expression. L'élution de la protéine d’intérét étiquetée avec une GST est effectuée par
ajout de glutathion réduit libre (GSH) dans un tampon d'élution tamponné. Il y aura ainsi
compétition entre le GSH libre et immobilisé. Etant donné que I'affinité de la GST pour le
glutathion libre est supérieure a celle pour le glutathion immobilisé, la protéine se dissocie
alors de la matrice et est éluée.

Comme pour les affinités IMAC, I'élution peut également se faire par ajout d’'une protéase
permettant de cliver I'étiquette GST de la protéine d’intérét.

b. D’un point de vue expérimental

Deux résines ont été utilisées pour mes purifications en large scale : la résine TALON®
Superflow Metal Affinity Resin (Takara) et la résine Glutathione Separose® 4B (GE Healthcare).
Les résines sont conservées en volume pour volume dans 20% d’éthanol. Le volume de résine
utilisée est de 2 mL de mélange commercial, soit 1 mL de résine pure, pour 3L de culture
initiale en E. coli. Ces volumes sont en concordance avec les capacités de rétention des résines
données par les fournisseurs et les rendements des purifications.

La résine est ensuite lavée en eau ultra pure et équilibrée trois fois dans le tampon désiré, en
utilisant une centrifugation a basse vitesse (1000 rpm, 2min, 4°C).

Le lysat clarifié et la résine sont incubés en batch sous |égére agitation pendant 1h pour la
résine Glutathione Separose et 2h pour la résine TALON a 4°C.

La fraction non retenue, notée FT pour flow through, est éliminée aprés centrifugation a basse
vitesse. La résine est ensuite lavée, en batch dans un premier temps, avec 20 volumes de
tampon de lavage. L’échantillon est ensuite passé dans une colonne en plastique 10mL Pierce®
(ThermoFisher Scientific) et lavée 2 fois supplémentaires avec 10 volumes de tampon de
lavage. L'échantillon est ensuite élué dans le tampon d’élution adéquat, en deux temps et en
incubant 15 min entre chaque élution, afin d’obtenir un volume final de 0.5 mL ou 5 mL en
fonction du nombre de litre de culture initial (1 L ou 3-6L respectivement). L’élution peut
également se faire par ajout d’une protéase 3C (His6-3C ou GST-3C purifiées au laboratoire),
a raison de 1U de protéase pour 25 ug de protéine a cliver dans un volume final de 5 mL. La
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digestion est poursuivie sur la nuit a 4°C sous agitation douce. Pour finir le surnageant
contenant la protéine clivée est récupéré.

3. Purification par échangeuse d’ions

La chromatographie par échangeuse d’ions va permettre la séparation des protéines et
d’autres molécules en fonction de leur charge nette. Des résines de charge opposée a celle de
la protéine sont utilisées. Les protéines ont un caractére amphotere et leur charge nette
dépend de leur point isoélectrique (pl), ainsi que du pH du tampon considéré. Si le pH est
inférieur au pl, la protéine est chargée positivement, il faudra alors utiliser une colonne
échangeuse de cation, chargée négativement. Au contraire, lorsque le pH est supérieur au pl,
la protéine est chargée négativement, I'utilisation d’une résine échangeuse d’anions chargée
positivement sera alors nécessaire.

Durant ma thése, j'ai utilisé une colonne échangeuse d’anion fort, HiTrap® Q HP 1 mL (GE
Healthcare), branchée sur un systéme de purification AKTA Pure (GE Healthcare). La protéine
d’intérét, apres avoir été purifiée par une premiere étape d’affinité, est diluée dans son
tampon pour obtenir une concentration en NaCl de 50 mM. L’échantillon est alors chargé sur
la colonne préalablement équilibrée, via la pompe échantillon de I’AKTA. La colonne est
ensuite lavée avec 20 volumes de colonne (VC) du tampon d’équilibration, puis I’échantillon
est élué grace a un gradient de NaCl allant de 50 a 1000 mM.

Cette étape de purification n’est pas forcément mise en ceuvre. En effet si la pureté de
I’échantillon apres I'étape d’affinité est suffisante, I’échantillon peut étre directement injecté
sur chromatographie d’exclusion stérique. Pour la purification de CHD1L, cette étape a été
essentielle afin d’éliminer ’ADN contaminant.

4. Chromatographie d’exclusion stérique

La chromatographie d’exclusion stérique également appelée filtration sur gel ou gel filtration,
permet de séparer les molécules en fonction de leur taille et de leur forme. Les gel filtrations
sont trés utilisées comme derniere étape de purification. Elles permettent notamment de
séparer les formations oligomériques non désirées, tels que les agrégats, mais également de
changer de tampon de maniere progressive.

Nous disposons au laboratoire de plusieurs types de gel filtrations :

- Les gel filtrations analytiques : Superdex® 200 10/300 GL (gamme de séparation 10 a
600 kDa) ou Superdex® 75 10/300 GL (gamme de séparation 3 a 70 kDa) de GE
Healthcare. Ces colonnes ont un volume de résine de 24mL et permettent une
injection maximale de 0.5 mL d’échantillon. Ces colonnes sont donc utilisées pour les
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premieres caractérisations en large scale et le plus souvent I'échantillon ne provient
que d’1L de culture initiale.

- Les gel filtrations préparatives : Superdex® 200 16/600 ou Superdex® 75 16/600, les
gammes de séparation de ces colonnes sont toujours de 10-600 et 3-70 kDa
respectivement. Ces colonnes ont un volume de résine de 124mL et permettent une
injection maximale de 5 mL d’échantillon (provenant généralement de 3 a 6L de culture
initiale). Elles permettent la purification d’une grande quantité de protéine, qui pourra
étre utilisée pour les caractérisations biophysiques et structurales.

Toutes ces colonnes sont branchées sur un systétme de chromatographie AKTA Pure (GE
Healthcare).

5. Concentration et vérification

La protéine / le complexe protéique d’intérét est alors concentré a I'aide d’'un concentrateur
Amicon® Ultracell (Millipore) dont la taille des pores (cut off) est adaptée a I’échantillon. La
concentration se fait de maniéere progressive a 2500-3500 rpm en mélangeant I’échantillon
toute les 2 min. En effet, de nombreuses protéines étudiées ont tendance a précipiter lors de
cette étape. La concentration finale obtenue dépend donc de la protéine étudiée et de son
seuil de précipitation. Dans certains cas, le facteur limitant est également la quantité de
protéine produite. En effet, les purifications des protéines sur lesquels j'ai travaillé impliquent
des protéines complexes, qui ont souvent un rendement faible méme aprés optimisation (<0.5
mg/L de culture initial).

Afin de s’assurer de la qualité de la protéine obtenue, toutes les étapes de la purification sont
vérifiées sur gel SDS-PAGE en condition dénaturante. Cela permet un suivi de la protéine au
cours de la purification et de détecter les étapes critiques, entrainant une perte de la protéine
et ainsi d’optimiser le protocole de purification.

6. Inconvénients et avantages du systeme d’expression E. coli

Le systeme d’expression en bactéries posséde de nombreux avantages. C’est une approche
peu onéreuse, rapide a mettre en ceuvre et qui permet, dans la plupart des cas, la purification
d’une grande quantité de protéines. Elle permet également |'utilisation de poly-cistrons, trés
pratique dans le cadre de la co-expression et co-purification de complexes protéiques.
De plus, dans ce systéme procaryote, il n'y a pas de modifications post-traductionnelles
(PTMs), ni de glycosylation, a I'inverse des systémes eucaryotes. Cela permet ainsi d’obtenir
des protéines plus homogénes. Cette méthode est donc particulierement adaptée a mes su-
jets de these et de maniere plus générale aux études structurales par cristallographie néces-
sitant de grandes quantités de protéines purifiées et homogénes.
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Cependant, ce systéme possede également des inconvénients. En effet, comme évoqué pré-
cédemment la protéine recombinante n’aura pas PTMs, ni de glycosylation, pouvant étre un
parameétre déterminant a la solubilité de la protéine, mais également a son étude in vivo. Ces
aspects sont également cruciaux pour la production de produits pharmaceutiques destinés a
étre administrés chez I'Homme.

IV. Caractérisation biophysique

1. Principe de la caractérisation et la quantification de ipp

Les ipp sont d'une importance capitale dans la totalité des processus cellulaires, d’ou la
nécessité de les caractériser. Les ipp peuvent étre décrites par différentes constantes, qui
refletent la force d'interaction ou encore les cinétiques d'association/de dissociation du
complexe.

La plus connue est la constante de dissociation a I’équilibre, ou Kp. En effet, tous les systemes
tendent vers un équilibre, I’état le plus stable. Le Kp reflete la force d’'une interaction et permet
ainsi la quantification de I'affinité de liaison. Plus la valeur Kp est basse, plus I'affinité de liaison
entre les deux partenaires est élevée. Cette affinité est influencée par la combinaison de
différentes forces, comme les liaisons hydrogenes, les forces de Van der Waals (interactions
électrostatiques) et des effets hydrophobes.

Si nous considérons I'équation (1) qui décrit la formation d’un complexe AB a partir de
molécules A et B.

on

k.
Equation(1) A + B == AB

off

Le Kp associé a cette réaction peut alors s’écrit sous la forme de I'équation (2).

i 1 _ ko [Alx[B]
Equation (2) Kp = o KZ =B

La constante de dissociation a I'équilibre (Kp), qui correspond a l'inverse de la constante
d’association (Ka), dépend des concentrations de molécules A et B libres en solution, ainsi que
de la concentration de complexe AB formé a I'équilibre. Le Kp est également lié aux constantes
cinétiques d'association (kon) et de dissociation (ko) du complexe. Ces constantes nous
informent sur la dynamique du systéeme, en nous fournissant les vitesses avec lesquelles le
complexe se forme et se dissocie.

Un complexe peut également étre caractérisé par ces parametres thermodynamiques :
I’enthalpie H, I’entropie S et I'énergie libre de Gibbs G.

L’enthalpie, notée H, permet d’évaluer I'énergie interne d’un systéme, correspondant a une
guantité de chaleur absorbée. Lorsque la variation d’enthalpie est négative, AH < 0, la réaction
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est exothermique et produit de la chaleur. Inversement lorsque la variation d’enthalpie est
positive, AH > 0, la réaction est endothermique et absorbe de la chaleur.

Le second paramétre thermodynamique est I'entropie, notée S. Cette variable mesure le
degré de désordre d’un systeme.

Les fonctions d'état AH et AS, permettent d’obtenir des informations sur les événements
moléculaires et les mécanismes de liaison. Le AH d'une interaction est le résultat de toutes les
influences positives et négatives de la liaison (liaisons hydrogénes, interactions
électrostatiques et Van des Walls). Le AS permet de transcrire le degré global de liberté
conformationnelle lors de la formation du complexe et [|'établissement d'interactions
hydrophobes.

Ces deux parameétres thermodynamiques AH et AS, en lien avec la température, notée T,
permettent de décrire la variation d’énergie libre de Gibbs, aussi nommée enthalpie libre, ou
AG, comme montré dans I'équation 3.

Equation (3) AG = AH — TAS

L'énergie libre de Gibbs est la fonction d’état la plus importante d’un systeme. Elle traduit
I’énergie libre du systeme et sa variation mesure la quantité d’énergie disponible, permettant
ainsi de déterminer la spontanéité d’un processus. Ainsi, si AG est négative, la réaction est
spontanée et qualifiée d'exergonique, le systeme est favorable a la formation du complexe
AB. Inversement si AG est positive, la réaction est endergonique et non spontanée, les
partenaires A et B non liés seront donc plus stables et il n’y aura pas de formation du complexe
AB.

L’énergie libre de Gibbs est également liée a I'affinité de liaison par la loi d’action de masse,
telle que décrit dans I’équation (4).

Equation (4) AG = RT X In(Kp)

Par conséquent, une affinité extrémement élevée n'est atteinte que lorsque I'enthalpie et
I'entropie contribuent de maniéere optimale a la liaison. L'affinité de liaison maximale se
produit lorsque la variation d’énergie libre (AG) est trés négative.

Il est donc important d’étudier le profil thermodynamique d’'un complexe, qui compile les
parameétres AH, AS et AG afin d’obtenir des informations sur le mécanisme de liaison. Il est
ainsi possible de voir rapidement quelles sont les forces qui contribuent a la liaison et si
I'interaction est portée par I’enthalpie ou I'entropie (enthalpy or entropry driven).

Ces approches sont notamment critiques pour I'étude et I'optimisation de petites molécules,
comme des candidats médicaments. En effet, il est essentiel de déterminer la signature
thermodynamique d’un composé afin de comprendre quelles forces contribuent a la liaison
et pouvoir ainsi optimiser le composé. On pourra par exemple augmenter |'affinité d’un
composé en minimisant les pertes d'entropie conformationnelles et/ou en augmentant le
nombre de liaisons favorables, comme les liaisons hydrogenes. Il est également important de
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caractériser les parameétres cinétiques, afin d’estimer le temps d'action d'une molécule et a
terme la dose et la fréquence d'administration d'un médicament.

2. Comparaison des techniques biophysiques existantes

Il existe de nombreuses techniques permettant I'études des ipp. On trouve entre autres, la
résonance plasmonique de surface (SPR), la titration calorimétrique isotherme (ITC), la Bio-
Layer Interferometry (BLI), la thermophorése a micro-échelle (MST) ou encore I'anisotropie de
fluorecence (FA). Ces techniques permettent la détermination de I'affinité de liaison mais
également en fonction de la technique utilisée, des constances cinétiques et/ou
thermodynamiques.

Toute ces techniques possedent des avantages et inconvénients, décrits dans le Tableau 12.

A ce jour, la seule approche permettant de déterminer directement la contribution des
parameétres thermodynamiques est la titration calorimétrique isotherme (ITC). Pour la plupart
des autres techniques, ces parameétres peuvent étre déterminés de maniere indirecte en
effectuant plusieurs mesures a différentes températures.

La technique la plus utilisée pour la détermination des constantes cinétiques reste a ce jour la
SPR. Cependant la BLI, moins connue, permet les mémes prestations en restant moins
onéreuse. De plus, grace au développement de nouveaux logiciels comme « KinITC », il est
maintenant possible d’extrapoler des parameétres cinétiques des expériences d’ITC.
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Tableau 12 : Comparaison de différentes techniques biophysiques pour la caractérisation

des ipp
Principe Parameétres | Avantages Inconvéniants
mesurés
ITC Titrage en solution d’un premier partenaire dans | Affinité, - Interaction en -Grande quantité et
une cuve avec un second partenaire, injecté au fur | parametres solution concentration de
et a mesure jusqu’a obtention de la saturation. thermodynami - Pas de marquage protéine
(cf. partie « Titration calorimétrique isotherme ou | que, -Tampon strictement

ITC »)

stoechiométrie

identiques
-Fragilité de la seringue

une plaque : le premier partenaire (quantité fixe) et
incubé avec différentes concentration (gamme) du
second partenaire, qui est lié au fluorophore.

La dépolarisation de fluorescence est alors mesurée
au cours du temps. Elle dépend de I'échantillon
(mouvement brownien,..) mais est principalement
par la rotation par diffusion des
fluorophores. Par exemple, si un complexe est

causée

formé, il tournera moins vite et la lumiére sera
faiblement polarisée. En revanche, si la protéine
marquée n’est pas fixée, elle tournera rapidement
et la lumiere fortement

sera dépolarisée.

L’anisotropie sera alors plus faible.

rapide

-La fluorescence
interne des
tryptophanes peut
étre utilisée

d’injection
SPR Le premier partenaire (ligand) est immobilisé sur | Affinité, -Faible quantité et -Immobilisation du ligand
une puce composée d’une surface en or. Le second | Cinétique, concentration de -Mise en place longue
partenaire (l'analyte) est injecté sur cette puce via | stoechiométrie protéines (préparation de la puce)
un systeme de microfluidique. -Mélange de -Interaction aspécifiques
(cf. partie « La résonance plasmonique de surface tampon possible avec la puce
(SPR) ») -Systéme de
microfluidique
nécessitant de I'entretien
BLI Un ligand est immobilisé sur le bio-sensor (ou bio- | Affinité, -Faible quantité et -Immobilisation du ligand
capteur), qui est ensuite trempé dans une solution | Cinétique concentration de -Interaction aspécifique
contenant le second partenaire, I'analyte. |’échantillon avec le bio-sensor
La BLI est une méthode optique. Elle analyse de la -Mélange de
différence de réflexion de la lumiére (interférences) tampon possible
en présence et en I'absence de I'interactant, créant -Rapide a mettre en
une différence d’épaisseur sur le biocapteur. ceuvre
MST | Les deux interactants sont mélangés et placé dans | Affinité -Mise en place -Utilisation fréquente
des capillaires : le premier partenaire (quantité fixe) rapide d’un fluorophore (la
et incubé avec différentes concentration (gamme) -La fluorescence protéine marquée doit
du second partenaire, qui est lié au fluorophore. interne des étre monodisperse)
La MST est une méthode qui combine détection de tryptophanes peut -Interaction aspécifique
fluorescence et thermophorése. étre utilisée avec le fluorophore
Le mouvement des molécules le long d’un gradient -Interaction en capillaires
de température microscopie dans le capillaire est
mesuré. La variation de fluorescence permet de
détecter les changements liés a l'interaction, et
permet grace a la gamme la détermination du Kp.
FA Les deux interactants sont mélangés et placé dans | Affinité -Mise en place -Utilisation fréquente

d’un fluorophore
-Lecture en plaque
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L'ITC est une technique de référence utilisée dans les études quantitatives d’interactions bio-
moléculaires. De nos jours, c’est la seule technique qui permet de mesurer directement I'affi-
nité de la liaison (Kp), avec une sensibilité allant du millimolaire au nanomolaire (~1 nM), et
qui permet également de déterminer les paramétres thermodynamiques (AG, AH, AS), ainsi
gue la stoechiométrie de I'interaction correspondant aux nombres de sites de liaison. L'ITC a
I’'avantage de se faire en solution et ne nécessite pas I'immobilisation d’un des partenaires, ni
la modification d’un des partenaires par une étiquette ou un fluorophore (label-free). Cette
méthode s’applique aussi bien aux protéines, qu'aux acides nucléiques, lipides ou autres pe-
tites molécules (Falconer 2016).

L'expérience d’'ITC est effectuée dans un espace fermé (systéme adiabatique) a température
contrblée et sous pression constante.

L'ITC repose sur la mesure directe de chaleur libérée ou absorbée durant un événement de
liaison entre biomolécules. Le premier partenaire est situé dans la cellule échantillon, le
second partenaire dans la seringue. La protéine de la seringue est alors injectée au fur et a
mesure dans la cellule échantillon sous agitation constante. Cette protéine diffuse dans
I’ensemble de la cellule, et va alors pouvoir s’associer a son partenaire. La titration se poursuit
jusqu’a saturation de la protéine présente dans la cellule. Cette interaction va créer a chaque
injection une différence de température (exothermique ou endothermique), qui sera
compensée par |'appareil. En effet, I'appareil est composé en plus de la cellule échantillon,
d’une cellule de référence contenant de I'eau. L’appareil va alors maintenir les deux cellules a
températures identiques (AT~0), il y aura alors injection d’énergie sous forme d’un courant
afin de compenser les variations de températures provoquées par la réaction de formation du
complexe. L'appareil enregistre les variations d'intensité du courant de rétroaction (ou DP
pour différence de potentiel), qui sont représentées par des pics de valeur négative pour une
réaction exothermique ou de valeur positive dans le cas d’une réaction endothermique.
Chaque pic correspond ainsi a une injection. A la fin de I'expérience, un plateau de saturation
est atteint, le second partenaire est alors en exces dans la cellule échantillon. Les pics sont
ensuite intégrés et tracés en fonction du ratio molaire. Ce graphique permet la détermination
du AH (et par extrapolation du AS et AG), du Kp et de la stoechiométrie.
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Figure 32 : Principe de la titration calorimétrique de I’appareillage a I'analyse des données
Panel de gauche : représentation schématique des différents composants du calorimetre
Panel de droite : analyse des résultats. Le AH correspond a la variation entre la plus haute et
la faible valeur d’enthalpie. L’affinité correspond a la pente de courbe et le centre de cette
courbe permet de déterminer la stoechiométrie de I'interaction.

Durant cette these, deux appareils ont été utilisés : MicroCal iTC200 et MicroCal PEAQ-ITC
(Malvern). Les expériences d’'ITC ont été réalisées en collaboration avec le Dr. Eric ENNIFAR a
I"IBMC de Strasbourg, avec I'aide de Mme Cyrielle SILVA-DA-VEIGA et M. Philippe WOLFF. Les
expériences ont été effectuées a 25°C avec dans la cellule échantillon les paires d’histones a
une concentration de 10 uM et dans la seringue les chaperons d’histones a une concentration
de 90 uM. 27 injections ont été réalisées avec un volume de 1,5 uL et d’'une durée de 3 sec,
chaque injection a été espacée de 150 sec.

La SPR est une technique biophysique permettant de mesurer les ppi par méthode optique.
Le premier partenaire (ligand) est immobilisé sur une puce composée d’une surface en or. Le
second partenaire (l'analyte) est injecté sur cette puce, via un systéme de microfluidique. Les
variations de l'indice de réfraction a la surface d’une puce en or, en présence et en |'absence
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de I'analyte, sont alors mesurées. Pour ce faire, les photons viennent frapper la puce et sont
convertis en une densité électronique de surface (plasmons), qui ne réfracte plus la lumiere.
D’un point de vue pratique, les mesures de SPR et leurs analyses ont été effectuées par Mme
Camille KOSTMANN ingénieure responsable de I'appareil. Les mesures ont été effectuées sur
un appareil Biacore T200 (GE Healthcare -Biacore), en utilisant une puce de type CM5. De
maniére exceptionnelle les détails techniques de ces expériences seront détaillés dans la
partie résultat.

La diffusion dynamique de la lumiére ou DLS permet de mesurer rapidement la distribution
de la taille des particules en solution. Ainsi, il est possible de déterminer la polydispersité d’'un
échantillon en solution correspondant a ’homogénéité de I'échantillon. Pour ce faire, un laser
vient traverser la solution, ce qui permet de quantifier les fluctuations dynamiques de la
lumiére diffusée au cours du temps et de calculer un coefficient de diffusion propre a
I’échantillon. Par exemple, plus les particules sont grosses moins elles sont mobiles, I'intensité
diffusée variera donc moins vite au cours du temps que pour des particules plus petites, ayant
une plus forte mobilité.

Pour réaliser mes expériences, j'ai utilisé I'appareil DLS DynaPro NanoStar (Wyatt). Les
échantillons ont été centrifugés 15 min a 15000 g et a 4°C avant toute mesure, afin d’éliminer
les éventuels agrégats. Les mesures ont été réalisées dans des cuvettes en plastique ou en
guartz, selon le volume d’échantillon disponible.

Cette technique combine la détection de fluorescence et la thermophorése. Elle permet de
déterminer la température de fusion (Tm) d’une protéine et ainsi d’estimer sa stabilité. Cette
méthode ne nécessite pas de marquage de la protéine, car elle utilise la fluorescence
intrinseéque des tryptophanes et des tyrosines, afin de suivre le dépliement des protéines. Le
ratio des intensités de fluorescence 350 et 330 nm permet donc de suivre le dépliement de la
protéine, en suivant le changement d’environnement des tryptophanes et des tyrosines.

L’échantillon est placé dans un capillaire. La puissance du laser d’excitation est alors réglée de
maniere a avoir entre 5000 - 20000 coups. L'appareil chauffe alors ce capillaire, a I'aide du
laser en augmentant la température d’un degré par minute jusqu’a attendre 95°C, tout en
suivant la fluorescence a 350 et 330 nm en temps réel.
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Durant ma thése, j’ai utilisé I’appareil Prometheus NT.48 (Nanotemper). Cette technique a été
utilisée pour comparer la stabilité de plusieurs constructions d’'une méme protéine, mais
également la stabilité de complexes ou encore comparer différents tampons.

L'Ultracentrifugation Analytique (AUC) permet d’étudier les macromolécules en
solution, en les soumettant a une force centrifuge. Deux méthodes d’AUC peuvent étre mises
en ceuvre sur la plateforme biologie et génomique structurale de I'lGBMC : la vitesse de
sédimentation (AUC-SV) ou I’équilibre de sédimentation (AUC-SE).

L’AUC-SV permet de mesurer la vitesse de sédimentation (équation de Svedberg) des
protéines soumises a une force centrifuge générée dans une centrifugeuse. La vitesse de
sédimentation dépend des paramétrages de l'instrument mais également des propriétés de la
protéine et des caractéristiques de son tampon. La AUC-SV permet ainsi la validation de
I’'homogénéité de I’échantillon, la quantification de la proportion d’agrégats mais renseigne
également sur |'état oligomérique de I’échantillon et sur la distribution des tailles en solution
utile dans le cadre de complexes multiprotéiques.

L’AUC-SE utilise les mémes principes que I’AUC-SV. Cependant I'expérience est effectuée avec
plusieurs vitesses de centrifugation plus faibles. Cela permet d’obtenir un équilibre entre la
force de sédimentation et la force opposée de diffusion (rétrodiffusion) et ainsi d’atteindre un
équilibre de concentration pour chaque type de protéine présente en solution. L’AUC-SE est
cependant plus difficile a mettre en ceuvre car elle nécessite des échantillons beaucoup plus
purs et homogenes. L’AUC-SE, permet donc en plus de la validation de ’homogénéité d’un
échantillon, une détermination plus exacte de la masse moléculaire, mais également la
caractérisation des équilibres de liaison, comme les transitions monomere-dimére ou les
interactions entre différentes protéines.

Dans mon projet de these, ’AUC a été utilisée pour analyser I’échantillon His10-TRX-ANP32E1
(ZID). Une ultracentrifugeuse Proteomelab® XL-1 (Beckman Coulter) a été utilisée.

Pour I’AUC-SE, I’échantillon a été concentré a une DO 280nm ~ 0.26 (recommandée 0.1 a 0.3)
et 3 vitesses de centrifugation ont été utilisées 18K, 27K et 32K rpm.

Pour les expériences d’AUC-SV, I'échantillon a été concentré a une DO 280nm ~ 0.7
(recommandée 0.3 a 1.2), et une vitesse de centrifugation de 50K rpm a été utilisée.
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V. Caractérisation structurale

Afin de pourvoir déterminer la structure 3D des protéines que j'étudie par la méthode de
cristallographie par diffraction aux rayons X, une étape préalable est indispensable : la
cristallogenese.

1. Essais de cristallisation pour CHD1L

Des essais de cristallisation ont été effectués pour différentes constructions de CHD1L. Pour
ce faire, j’ai utilisé des plagues MRC2 de 96 puits et les conditions de criblage disponibles sur
la plateforme de biologie et génomique structurale de I'lGBMC. Parmi ces conditions de cri-
blage, j'ai notamment utilisé le « screen TOP 96 » commercialisé par Anatrace qui combine les
96 conditions les plus représentées parmi tous les dépobts de la Protein Data Bank (PDB). Le
volume de précipitant dans le réservoir était de 50 uL. Les gouttes de cristallisation ont été
préparées a I'aide du robot de cristallisation Mosquito (TTP Labtech) par méthode de diffusion
de vapeur sur goutte assise. Les gouttes ont été formées par mélange précipitant : protéine,
de 100 nL : 100 nL ou 100 nL : 200 nL, afin de concentrer d’avantage la protéine.

Les plaques sont ensuite scellées par un film transparent et incubé a 20°C dans le robot Rock
Imager® de Formulatrix. Ce robot permet le suivi de I’évolution par prise automatique de cli-
chés des gouttes de cristallisation dans un environnement sous température controlée.

2. Traitement du jeu de données du chaperon ANP32E6 -LRR

La cristallisation ainsi que I'acquisition du jeu de données pour la protéine ANP32E6 (LRR) ont
été réalisées avant mon arrivée par les membres de I'équipe. L’acquisition du jeu de données
a été effectué sur la ligne Proxima 1 du synchrotron SOLEIL (détecteur : Pilatus 6M de Dectris).
La protéine ANP32E6 a été concentrée a 11 mg/mL et les conditions de cristallisation qui ont
permis I'obtention de cristaux étaient les suivantes : 0.1 M Cacodylate de sodium pH7, 28%
PEG 3350, et 0.2 M Formiate de sodium. La cryo-protection a été effectuée dans les mémes
conditions que celles de cristallisation supplémentées avec 20% PEG200.

La résolution de la structure n’avait cependant pas été effectuée lors ce que j'ai repris le
projet, je I'ai donc réalisée. Les données de diffractions ont tout d’abord été traitées a I'aide
du programme XDS (Kabsch 2010), puis Aimless (suite CCP4, (Collaborative 1994). La structure
a ainsi été résolue par remplacement moléculaire, en utilisant Phénix (Adams et al. 2002;
2010) et comme modele la région riche et répétée en leucine (LRR) de ANP32A (identifiant
PDB : 4X0S). Les cristaux appartiennent au groupe d’espace Pi.
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Des analyses par coloration négatives ont également été mises en ceuvre afin de vérifier la
qualité des nucléosomes reconstitués.

La coloration négative est une technique de microscopie électronique en transmission (MET)
qui permet d’obtenir une image a fort contraste de I'échantillon considéré. Pour cela, un
« moulage » de I'’échantillon est réalisé a I'aide d’une solution de sels d’uranium. La variation
d’épaisseur en métaux lourds due a la présence ou a I'absence de biomolécules entraine une
forte variation de la diffusion du faisceau d’électrons, contribuant au contraste de I'image.
De maniére pratique, les grilles de carbone CF300-CU-50 (Electron Microscopy Sciences) sont
tout d’abord traitées par décharge de plasma (80% d’argon et 20% d’oxygene) durant 30 sec
sur un appareil Model 1070 NanoClean (Fischione instruments) afin de rendre la surface de la
grille hydrophile et de permettre |'adsorption de I’échantillon. 5ulL d’échantillon de
nucléosome H2A ou variant H2A.Z (gamme de dilution: 0.3 uM a 0.03 uM) sont ensuite
mélangés a 0.5 plL de glutaraldéhyde 1%, et déposé sur grille. Au bout d’1 min I'excédent est
absorbé grace a un papier filtre. 10 pL de colorant, une solution d’acétate d’uranyle a 2%, sont
ensuite déposés sur la grille et laissés 1 min. L'excédent est absorbé avec du papier filtre,
I'opération de coloration est effectuée une seconde fois. Les échantillons ainsi colorés sont
analysés a I'aide du microscope Tecnai F20 (FEI).
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Chapitre 3 : Interaction du variant
d'histone H2A.Z avec ses chaperons YL1 et
ANP32E

[. Introduction

1. Vued’ensemble

Le variant d’histone H2A.Z a été identifié en 1980, grace aux travaux de Michael H.P. West et
William M. Bonner (West et Bonner 1980). |l fait partie des variants d’histone les plus étudiés.
Le variant d’histone H2A.Z est un variant essentiel présent chez tous les eucaryotes (louzalen,
Moreau, et Méchali 1996). Il est hautement conservé avec ~90% d'identité de séquence entre
les différents organismes (Suto et al. 2000).

H2A.Z partage une homologie élevée de 60 % avec H2A, mais differe au niveau de son
extrémité N-terminale, des boucles L1 et L2 et de sa queue C-terminale, en particulier au
niveau de son hélice a-C, comme le montre la Figure 33. Cela suggere des fonctions uniques
et importantes pour H2A.Z (Zlatanova et Thakar 2008).
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Figure 33 : Alignement de séquence entre hH2A et hH2A.Z

L'alignement a été réalisé en utilisant Jalview 2.11.1.0 et coloré en utilisant la méthode par
pourcentage d’identité. Les séquences des histones proviennent de la base de données NCBI
avec les numéros d’accession suivants : H2A NP_003501.1 et H2A.Z.1 NP_002097.1

Une partie du domaine d’ancrage (docking domain) de H2A.Z, nommée cassette M6, est
nécessaire aux fonctions de H2A.Z et a la survie chez |la Drosophile (Clarkson et al. 1999).
Cette cassette M6 contient le motif de séquence « DEELD » caractéristique de H2A.Z au niveau
de I'hélice a-C. En comparaison, I'histone canonique H2A contient le motif « DEELN ».

H2A.Z contient également une délétion d'un acide aminé « G » dans cette cassette M6 par
rapport a H2A.
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2. Structure

Malgré un pourcentage d’identité de 60% avec I’histone canonique H2A, le nucléosome H2A.Z
a une structure globalement conservée (Suto et al. 2000), comme le montre la Figure 34.

Il existe cependant des différences notables au niveau structural. H2A.Z possede ainsi un patch
acide plus étendu. Ce patch acide est lié au domaine d'amarrage de H2A.Z.

De plus, H2A.Z semble entrainer une légére déstabilisation de la particule de cceur, avec
notamment une altération de l'interface du dimeére H2A.Z/H2B. Plus précisément, H2A.Z
impacte la liaison entre les diméres H2A.Z/H2B et le tétramére H3/H4, notamment au niveau
de la boucle L1 de H2A.Z et au niveau des domaines d’ancrage avec H3/H4, avec des
différences au niveau de I'hélice aN de H3 et aC de H2A.Z. Toutefois, malgré ces différences,
le changement de stabilité de la particule reste subtil avec des résultats contrastés (Suto et al.
2000).

Figure 34 : Structure du nucléosome H2A.Z

A. Structure globale d’un nucléosome homotypique H2A.Z. H2A.Z est représenté en bleu foncé
B. Comparaison des potentiels électrostatiques de H2A et H2A.Z, mettant en avant le patch
acide plus étendu de H2A.Z (Suto et al. 2000).

3. Lesisoformes de H2A.Z

Le variant d’histone H2A.Z est codé par deux genes paralogues, H2AFZ et H2AFV. Ces deux
génes codent pour deux isoformes, H2A.Z.1 et H2A.Z.2.1 respectivement, conservés chez les
chordés. H2A.Z possede également un variant d’épissage alternatif de H2A.Z.2.1, spécifique
aux primates, nommé H2A.Z.2.2 (Giaimo et al. 2019).

Ces différents isoformes sont présentés sous la forme d’un alignement de leurs séquences
humaines dans la Figure 35.
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aN al L1 a2

H2A.Z.1 1 79
H2A.Z.2.1 1 79
H2A.2.2.2 1 79

a3 aC aC ext.

H2A.Z.1
H2A.2.2.1
H2A.2.2.2

Docking domain

Figure 35 : Alignement des isoformes humains de H2A.Z

L'alignement a été réalisé en utilisant Jalview 2.11.1.0 et coloré en utilisant la méthode par
pourcentage d’identité. Les séquences des histones proviennent de la base de données NCBI
avec les numéros d’accession suivants: H2A.Z.1 NP_002097.1, H2A.Z.2.1 NP_036544.1,
H2A.Z.2.2 NP_619541.1

aC ext. = extension de I'hélice C-terminale spécifique de H2A.Z. Elle est possible grace a
I’'absence de G98 présente dans hH2A

Les deux isoformes H2A.Z.1 et H2A.Z.2.1 ne différent que de trois résidus, le résidu 14 dans la
queue N-terminale Thr/Ala, le résidu 38 Ser/Thr dans le HFD et le résidu 127 a la fin de la
queue C-terminale Val/Ala. Quant aux isoformes H2A.Z.2.1 et H2A.Z.2.2, ils different dans leur
gueue C-terminale, celle de H2A.Z.2.2 étant plus courte. De ce fait, les nucléosomes contenant
H2A.Z.2.2 ont une liaison réduite aux histones voisines au sein de I'octamére et sont donc
nettement moins stables que ceux contenant H2A.Z.2.1 (Bonisch et al. 2012).

La majorité des études ont été menées chez la levure, qui ne posséde qu’un seul géne codant
pour H2A.Z : HTZ1. Ces études chez la levure ne sont donc pas représentatives de H2A.Z
humain, qui présente une plus forte complexité avec ces trois isoformes.

De plus, ces trois protéines humaines sont souvent appelées collectivement H2A.Z, sans
distinction entre les différents isoformes, ce qui rend d’autant plus complexe la caractérisation
de ce variant. H2A.Z fait le plus souvent référence a H2A.Z.1, qui a été découvert en premier
et est le plus étudié. C’'est également H2A.Z.1 que j’ai utilisé dans la suite de ce manuscrit.

Ainsi, chez les chordés, les fonctions souvent opposées et les facettes contrastées de H2A.Z
observées dans la littérature sont majoritairement liées a un manque de connaissance sur
I'isoforme concerné.

Les publications les plus récentes tiennent compte des différents isoformes, permettant une
meilleure compréhension de la biologie de H2A.Z. Il est d’ores et déja clair que ces isoformes
semblent avoir des fonctions qui leur sont propres.

Par exemple, les isoformes H2A.Z.1 et H2A.Z.2 sont exprimés dans divers tissus chez les
vertébrés, avec une expression plus ou moins forte selon la localisation. H2A.Z.1 est présent
majoritairement au niveau du cerveau et H2A.Z.2 au niveau du foie et des reins (Dryhurst et
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al. 2009). Chez 'Homme, H2A.Z.2.2 est exprimé dans une large gamme de tissus avec une
expression prononcée dans les tissus cérébraux (Bonisch et al. 2012).

De plus, la distribution de ces isoformes dans la chromatine semble également différente.
H2A.Z.2 est préférentiellement associé a la marque H3K4me3 (Dryhurst et al. 2009), marque
lie a la chromatine active et a I’activation de la transcription (Lawrence, Daujat, et Schneider
2016). H2A.Z.1 est, quant a lui, associé a la protéine BRD2 (contenant des bromodomaines) et
est impligué dans l'activation transcriptionnelle des genes régulés par les récepteurs
androgenes (AR) (Draker et al. 2012).

Ces différences associées a la létalité des souris génétiqguement inactivées pour H2A.Z.1
suggerent fortement que les isoformes H2A.Z peuvent avoir des fonctions non redondantes
(Faast et al. 2001) (Vardabasso et al. 2014).

4. Roles et localisation génomique de H2A.Z

Des expériences d’invalidation génétique de H2A.Z ont mis en avant les fonctions complexes
et essentielles de H2A.Z. La suppression de H2A.Z dans les eucaryotes simples, comme chez la
levure a fission, n’est pas |éthale, mais entraine une croissance ralentie, ainsi que des défauts
de ségrégation des chromosomes. Chez d'autres organismes modéles, tels que Tetrahymena
thermophila, Drosophila melanogaster, Xenopus laevis et Mus musculus, ce variant est
essentiel a leur viabilité (Carr et al. 1994) (Jackson et Gorovsky 2000) (Faast et al. 2001)
(Zlatanova et Thakar 2008) (Vardabasso et al. 2014).

H2A.Z a été montré comme exercant des effets pléiotropiques. H2A.Z controle des
événements nucléaires majeurs, tels que la régulation de la transcription, la délimitation de la
chromatine, avec notamment la régulation des barrieres entre I'euchromatine et
I'hétérochromatine, la réparation de I'ADN, la ségrégation des chromosomes, l'intégrité des
télomeéres, et ainsi, de maniére globale, la stabilité du génome (Vardabasso et al. 2014) (Billon
et Coté 2012) (Giaimo et al. 2019). H2A.Z a également été lié a divers processus biologiques,
tels que la mémoire et la transition épithéliale-mésenchymateuse (TEM) (Ramzan et al. 2020)
(Giaimo et al. 2019).

La maniére dont H2A.Z régule un si large spectre de processus divergents n'est que
partiellement comprise. De plus, il est surprenant que H2A.Z régule a la fois la répression et
I'activation transcriptionnelle.
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a. Régulation de la transcription

H2A.Z a rapidement été associé a la régulation de la transcription. Cependant, son role dans
ce processus reste flou et parfois contradictoire.

Le fait que H2A.Z joue un role dans la transcription a été initialement suggéré sur la base
d'observations chez Tetrahymena thermophila, ou H2A.Z n’est présent que dans le macro-
noyau transcriptionnellement actif et est absent du micro-noyau transcriptionnellement
inactif. Ces résultats montrent ainsi son implication dans I'activation de la transcription (Allis
et al. 1980).

Adam et ses collegues émettent ensuite I'hypothese selon laquelle H2A.Z permet de réguler
positivement la transcription des génes chez la levure, et notamment ceux du promoteur
GAL1. H2A.Z module les interactions avec les facteurs associés a I'ARN polymérase et il peut
contribuer au recrutement de I’ARN Polymérase Il dans les régions promotrices (M. Adam et
al. 2001).

Lors de I'activation de la transcription, le variant H2A.Z disparaitrait apres le remodelage de la
chromatine (Santisteban, Kalashnikova, et Smith 2000) (M. Adam et al. 2001). Les
nucléosomes contenant H2A.Z subissent donc un rapide turnover, ce qui est important pour
la régulation génétique et pour de nombreux autres processus nucléaires (Gerhold et Gasser
2014).

Mais H2A.Z a également été impliqué dans l'inactivation de la transcription. Les travaux de
Meneghini et al. ont mis en évidence, chez la levure, un effet dual de H2A.Z. En comparant les
transcriptomes de souche sauvage et htz1A (inactivation de H2A.Z de S.cerevisiae), ils ont
identifié 214 genes, qui sont activés de maniére significative par H2A.Z, et 107 autres genes,
qui sont réprimés par H2A.Z (Meneghini, Wu, et Madhani 2003).

D’autres travaux mettent également en avant cette dualité. L'inactivation de H2A.Z permet
une régulation a la hausse des genes impliqués dans la voie de signalisation Notch. La cascade
de transduction du signal Notch est hautement conservée et est essentielle pour le
développement embryonnaire et post-natal (Giaimo et al. 2018).

Au contraire, l'inactivation d’"H2A.Z permet une régulation a la baisse comme celle de la
signalisation des cestrogénes (ER) (Gévry et al. 2009).

Ainsi, H2A.Z est capable de moduler soit la répression, soit I'activation transcriptionnelle
(Giaimo et al. 2019).

Il est possible que les isoformes de H2A.Z jouent un réle dans ce processus, tout comme leurs
PTMs, comme nous le verrons dans le paragraphe suivant.

De plus, cette régulation par H2A.Z est potentiellement liée au recrutement de facteurs de
transcription et d’autres protéines associées a la chromatine (Martire et Banaszynski 2020).
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En effet, les levures htz1A montrent une altération du recrutement de nombreux co-
activateurs de la transcription, mais aussi de remodeleurs, tels que le médiateur, SWI/SNF ou
encore SAGA (Giaimo et al. 2019).

b. Ségrégation des chromosomes / barrieres
euchromatine-hétérochromatine

H2A.Z est également nécessaire au fonctionnement des centromeéres. Sa perte entraine une
formation incorrecte de I'hétérochromatine, une perte de cohésion des centromeéres, des
modifications de I'hétérochromatine péri-centromérique et des défauts de ségrégation des
chromosomes (Greaves et al. 2007) (Hou et al. 2010) (Krogan et al. 2004) (Rangasamy,
Greaves, et Tremethick 2004) (Martire et Banaszynski 2020).

De plus, H2A.Z est associé a la marque H3510 phosphorylée, ce qui soutient leur role dans la
condensation de la chromatine et pendant la mitose (Dryhurst et al. 2009).

Plus récemment encore, H2A.Z a été montré comme interagissant avec PWWP2A.
L'inactivation génétique de PWWP2A, dans les cellules humaines, entraine la prolifération
cellulaire, via un retard mitotique. L’inactivation génétique de PWWP2A chez Xénopus
entraine de graves défauts cranio-faciaux. Cela est d a des problemes de différenciation et
de migration des cellules de la créte neurale. Ainsi, PWWP2A permet de faire le lien entre
H2A.Z, la ségrégation chromosomiques et le développement (Plinzeler et al. 2017).

De plus, PWWP2A interagit avec MTA1, un sous-complexe de NuRD comprenant MTA1,
RBBP4/7, HDAC1 et HDAC2 et semble étre impliqué dans le contrdle de I’acétylation de H2A.Z
(Giaimo et al. 2019).

H2A.Z a également été retrouvé acétylé au niveau des domaines de I'euchromatine, mais pas
de I'hétérochromatine (Venkatasubrahmanyam et al. 2007).

Les travaux de Meneghini et al., chez la levure, (Meneghini, Wu, et Madhani 2003) ont mis en
évidence que les nucléosomes H2A.Z permettent de définir la frontiére entre les zones
d’euchromatine et d’hétérochromatine, en empéchant la propagation de I'hétérochromatine.

c. Réparation de '’ADN

Chez les mammiferes, la réparation des cassures double brin de I’ADN se fait de deux
maniéres, soit par recombinaison homologue (HR), soit par la jonction d'extrémités non
homologues (NHEJ). H2A.Z est important dans les deux mécanismes. En effet, son

incorporation au niveau du site de dommage de I'ADN génere une structure de chromatine
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ouverte, essentielle pour le fonctionnement du mécanisme de réparation de I'ADN (Y. Xu et
al. 2012). L'élimination de H2A.Z par son chaperon ANP32E initie la recombinaison
homologue, alors que le maintien de H2A.Z favorise la NHEJ (Gursoy-Yuzugullu, Ayrapetov, et
Price 2015) (Buschbeck et Hake 2017). De plus, H2A.Z, de pair avec H3.3, semble contribuer
avec PARP1 et CHD2 a I'assemblage des complexes NHEJ (Buschbeck et Hake 2017).

d. Localisation génomique

Plusieurs études pangénomiques ont permis de déterminer la localisation de H2A.Z. Tout
d’abord, il est retrouvé au niveau du site d’initiation de la transcription (TSS), ainsi qu’au
niveau des enhancers (Giaimo et al. 2019).

Chez la levure, H2A.Z est enrichi au niveau du TSS des genes actifs et inactifs. Il se situe dans
une zone bordant la NFR (Nucleosome Free Region) sur les nucléosomes -1 et +1 du TSS
(Guillemette et Gaudreau 2006) (Raisner et al. 2005).

Chez la drosophile, la localisation de H2A.Z aux promoteurs semble se limiter au nucléosome
+1 (Mavrich et al. 2008). En plus des promoteurs, le variant d’histone H2A.Z est également
présent au niveau d’éléments régulateurs, tels que les enhancers, ainsi qu’au niveau des
isolateurs des régions chromatiniennes (Barski et al. 2007).

De plus, I'occupation de H2A.Z est fortement corrélée avec la méthylation de H3K4 marquant
davantage son implication dans la modulation de I'activation génétique (Giaimo et al. 2019).
L'occupation de H2A.Z est inversement corrélée avec celle de I’ARN polymérase Il (B. Li et al.
2005).

H2A.Z est activement exclu des régions codantes par les facteurs FACT et spt6 associés a I’ARN
Polymérase Il (Jeronimo et al. 2015). Ceci est en accord avec l|'observation que les
nucléosomes- H2A.Z ne sont pas enrichis avec la marque H3K36me3, une marque associée a
I'élongation transcriptionnelle (Giaimo et al. 2019).

H2A.Z se situe également dans une moindre mesure dans le corps des genes. Ces derniers sont
alors associés a un état répressif, qui dépend de la mono-ubiquitination de H2A.Z effectuée
par les complexes PRC1 (Gomez-Zambrano, Merini, et Calonje 2019) (Probst, Desvoyes, et
Gutierrez 2020).

Ainsi, H2A.Z est également enrichi dans des régions non transcrites, a savoir

I’hétérochromatine péricentromérique, centromérique et télomérique (Meneghini, Wu, et
Madhani 2003) (Rangasamy, Greaves, et Tremethick 2004) (Greaves et al. 2007).
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5. PTMs

H2A.Z peut tout comme H2A avoir plusieurs PTMs. Ces dernieres sont présentées dans la
Figure 36.
(9
[} [} @ ¢
(% ¢C 0 ¢ e ¢ ® e ©
H2A.Z1 AGGKAGKDSGKAKTKAVSRSQRAGLQFPVGRIHRHLKSRTTSHGRVGATAAVYSAAILEYLTAEVLELAGNASKDLKY
H2A.Z.21 AGGKAGKDSGKAKAKAVSRSQRAGLQFPVGRIHRHLKTRTTSHGRVGATAAVYSAAILEYLTAEVLELAGNASKDLKY

H2A.Z.2.2 AGGKAGKDSGKAKAKAVSRSQRAGLQFPVGRIHRHLKTRTTSHGRVGATAAVYSAAILEYLTAEVLELAGNASKDLKY

(]

" : :. :‘ & ¢  acetylation
H2A.Z41 KRITPRHLQLAIRGDEELDSLIKATIAGGGV | PH | HKSLIGKKGQQKTV @® methylation
H2A.Z.2.1 KRITPRHLQLAIRGDEELDSLIKATIAGGGYV | PH | HKSLIGKKGQQKTA @ phosphorylation
H2A.Z.2.2 KRITPRHLQLAIRGDEELDSLIKATIAGGEKRRCS 8 SUMGylation
(™) ubiquitination
Figure 36 : Modifications post- traductionnelles de H2A.Z

Source : (Giaimo et al. 2019)

L'acétylation d’"H2A.Z est connue depuis de nombreuses années et a été associée a I'activation
de la transcription (Bruce et al. 2005) (Bellucci et al. 2013) (Valdés-Mora et al. 2012).

Plus récemment, ces observations ont été étendues aux mammiféres (Dalvai et al. 2013)
(Giaimo et al. 2019). La forme hyper-acétylée de H2A.Z est retrouvée au niveau des sites
d’initiation de la transcription des génes. Les nucléosome H2A.Z Ac sont moins stables et
permettent une conformation de chromatine ouverte, qui convient a |'expression génétique
(Vardabasso et al. 2014).

L’enzyme responsable de cette acétylation a initialement été identifiée chez Saccharomyces
cerevisiae comme Esal, une sous-unité du complexe NuA4 (Keogh et al. 2006). Par la suite,
ses homologues Tip60 et dTip60 (mammifére et drosophile respectivement) ont également
été liés a l'acétylation de H2A.Z (Dalvai et al. 2013). Deux protéines readers de cette
acétylation ont également été caractérisées (Perell et al. 2017). Le facteur de transcription
BPTF, contenant un bromodomaine et un PHD, est capable de se lier a H2A.Z K4acK11lac et
H2A.Z K4acK7ac. La protéine GCN5 du Plasmodium falciparum se lie a H2A.Z K4acK11ac.
Récemment il a également été découvert que le complexe NuRD (contenant HDAC1 et HDAC2)
permet de désacétyler H2A.Z (Link et al. 2018).

H2A.Z est aussi retrouvé ubiquitiné. L'ubiquitination de H2A.Z sur les résidus K120 et K121 est
liée a l'inactivation du chromosome X (XClI) (Sarcinella et al. 2007).
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H2A.Z peut également étre SUMOYyIé (ubiquitin-like modifier). La SUMOylation de H2A.Z dans
la levure est liée a la réparation de I'ADN, car elle est nécessaire au recrutement des DSB a la
périphérie nucléaire (Kalocsay, Hiller, et Jentsch 2009).

H2A.Z est également méthylé. En fonction de I'état de méthylation et du résidu modifié, H2A.Z
peut avoir différents réles. Ainsi, la monométhylation de la lysine 7 de H2A.Z (H2A.ZK7me1),
par l'intermédiaire de SETD6, est associée a la répression génique dans les cellules souches de
souris (Binda et al. 2013). En revanche, la diméthylation de la lysine 101 (H2A.ZK101me2) est
lige a I'activation génique dans les cellules humaines (Tsai et al. 2016).

6. Implication dans les maladies

La surexpression de H2A.Z a été décrite dans plusieurs types de cancers, notamment dans les
mélanomes métastatiques, les cancers de la vessie, de la prostate et du sein (Baptista et al.
2013) (Hua et al. 2008) (K. Kim et al. 2013) (Svotelis et al. 2010) (Vardabasso et al. 2015).

H2A.Z antagonise la méthylation de I'ADN (Zilberman et al. 2008). L’hypométhylation de I’ADN
liée a H2A.Z peut avoir un effet direct, en affectant par exemple les promoteurs de génes
impliqués dans la cancérogénese, mais également un effet indirect, en activant les genes
proximaux des éléments répétitifs LINE1 (éléments répétitifs LINE1) (Buschbeck et Hake
2017).

Dans les cancers du sein et de la prostate hormonodépendants, H2A.Z et son acétylation sont
liés a l'activation transcriptionnelle et a la prolifération cellulaire. En conséquence, la
surexpression de H2A.Z est associée a un mauvais pronostic dans ces cancers (Martire et
Banaszynski 2020).

La limite de la plupart de ces études est I'absence de discrimination entre les isoformes
d’H2A.Z. (Quénet 2018). Cependant, des travaux récents ont permis de différencier ces
isoformes.

a. H2A.Z.2 et mélanomes

H2A.Z.1 et H2A.Z.2 semblent tous deux surexprimés dans les mélanomes, mais seule la
délétion de H2A.Z.2, et non celle de H2A.Z.1, permet de réduire la prolifération cellulaire du
mélanome (Vardabasso et al. 2015). De plus, la surexpression de H2A.Z.2 est corrélée a une
faible survie des patients (Vardabasso, Hake, et Bernstein 2016).
Dans les cellules de mélanome, H2A.Z.2 favorise la prolifération, en permettant la
surexpression des genes cibles de E2F (Vardabasso et al. 2015). La surexpression de ces genes
résulte de I'accumulation de H2A.Z.2 au niveau des promoteurs, permettant de stabiliser le
niveau d’acétylation des histones (H2A.Z mais également des histones en général). H2A.Z.2
permet alors le recrutement de la protéine BRD2 et du facteur de transcription E2F1.
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La diminution du niveau d’H2A.Z.2, dans les cellules de mélanome, empéche I'acétylation de
la chromatine au niveau des génes cibles E2F et bloque la progression du cycle cellulaire au
niveau de G1/S. De plus, le déficit en H2A.Z.2 sensibilise les cellules de mélanome a la
chimiothérapie et aux thérapies ciblées.

H2A.Z.2 est donc un facteur de prolifération cellulaire, mais également de sensibilité aux
médicaments dans le mélanome malin, ouvrant la voie a de nouvelles stratégies
thérapeutiques (Pritchard 2019).

b. H2A.Z.1 et HCC

La surexpression de H2A.Z.1 chez les patients atteints d'un cancer du foie (HCC pour carcinome
hépatocellulaire) a été présentée comme un marqueur de faible pronostic (Yan et al. 2016).
Comme H2A.Z.2, H2A.Z.1 favorise la prolifération cellulaire, en régulant la transcription des
protéines du cycle cellulaire. H2A.Z.1 module également la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM), un mécanisme cellulaire qui déclenche la métastase.

La diminution de H2A.Z.1 induit I'arrét du cycle cellulaire en G1/S et la mort apoptotique des
cellules. Cela permet d’inhiber I'activation de la TEM, en modifiant le niveau d'expression des
protéines impliquées dans la régulation de la TEM, telles que la E-cadhérine et la fibronectine
de maniére dépendante de TGF[ (Yan et al. 2016).

Le role de H2A.Z.1, en tant que médiateur de la prolifération et de la transformation cellulaire,
fait de H2A.Z.1 une cible prometteuse pour le traitement du cancer du foie.

De plus, H2A.Z.1 a également été proposé comme un biomarqueur dans le cadres des HCC
(Nam et Hee-Doo 2019).

c. FHS

Le syndrome de Floating-Harbor, ou FHS, est une maladie génétique rare qui entraine des
déficiences du développement anatomique, avec notamment une dysmorphie cranio-faciale
caractéristique, conduisant a une forme du visage triangulaire. Des études initiales réalisées
par séquencage d’exomes ont permis d’identifier des mutations non-sens de la partie C-
terminale de SRCAP, comme étant responsables de ce syndrome, sans comprendre
totalement son mode de fonctionnement (Hood et al. 2012). Cette région C-terminale de
SRCAP contient le domaine de liaison a I’ADN (A/T hook), ainsi que le signal de localisation
nucléaire NLS, empéchant ainsi la localisation nucléaire des mutants (Flaus et Owen-Hughes
2019).

Des études supplémentaires ont mis en évidence que ces défauts FHS ne résultent pas
directement de SRCAP mais d’une incorporation insuffisante d’'un des isoformes de H2A.Z
dans la chromatine, en raison d’une abondance réduite de SRCAP (Greenberg et al. 2019).
SRCAP est capable de médier la déposition de H2A.Z sur la chromatine.

Il a été montré par délétion, surexpression et sauvetage in vivo chez Xenopus, que seul
I'isoforme H2A.Z.2 semble étre impliqué dans ce phénotype et non I'isoforme H2A.Z.1. Cette
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sélectivité serait liée a un des trois acides aminés différents entre H2A.Z.1 et H2A.Z.2:
S38/T38.

H2A.Z.2 joue un réle pivot dans la régulation génétique, notamment au niveau des enhancers
de genes régulés au cours du développement et dérégulés dans la FHS. Ainsi, la réduction des
niveaux de H2A.Z.2 au niveau des activateurs spécifiques de la migration cellulaire et de la
morphogenése entraine des anomalies cranio-faciales caractéristiques de la FHS (Flaus et
Owen-Hughes 2019).
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La localisation de H2A.Z est un processus tres dynamique, controlé non seulement par son
incorporation, mais aussi par son enlévement/éviction (Brahma et al. 2017).

1. Modeéle proposé chez la levure
a. Dépobt

Chez la levure, le complexe d’échange d’histone et de remodelage de la chromatine SWR1 a
tout d’abord été identifié comme permettant I'incorporation de H2A.Z (Htz1) a la chromatine
(Krogan et al. 2003) (Mizuguchi et al. 2004). Cependant, ce processus complexe semble
également étre médié par un chaperon spécifique Chz1 (Luk et al. 2007) (Z. Zhou et al. 2008).
Les chaperons FACT et Nap1 sont également capables de lier H2A.Z/H2B (Luk et al. 2007).

Ainsi, il a tout d’abord été proposé que le chaperon Napl permette I'import des dimeéres
H2A.Z/H2B du cytoplasme vers le noyau. Ensuite le chaperon Chz1, qui semble faciliter la
réaction d’échange, s’associe au dimere H2A.Z/H2B et le présente au complexe SWR1, afin
que ce dernier procéde a I'échange avec le dimére H2A/H2B (Hong et al. 2014) (Dronamraju
et al. 2017).

Deux sous-unités de SWR1, Swc2 et Swrl, ont été identifiées comme étant associées au
dimeére H2A.Z/H2B directement in vitro (W.-H. Wu et al. 2005) (W.-H. Wu et al. 2009). YL1 est
I’'homologue de Swc2 chez les eucaryotes supérieurs. Les bases structurales, ainsi que le role
précis de Swc2 dans ce mécanisme restent encore incomprises (Hong et al. 2014) (Latrick et
al. 2016) (Liang et al. 2016).

Quant a Swrl, il charge le dimére H2A.Z/H2B dans les nucléosomes par un mécanisme bien
défini : un dimére H2A.Z/H2B est tout d'abord incorporé, générant un nucléosome
hétérotypique H2A-H2A.Z, puis le second dimere H2A.Z/H2B est incorporé, générant un
nucléosome homotypique H2A.Z (Luk et al. 2010).

La structure cristalline de la région N-terminale (599-627) de la sous-unité catalytique Swrl,
appelée Swrl-Z, a été déterminée (Hong et al. 2014). Cette structure montre qu’un motif LxxLF
conservé dans I’hélice de Swrl-Z reconnait spécifiquement I'hélice aC de H2A.Z, permettant
son extension de deux tours d’hélice supplémentaires (structure détaillée ci-apreés).

De plus, le domaine Swrl-Z peut chaperonner et délivrer le dimére H2A.Z/H2B au tétrasome
(ADN+(H3/H4),), formant ainsi le nucléosome (Hong et al. 2014).

Comment le complexe SWR1 est adressé au nucléosome est une autre question centrale de
ce mécanisme. Le complexe NuA4 et sa sous-unité Esal (Tip60 chez les mammiféres) seraient
essentiels pour permettre I'incorporation de H2A.Z a la chromatine. Ainsi, I'acétylation de
H2A/H4 par Esal serait nécessaire pour recruter le complexe SWR1, via sa sous-unité Bdfl,
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qui est capable de reconnaitre, par son bromodomaine, les histones acétylées (Altaf et al.
2010) (Hong et al. 2014).

Récemment, la structure de Chz1 quasiment entiére (combinaison des structures de (Z. Zhou
et al. 2008) et (Y. Wang et al. 2019) a permis d’éclaircir le réle du chaperon Chz1 dans ce
mécanisme. Ainsi, Chz1 facilite le dép6t de H2A.Z catalysé par SWR1 in vitro, en atténuant les
effets inhibiteurs des diméres H2A.Z/H2B libres. En effet, 'excés de H2A.Z/H2B libre entrave
la réaction d’échange en formant des agrégats histones (H2A.Z/H2B)-ADN. Dans I'ensemble,
cette étude montre comment Chz1 utilise 2 sites de liaison pour reconnaitre coopérativement
le dimére H2A.Z/H2B, assurant la biodisponibilité du substrat d'histone pour SWR1 (Y. Wang
et al. 2019). Pour ce faire, Chz1 lie la paire d’histones de maniéere différente de ce qui a été
observé pour Swrl-Z. Chz1 ne reconnait pas I'hélice aC étendue de H2A.Z, mais protége
I'interface de liaison a ’ADN du dimére H2A.Z/H2B, empéchant ainsi H2A.Z de former des
agrégats histones-ADN. De plus, de multiples chaperons d'histones (Nap1, FACT) fonctionnent
de maniére redondante pour capturer la plupart, voire la totalité des dimeéres H2A.Z/H2B
libres a I'intérieur de la cellule (Luk et al. 2010). La raison pour laquelle il est nécessaire de
minimiser le niveau cellulaire des diméres H2A.Z/H2B libres n'est pas claire (Y. Wang et al.
2019).

e Structure de Swrl-Z avec H2A.Z/H2B

Si nous regardons de plus prés la structure de Swrl-Z avec H2A.Z/H2B, (Figure 37), nous
voyons tout d’abord que Swr1-Z interagit avec les hélices a3 et aC de H2A.Z et a2 de H2B par
des interactions hydrophobes. Ainsi, les résidus Leu601, Leu604 et Phe605 de Swrl1-Z (motif
LxxLF) forment un patch hydrophobe avec les résidus Leu91 et lle95 dans I'hélice a3 et lle105
et lle109 dans I'hélice aC de scH2A.Z, comme illustré sur la Figure 37 — Zone 1. Ces résidus
permettent I'extension de I’hélice aC de H2A.Z.

Par ailleurs, Swrl-Z interagit également avec la boucle L2, I'hélice a3 de H2A.Z, la boucle L1 et
I'hélice a2 de H2B par des interactions électrostatiques (Figure 37 — Zone 2). Ainsi, les résidus
du domaine Swrl-Z chargés négativement Asp614, Asp616, Asp618, Asp619, Glu621l et
Asp622 sont entourés par les résidus chargés positivement Arg85 et Arg89 de H2A.Z et Lys60
de H2B. Pour finir, Swrl-Z interagit avec I'hélice al et la région N-terminale de I'hélice a2 de
H2B par des interactions hydrophobes. Les résidus Phe623 et Val625 du domaine Swrl-Z
interagissent avec le résidu Tyr4d5 dans I'hélice al et Met62 dans la région N-terminale de
I'hélice a2 de H2B.
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Swrl-Z

Figure 37 : Etude structurale de l'interaction entre Swr1-Z et H2A.Z/H2B
PDB : 4m6b

e Structure de Chz1 avec H2A.Z/H2B

Chz1 utilise deux domaines structuraux distincts pour lier le dimére H2A.Z/H2B (Figure 38). La
région centrale de Chzl interagit directement avec deux résidus hautement conservés et
spécifiques de H2A.Z (Gly98 et Ala57) et permet une légére préférence du chaperon pour
H2A.Z/H2B par rapport H2A/H2B. La région C-terminale de Chz1, contenant un motif DEF/Y
conservé, permet d’engager une arginine et une poche hydrophobe présente dans
H2A.Z/H2B. Initialement, ce motif DEF/Y ne semble pas contribuer a la spécificité pour
H2A.Z/H2B, étant donné que les résidus impliqués sont conservés avec H2A/H2B. Néanmoins,
la liaison du motif DEF/Y a H2A.Z/H2B améliore indirectement la reconnaissance préférentielle
du dimere H2A.Z/H2B. Il est supposé qu'en ancrant Chz1 sur I'arginine de H2A.Z et sur la poche
hydrophobe de H2B, I'extrémité C-terminale de Chz1l est guidée pour reconnaitre H2A.Z G98.
Cela renforce la préférence de liaison de Chz1 pour H2A.Z/H2B (Y. Wang et al. 2019).
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Figure 38 : Structure de Chz1 en complexe avec H2A.Z/H2B

(A) Structure globale combinant la structure RMN de (Z. Zhou et al. 2008) (Chz1 écrit en bleu)
et la structure cristalline de (Y. Wang et al. 2019) (Chz1 écrit en violet).

(B) Interaction spécifique de Chz1 ave le résidu A57 de H2A.Z

(C) Interaction du motif DEF/Y de Chz1 avec H2A.Z/H2B

(D) Interaction spécifique de Chzl avec le résidu G98 de H2A.Z

Adapté de (Y. Wang et al. 2019)

b. Eviction

INO8O a été trouvé comme impliqué dans I’éviction du dimére H2A.Z/H2B. Comme nous
I’avons vu précédemment dans la partie « Les complexes de remodelage de la chromatine
ATP-dépendants (remodeleurs)», INO80 permet d’introduire une torsion et de dérouler
environ 15 pb d'ADN, comme un levier moléculaire (molecular ratchet), introduisant ainsi une
boucle d'ADN transitoire et exposant H2A.Z/H2B, qui peut alors étre échangé avec H2A/H2B
(Willhoft et al. 2018).

La translocation et la torsion de I'ADN crées par INO8O prés du site d'entrée des nucléosomes
favorisent a la fois la mobilisation des nucléosomes, I'échange sélectif des diméres H2A.Z/H2B
hors des nucléosomes et leur remplacement par des diméres H2A/H2B sans chaperon
d'histone supplémentaire (Brahma et al. 2017).
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Il a été constaté que INOS8O transloque et mobilise les nucléosomes contenant H2A.Z plus
efficacement que ceux contenant H2A. Ce qui explique en partie la préférence de I'NO80 pour
le remplacement de H2A.Z par H2A (Brahma et al. 2017).

Des données trés récentes montrent également un lien entre I’ARN Polymérase |l et I’éviction
de H2A.Z chez la levure (Ranjan et al. 2020). En effet, I'expulsion de H2A.Z serait liée a
I'initiation de la transcription par le passage de Pol Il a travers le nucléosome +1, obligeant le
renouvellement/turnover de H2A.Z.

2. Modéle proposé chez les mammiferes

a. Vision d’ensemble

Comme nous l'avons vu précédemment dans la partie « Les complexes de remodelage de la
chromatine ATP-dépendants (remodeleurs)», chez les mammiféres, il existe deux complexes
multiprotéiques SRCAP et p400/TIP60, ce dernier provenant de la fusion de SWR1 et NuA4.

Des travaux de Hong et ses collégues, en 2014, ont permis de mettre en évidence que tout
comme pour Swrl-Z avec son motif LxxLF, les remodeleurs p400 et SRCAP sont capables de
fixer la paire d’histones variante H2A.Z/H2B, grace a un motif Oxx®® (ou ® est un résidu
hydrophobe).

Ainsi, p400945-1,017 €t SRCAPso1-607 lient H2A.Z/H2B, avec des affinités respectives de ~5
et ~200 nM.

p400945-1,017 peut également lier le dimére H2A/H2B avec un Kp~60 nM (Hong et al. 2014).

De plus, p400 / TIP60 et SRCAP jouent tous deux un réle clé dans le maintien de I'intégrité du
génome, SRCAP étant le deuxieme remodeleur le plus fréquemment muté dans les cancers
humains (Kadoch et al. 2013).

Les travaux de mon équipe, en collaboration avec I'équipe d’Ali Hamiche a I'lGBMC, ont permis
d'identifier deux chaperons d'histones humains impliqués dans les échanges entre H2A et
H2A.Z sur la chromatine : YL1 et ANP32E (Obri et al. 2014) (Latrick et al. 2016). Plus
précisément, YL1-SRCAP est responsable du dépot de la paire d'histones variante H2A.Z/H2B
dans le nucléosome, tandis qu’ANP32E-p400/TIP60 est responsable de son éviction. La Figure
39 permet de schématiser ce processus. Mon équipe a montré que des domaines spécifiques
des chaperons YL1 et ANP32E reconnaissent H2A.Z de maniéere similaire, en induisant un
changement conformationnel majeur dans I'hélice a carboxy-terminale de H2A.Z, malgré leurs
roles fonctionnels opposés. Ces domaines ont été nommeés « H2A.Z-Interacting Domains »,
abrégé ZID (Figure 39).
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Figure 39 : Mécanisme d’échange d’H2A.Z sur la chromatine

(Panel du haut) Modeéle de dép6t et d’éviction d’'H2A.Z dans le nucléosome, mettant en avant
les effecteurs épigénétiques impliqués dans ce processus.

(Panel du bas) Représentation schématique des différents domaines des chaperons ANP32E
et YLI1.

LRR = région riche et répétée leucine, LCAR = région acide de faible complexité, Asp/Glu rich
= région riche en acide aspartique et glutamique, DBD = domaine de liaison a I’ADN, Pro rich
=région riche en proline, ZID = domaine d’interaction a H2A.Z.

b. Eviction par ANP32E - p400/TIP60
® |Lafamille ANP32

Il existe 3 membres conservés d’ANP32 chez les vertébrés :

- ANP32A (aussi nommé PHAPI, pp32, I1PP2A, LANP, HPPCn, Mapmodulin),
ANP32B (aussi nommé SSP29, APRIL, PAL31, PHAPI2), et

- ANP32E (aussi nommé CPD1, LANP-L, PHAPIII).

Compte tenu de I'absence de preuves solides de leur transcription et traduction, ANP32C et
ANP32D, qui ne possedent également pas d’introns, ne sont pas considérés comme des
membres bona fide de la famille ANP32 (Reilly et al. 2014).

La famille d’ANP32 est composée dans sa région amino-terminale de quatre motifs LRR
(Leucine-Rich-Repeat) répétés et dans sa région carboxy-terminale d’une région acide de
faible complexité (Low Complexity Acidic Region ; LCAR). La forte conservation de ces deux
domaines des protistes aux vertébrés suggere qu’ils jouent tous deux des rdles essentiels.

Par ailleurs, les protéines de la famille ANP32 sont impliquées dans de nombreux processus
biologiques, allant de la transcription a I'apoptose (Khan, Vaidya, et Meucci 2011) (Mutai et
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al. 2000). Cette famille de protéines est également impliquée dans la régulation de la
transcription et I'architecture de la chromatine (Reilly et al. 2014).

Ainsi, ANP32A est un membre du complexe d’inhibition de I'histone acétyltransférase
(inhibitor of histone acetyltransferase ou INHAT) (Seo et al. 2001). ANP32A bloque
I'acétylation des histones en se liant, via son LCAR, aux queues des histones et en inhibant
stériquement |'acétylation. Plus spécifiqguement, ANP32A se lie de préférence aux queues
d'histone H3 non modifiées (Schneider et al. 2004) (Seo et al. 2002). ANP32A pourrait
également étre recruté au niveau des promoteurs par des facteur de transcription et impacter
la transcription (Cvetanovic et al. 2007) (Hunter et al. 2013) (Kadota et Nagata 2011).

ANP32B est également capable de lier des facteurs de transcription et de moduler leur
activité. Par exemple, la liaison d’ANP32B au facteur KLF5 (Kriippel-like factor 5) permet de
réprimer la transcription de maniére promoteur-spécifique (Munemasa et al. 2008).

ANP32B semble également lier les histones et plus précisément posseéde une activité de
chaperon d’histones. Ainsi la région LRR d'ANP32B sert de chaperon pour les histones
canoniques H3/H4 (Tochio et al. 2010). Certains de ces aspects seront plus détaillé dans la
discussion de ce chapitre.

ANP32E est également impliqué dans la régulation de I'architecture de la chromatine, avec
une activité de chaperon d’histones pour H2A.Z/H2B, via son LCAR, qui a été caractérisée par
mon équipe et qui est détaillée dans le prochain paragraphe.

e Caractéristique et composition d’ANP32E

ANP32E (acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member e) est une protéine
conservée chez les vertébrés, appartenant a la famille ANP32 (Matilla et Radrizzani 2005).

ANP32E est composée :

- dans sa partie N-terminale, de quatre répétitions riches en leucine, ou leucine-rich repeat
(LRR). Cette région a donc été globalement nommée LRR,

- dans sa partie C-terminale, d’une région acide de faible complexité (LCAR).

ANP32E fait partie du complexe p400/TIP60, mais semble exclue du complexe SRCAP. Cela est
en accord avec le fait qu’ANP32E interagisse, via son domaine N-terminal (LRR), avec MRGBP,
un composant de p400/TIP60 (Obri et al. 2014).

Des expériences de pull-down ont montré qu’ANP32E est un chaperon spécifique d’H2A.Z, qui
se lie au dimeére H2A.Z/H2B, mais pas au dimeére H2A/H2B. Cette interaction est trés spécifique
et tres stable, car elle n'est pas affectée par un traitement avec 1M NaCl.

Par ailleurs, in cellulo la délétion du chaperon ANP32E résulte en une augmentation
significative de la quantité d’H2A.Z au niveau des promoteurs, ainsi qu’a I'apparition de
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nouveaux pics d’'H2A.Z dans le profil ChIP-seq au niveau des enhancers et des isolateurs de
genes. Ces résultats montrent que ce chaperon permet de retirer H2A.Z des nucléosomes.

ANP32E est ainsi un chaperon spécifique impliqué uniquement dans I’éviction de la paire
d’histones H2A.Z/H2B (Obri et al. 2014).

Des expériences de délétions ont montré qu'une petite région (acides aminés 215-240) dans
la partie C-terminale de I'ANP32E est suffisante pour la liaison a H2A.Z/H2B. Cette région a été
nommeée ZID pour H2A.Z-interacting domain. L'alignement des séquences d’ANP32E de divers
organismes montre qu’ANP32E-ZID correspond a une région primaire conservée dans
I'extrémité C-terminale d'ANP32E. Cette région englobe une insertion spécifique, qui ne se
trouve pas chez les autres membres de la famille ANP32 (Figure 40).

Il est également important de noter que l'interaction entre la partie C-terminale d’ANP32E
(151-268) incluant le ZID et H2A.Z/H2B est abolie par 1M NaCl, contrairement a ce qui a été
vu précédemment pour la protéine ANP32E entiere. Il est donc possible que d’autres
domaines de ANP32E, et notamment son LRR, stabilisent I'interaction avec H2A.Z/H2B sans
pour autant étre impliqués dans sa reconnaissance.
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Figure 40 : Alignements d’ANP32E et de la famille ANP32

(A) Alignement de diverses séquences d’ANP32E chez des organismes modeles de vertébrés
(B) Alignement des protéines de la famille ANP32 humaine

Source : (Obri et al. 2014)
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e Base moléculaire de [linteraction entre
ANP32E-ZID avec H2A.Z/H2B

La facon dont les chaperons des histones reconnaissent spécifiquement les dimeéres
H2A.Z/H2B par rapport aux diméres canonique est un théme central. Les travaux de mon
équipe ont permis de comprendre les bases moléculaires de cette reconnaissance, grace a une
structure cristalline d’ANP32E-ZID en complexe avec H2A.Z/H2B. ANP32E-ZID ne comporte
pas d'éléments de structure secondaire définis, a I'exception d'une petite hélice N-terminale
(aN), qui interagit avec I'hélice aC de H2A.Z. La reconnaissance de la paire d’histones H2A.Z
variante par ANP32E-ZID entraine un changement conformationnel de I'hélice aC de H2A.Z,
qui est doublement allongée par rapport a sa longueur canonique dans le nucléosome. De ce
fait, le domaine d’amarrage d’H2A.Z n’est plus accessible, ne permettant pas la fixation de la
paire d’histones H3/H4, comme cela serait le cas pour un nucléosome canonique (Figure 41).

A.
Complexe Superposition de .
ANP32E-ZID lié 3 H2A.Z/H2B H2A.Z/H2B lié 3 ANP32E-ZID H2A.Z/H2B nucléosomal
avec H2A.Z/H2B nucléosomal (avecH3/H4)
H2A.Z Q
H2A.Z ;
Changement
conformationnel
suite a la fixation
; d’ANP32E-ZID
AT
on 4y
B. N
L2 a3 aC oCext.
[ — C
. 400 10 120 .
hH2A/74-129 KEL G (v] LENNloAVELPRETESHHKAKGK
hH2A.Z/77-127 Il -l:!o.lllulmf:llelleooufrv- « e
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Figure 41 : Changement conformationnel de I'hélice aC de H2A.Z lié a la reconnaissance
spécifique de ANP32E-ZID

(A) Structure cristalline ANP32E-ZID avec H2A.Z/H2B

(B) Comparaison de la structure de I'hélice aC en contexte nucléosomal ou avec le
changement induit par le chaperon ANP32E

(C) H2A.Z/H2B dans un contexte nucléosomal

(D) Alignement partiel entre H2A.Z et H2A mettant en avant I'absence du résidu G dans
H2A.Z permettant I’extension de I’hélice C-terminale.

Adapté d’(Obri et al. 2014)
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Cette extension de I'hélice aC est possible, car elle est plus courte d'un acide aminé chez H2A.Z
par rapport a H2A. Le résidu manquant est une glycine (G98 de H2A), qui est un acide aminé
déstabilisant I'hélice aC.

De plus, I'introduction dans la cassette M6 de H2A.Z de cette glycine, observée chez H2A, abo-
lit toute interaction avec ANP32E (Obri et al. 2014). Ainsi, ANP32E semble uniquement spéci-
fiqgue a H2A.Z, car tous les autres variants de la famille H2A possédent ce résidu glycine dans
I’"hélice C-terminale.

En étudiant précisément l'interaction d’ANP32E avec H2A.Z/H2B, nous voyons que cette der-
niére s’effectue a deux niveaux (Figure 42).

ANP32E-ZID interagit avec les hélices a3 et aC de H2A.Z et a2 de H2B, par des interactions
hydrophobes et des liaison hydrogenes. Les résidus Leu218, Leu221 et Met222 forment un
patch hydrophobe avec les résidus T103 et 1104 de H2A.Z. Ces résidus sont également conser-
vés chez H2A et ne permettent donc pas de discriminer H2A de H2A.Z (Figure 42 - zone 1). Le
résidu 1100 de H2A.Z (une leucine chez H2A) est également impliqué dans la formation de ce
patch hydrophobe.

Il est intéressant de noter que ces interactions sont similaires a celles observées pour Swrl-Z,
ou un motif LxxLF forme un patch hydrophobe avec H2A.Z. Pour ANP32E, le motif semble étre
LxxLM.

ANP32E interagit également avec la surface formée par la boucle L2 de H2A.Z, ainsi que par la
boucle L1 et I'hélice a2 de H2B, par des interactions hydrophobes et un réseau de liaisons
hydrogénes (Figure 42 - zone 2). Plus précisément, les résidus D228, D232 et D234 d’ANP32E-
ZID forment un réseau de liaisons hydrogenes avec H2A.Z (R80 et T82) et H2B (S55 et la chaine
principale du résidu L57), tandis que le résidu Y235 d’ANP32E-ZID est impliqué dans des inte-
ractions polaires Pi (Y42), hydrophobes (M59) et une potentielle liaison H (S38) avec les rési-
dus de H2B. Ces interactions ne permettent cependant pas une discrimination entre H2A.Z et
H2A. En revanche, ils protegent la surface formée par la boucle L1 de H2B et la boucle L2 de
H2A.Z, région qui est connue pour interagir avec I'ADN a proximité des sites d'entrée/sortie
du nucléosome.

Ce modele d’éviction par ANP32E implique cependant que les boucle L2 de H2A.Z et L1 de H2B
soient accessibles pour la liaison a ANP32E et qu’elles ne soient pas lié a I’ADN. Il est ainsi
possible que le remodeleur p400/TIP60 joue un rdéle dans ce mécanisme d’éviction. En effet,
le remodelage des nucléosomes H2A.Z devrait faciliter ce mécanisme et ['éviction
d’H2A.Z/H2B.
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ANP32E ZID
(215-240)

Figure 42 : Etude structurale de I'interaction entre ANP32E-ZID et H2A.Z/H2B
Adapté d’(Obri et al. 2014)
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c. Dépot par YL1 — SRCAP
® Caractéristiques et composition

Les travaux collaboratifs de mon équipe avec celle de Ali Hamiche ont également permis la
caractérisation du chaperon spécifique d’H2A.Z, YL1 (Vacuolar protein sorting-associated
protein 72 homolog). YL1 est conservé chez les métazoaires et est responsable du dépot de la
paire d’histones H2A.Z/H2B dans le nucléosome (Latrick et al. 2016). YL1 fait partie des sous-
unités conservées a la fois dans les complexes p400/TIP60 et SRCAP (Cai et al. 2005).
Cependant YL1 ne se retrouve pas en complexe avec ANP32E (Latrick et al. 2016), ce qui est
en faveur de son implication dans le complexe SRCAP et potentiellement dans la composition
alternative (avec ANP32E) de p400/TIP60.

YL1 se compose :

- dans sa partie N-terminale, d’'une région riche en acide aspartique (Asp) et en acide gluta-
mique (Glu),

- dans sa partie centrale, d’un domaine de liaison a ’ADN (DBD),
- dans sa partie C-terminale, d’une région riche en proline.

Les travaux de mon équipe ont montré que I'extrémité N-terminale d’YL1, contenant les
acides aminés 1 a 69, est suffisante a la liaison du dimére H2A.Z/H2B. Cette région a donc été
nommée YL1-ZID.

e Structure d’YL1-ZID avec H2A.Z/H2B

D’un point de vue structural, nous remarquons que la liaison du chaperon YL1 a la paire
d’histones H2A.Z/H2B entraine aussi une extension de I'hélice aC de H2A.Z de 2 tours
supplémentaires (également observé précédemment pour ANP32E et Swrl-Z).

De plus, la liaison avec YL1 semble étre plus étendue et contenir des déterminants
supplémentaires (Figure 43) (Latrick et al. 2016).
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Figure 43 : Etude structurale de I'interaction entre YL1-ZID et H2A.Z/H2B
Adapté de (Latrick et al. 2016)

Ainsi, tout comme ANP32E, YL1 interagit avec les hélices a3 et aC de H2A.Z et I'hélice a2 de
H2B, par des interactions hydrophobes et des liaisons hydrogenes (Figure 43 zone 1 et 2
respectivement). Cependant, l'interaction d’YL1 est plus étendue que celle d’ANP32E. En
effet, le patch hydrophobe d’YL1 est renforcé et posséde un réseau d’interactions hydrogénes
spécifique (Figure 43 — Zone 1.B).

De plus, YL1 interagit également avec une région supplémentaire en suivant le sillon de
fixation de I'ADN sur le dimére H2A.Z/H2B (Figure 43 — Zone 3).
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Plus précisément et en lien avec la Figure 43 :
Zone l:

De maniere identique a ANP32E, un réseau d’interactions hydrophobes est retrouvé. Ainsi, les
résidus F29, Y30, Y34 et F37 de YL1 forment un noyau hydrophobe avec les résidus 190, 1100
et 1104 de H2A.Z et F65 de H2B. Ces résidus F29, Y34 et F37 de YL1 occupent des positions
guasiment identiques a celles de M222, L218 et L221, d’ANP32E.

En plus de ces interactions hydrophobes au niveau de la zone 1, YL1 possede un réseau de
liaisons hydrogenes qui lui est spécifique (Figure 43 — Zone 1.B). Le résidu Y30 d’YL1 renforce
le noyau hydrophobe d’YL1 et interagit également, via sa chaine latérale, avec le carboxyle du
résidu D97 d’'H2A.Z. Ce résidu D97 est spécifique a H2A.Z (N94 dans H2A) et est ainsi impliqué
dans la discrimination de H2A.Z par rapport a H2A. Le carboxyle de D97 d’'H2A.Z interagit
également avec la chaine latérale du résidu K101 de H2A.Z. Le résidu D27de YL1 interagit aussi
avec ce dernier (H2A.Z K101), mais aussi avec R91 de H2A.Z, renforcant d’autant plus ce réseau
de liaisons H spécifique au chaperon YL1.

Zone 2:

YL1 (comme ANP32E) interagit avec la surface formée par la boucle L2 de H2A.Z, |la boucle L1
et I'hélice a2 de H2B, par des interactions hydrophobes et un réseau de liaisons hydrogenes.
Plus précisément, le résidu D43 d’YL1 forme une liaison H avec le résidu S55 de H2B, mais
également avec la chaine principale du résidu K57 de H2B.

Les résidus T38 et E39 d’YL1-ZID forment également un réseau de liaisons hydrogénes avec
K57 de H2B et T82 de H2A.Z respectivement, tandis que le résidu Y46 d’YL1-ZID est impliqué
dans des interactions polaires Pi (Y42) et hydrophobes (M59) avec les résidus de H2B.

Ces interactions sont similaires a celles observées avec I'ANP32E et ne permettent pas
d’expliquer la reconnaissance spécifique d’H2A.Z par rapport a H2A.

Zone 3:

La troisieme zone d’interaction est spécifique a YL1-ZID. L'interaction d’YL1 sur H2A.Z/H2B suit
le chemin du sillon de liaison de I'ADN, couvrant entierement cette surface de liaison (Figure
43 — Zone 3). La liaison a cette interface implique a la fois des liaisons hydrogénes et la
formation d'interactions hydrophobes.

Plus précisément, les résidus D55, D58, D60, D62 et E65 d'YL1-ZID forment un réseau de
liaisons hydrogenes avec les chaines latérales des résidus S20, R34, K37, R19, T49 de H2A.Z et

Y121 de H2B, ainsi que les chaines principales des résidus G30 et R31 de H2A.Z. Pour finir, le
résidu F61 d’YL1 est impliqué dans des interactions hydrophobes.
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Il est important de noter qu'aucune de ces interactions ne semble jouer un réle dans la
reconnaissance spécifique d’H2A.Z. En revanche, la liaison d’YL1-ZIDC au dimeére H2A.Z/H2B
empéche ce dimére de se lier a I'ADN, a la fois par encombrement stérique et par modification
du potentiel électrostatique de la surface de liaison de |'ADN.

Pour finir, une derniére interaction est visible pour I'hélice a-N d’YL1. Il s’agit d’une interaction
de packing cristallographique, ou entre autres, une arginine conservée d’YL1 (R10) interagit
avec un patch acide d’H2A.Z/H2B a la maniére d’une ancre arginine. De plus, un résidu

......

résidu est localisé au cceur de I'interaction avec aN d’YL1.

e (Caractérisation de la liaison entre YL1-ZID et
H2A.Z/H2B

En plus des études structurales, les travaux de mon équipe ont également caractérisé, par ITC,
I'interaction entre YL1-ZID et H2A.Z/H2B. Cette interaction est trés affine avec une constante
de dissociation a I’équilibre de 4,4 nM. En contraste, aucune interaction n’est détectée par ITC
avec la paire H2A/H2B. Ce type de caractérisation n’a pas été réalisé pour ANP32E (Latrick et
al. 2016).

De plus, des approches mutationnelles ont révélé (en complémentation des études
structurales) précisément les résidus de H2A.Z essentiels a la formation du complexe et a la
spécificité d’YL1 (Latrick et al. 2016). Pour ce faire, mon équipe a muté des résidus de H2A en
résidus équivalents de H2A.Z (décrit ci-dessous) impliqués dans la liaison. L'impact de chaque
mutation sur la liaison avec YL1-ZID a alors été évalué par ITC.

Ainsi, les simples mutations H2A AG98 ou H2A 179T ou H2A N89G ou H2A N94D permettent
un gain d’affinité, en comparaison a H2A non muté, qui ne lie pas YL1-ZID. Ce gain d’affinité
reste tout de méme faible et varie en fonction des mutants, de 100 a presque 1000 fois plus
faible que le Kp obtenu avec H2A.Z/H2B.

La combinaison de deux de ces résidus et celle de trois de ces résidus permettent de mettre
en évidence des interactions de plus en plus affines. Enfin, I'utilisation du quadruple mutant
de H2A (H2A.Z-like) combinant les quatre mutations précédentes, H2A AG98, 179T, N89G,
N94D, permet de rétablir entierement la liaison, en obtenant un Kp d’environ 5.6 nM contre
4.4 nM avec H2A.Z/H2B (Latrick et al. 2016).

Ainsi, quatre résidus d’H2A.Z ont été trouvés comme étant essentiels a la liaison et a la
spécificité d’YL1. Il s’agit de I'absence du résidu glycine, qui permet I'extension de I’hélice a-C
de H2A.Z (G98 chez H2A), de la présence du résidu T82, impliqué dans la formation de liaison
H au niveau de la zone 2, celle du résidu D97, impliqué dans la formation de liaisons H
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spécifiques a YL1 dans la zone 1b, et celle du résidu G92, impliqué au cceur de l'interaction
avec aN d’YL1.

Mon équipe a ainsi pu poser les bases moléculaires impliquées lors du dépot de H2A.Z/H2B
sur le nucléosome par YL1 et effectuer sa caractérisation biophysique.

3. YL1vs ANP32E

Cependant de nombreuses questions restent en suspens, notamment les bases structurales
impliquées dans la reconnaissance de la paire d’histones H2A.Z/H2B étant globalement
identique pour ces chaperons YL1 et ANP32E, comment peuvent-il avoir des réles biologiques
opposés de dépobt et d’éviction ?

La caractérisation de I'interaction entre ANP32E-ZID et H2A.Z/H2B, par ITC et par approche
mutationnelle, n’a pas été réalisée et pourrait nous apporter des informations cruciales dans
la compréhension de ce processus.

De plus, YL1 et ANP32E contiennent tous deux d'autres domaines qui pourraient participer,
coopérativement avec leur domaine ZID, a la reconnaissance d’H2A.Z/H2B et qui pourraient
également expliquer leur fonction opposée. Par conséquent, il est essentiel de comprendre
précisément comment les différents domaines de ces chaperons sont impliqués dans les
échanges H2A/H2A.Z.

Des études supplémentaires sont donc nécessaires pour mieux comprendre et comparer ces
deux chaperons YL1 et ANP32E impliqués respectivement dans le dépot et Iéviction de H2AZ.

De plus, il est également important de noter qu’il existe des différences notoires entre les
espeéces, accentuant la complexité du dépot et de I'éviction de H2AZ/H2B. En effet, bien que
YL1 des métazoaires et Swrl de levure aient une fonction identique, a savoir le dépot de la
paire d’histones H2A.Z/H2B, ’homologue de YL1, chez la levure est Swc2 et non Swrl. A cela,
s'ajoute le fait que la structure de Swrl-Z (Figure 37) est quasiment identique a celle
d’ANP32E-ZID chez les mammiferes (Figure 42), qui est impliquée dans I’éviction et non dans
le dépot de H2A.Z/H2B. Ces deux protéines ont donc des fonctions opposées, mais des
structures tres similaires. Ainsi, de nombreuses questions restent toujours sans réponse pour
le moment concernant ces chaperons spécifiques d’H2A.Z/H2B.
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Les travaux préliminaires de mon équipe ont permis de caractériser deux chaperons d'histones
humains impliqués dans les échanges entre H2A et H2A.Z sur la chromatine : YL1 et ANP32E.
Mon équipe a ainsi montré que des petits domaines ZID des chaperons YL1 et ANP32E
reconnaissent globalement H2A.Z de maniere similaire, en induisant un changement
conformationnel majeur dans I'hélice a carboxy-terminale de H2A.Z, malgré leurs roles
fonctionnels opposés.

Il est donc essentiel de continuer de caractériser, d’'un point de vue biochimique et
biophysique, les différences de ces deux chaperons afin de mieux comprendre leurs
mécanismes d’action opposés sous-jacent, et plus particulierement celui du chaperon
ANP32E, qui a moins été caractérisé qu’YL1.

De plus, YL1 et ANP32E contiennent tous deux d'autres domaines qui pourraient participer,
coopérativement avec leur domaine ZID, a la reconnaissance d’H2A.Z/H2B et expliquer leur
fonction opposée. En effet, la protéine ANP32E est composée, en plus de son domaine ZID,
d’un domaine N-terminal composé d’une région riche répétée en leucine (LRR) auquel je me
suis particulierement intéressée durant ma thése.

Mes objectifs de thése ont porté sur :

(i) La caractérisation de linteraction du chaperon ANP32E-ZID avec la paire
d’histones variante H2A.Z, en utilisant des approches d’ITC et mutationnelles. Ces
approches sont similaires a celles utilisées pour la caractérisation de YL1. Celam’a
permis de comparer la liaison entre les ZID des deux chaperons et H2A.Z/H2B

(ii) La caractérisation du domaine LRR d’ANP32E et de son role dans le processus
d’éviction de H2A.Z/H2B.

(iii) La caractérisation de l'interaction d’ANP32E et d’YL1 avecles nucléosomes
canoniques et variants contenant H2A.Z.

Au cours de ma theése, j'ai donc abordé ces questions afin de parfaire la comparaison entre
YL1 et ANP32E et de mieux comprendre la mécanistique impliquée dans le dépot et I’éviction
d’'H2AZ/H2B.

Mon but est de caractériser, par une approche de biologie intégrative, I'interaction chaperon-
nucléosome, afin de comparer les modes de liaison des chaperons aux rdéles opposés et de
proposer un modeéle d’échange de H2A/H2A.Z sur la chromatine par YL1 et ANP32E. Les
connaissances obtenues a partir de ces études pourront poser les bases du développement
de nouvelles molécules anticancéreuses ciblant les mécanismes de dépdt/éviction d’"H2A.Z par
les facteurs de remodelage de la chromatine.
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[I. Résultats

Des travaux préliminaires conduits par le Dr. Nataliia Aleksandrova au sein de I'équipe ont
permis les clonages des différents domaines d’ANP32E, c’est-a-dire les domaines LRR et ZID,
et de la protéine entiére, dans divers vecteurs d’expression. Ses travaux ont permis de vérifier
I’expression et la solubilité des différentes constructions d’ANP32E fusionnées a différentes
étiquettes. Ces différentes constructions ont été réalisées sur la base d’alignements de
séquences présentés dans la Figure 40 (partie introductive de ce chapitre). Les limites des
différents domaines utilisés sont schématisées dans la Figure 44.

1 110 151 215 240 268
aneaze v L -
-
ZID
2|
ANP32E1 204-268
2

04 268
04 240
ANP32E2 204-240
215 268
g ANP32E3 215-268
zao

ANP32E4 215-240

1 151
(O ) ANP3ZES 1-151
1 158

(. ) ANF32E6 14158

Figure 44 : Découpage de la protéine ANP32E en différentes constructions.

Les constructions 1 a 4, notées ANP32E1 a E4, contiennent le domaine ZID. Les constructions
5 a 6, notées ANP32ES5 et E6, contiennent le domaine LRR.

Les fleches jaunes indiquent les constructions sélectionnées pour la poursuite du projet.

ZID = H2A.Z interacting domain

LRR= leucine rich region

Ses travaux ont permis la sélection des constructions ANP32E1 (204-268aa) et ANP32E2 (204-
240aa) pour le domaine ZID, avec une étiquette His10-TRX en partie amino-terminale, qui
améliore leur solubilité (LaVallie et al. 1993). Cela permet |'obtention de quantités de protéine
suffisantes pour les études biophysiques. La protéine ANP32E1 posséde, en plus de la protéine
ANP32E2, une seconde région conservée en partie carboxy-terminale et est donc légerement
plus grande.
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Pour le domaine LRR, la construction ANP32EG6 fusionnée en partie amino-terminale avec une
étiquette Hisb a été choisie.

Pour le chaperon YL1, des travaux précédents, réalisés dans mon équipe par les Dr. Martin
Marek et Dr. Tajith Shaik, ont permis de montrer que seul le domaine ZID (1-69) est exploitable
lorsqu’il est exprimé chez E.coli. C'est cette construction qui a été utilisée dans le papier
(Latrick et al. 2016).

1. Purification des paires d’histones H2A/H2B ANt tails et variante
HZAZ/HZB ANtertaiIS

L'expression et la purification des paires d’histones se fait en plusieurs étapes. Ces paires
d’histones ont notamment été utilisées en ITC, afin de caractériser leurs interactions avec les
chaperons YL1 et ANP32E.

L'expression est réalisée en E.coli BL21(DE3) dans un milieu 2xLB. L'induction est effectuée
lorsque la DOgoo nm atteint 1, par ajout de 0.7 mM d’IPTG et est continuée sur la nuit a 25°C.
3L de culture ont été réalisés pour chaque paire d’histones, canonique ou variante, ces paires
d’histones sont alors re-suspendues dans 50 mL de tampon de lyse (10 mM Tris pH 8 et 1000
mM NaCl) pour 1L de culture initiale.

Pour des questions de stabilité et de quantité, les histones utilisées ont été délétées de leur
queue flexible en partie amino-terminale (noté ANt tails). J'ai ainsi utilisé pour H2A
(NP_003501.1) A1-15aa, pour H2A.Z (NP_002097.1) A1-18aa et pour H2B (NP_0666402.2) Al-
30aa.

La purification des histones His6-H2A/H2B AN tails et His6-H2A.Z/H2B AN tails se fait en
deux étapes, une étape d’affinité en utilisant la résine TALON® et une étape de gel filtration.

L'étape d’affinité est tout d’abord réalisée a haute salinité (1M NaCl) puis dans les derniéeres
étapes de lavage, ainsi que pour I'élution, le sel est diminué pour une concentration finale de
400 mM NaCl. Cette diminution est nécessaire afin d’obtenir un compromis entre la
purification des histones et celle des chaperons, qui se fait a bas sel. En effet, les expériences
d’ITC nécessitent un tampon strictement identique, correspondant alors au tampon de gel
filtration (10 mM Tris pH 8, 400 mM NaCl et 0,5 mM TCEP). Les fractions correspondant aux
paires d’histones sont ensuite concentrées a une concentration finale de 15 a 10 uM et seront
utilisées en ITC. Un exemple de résultat de cette purification est présenté dans la Figure 45.
Les paires d’histones H2A/H2B et H2A.Z/H2B, ont été purifiées indépendamment. Les
rendements de purifications sont de 3 mg/L pour H2A/H2B et 0.45mg/L pour H2A.Z/H2B. I
est important de noter que H2A.Z/H2B est moins stable que H2A/H2B et que son rendement
peut étre augmenté, si l'intégralité de la purification se fait a 1 M NaCl.

181



Purification des paires d’histones (ANtails):
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Figure 45 : Gels SDS-PAGE et chromatogrammes des purifications des paires d’histones
H2A.Z/H2B AN, tails et H2A/H2B AN tails
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2. Purification des chaperons et des différents domaines des
chaperons :

a. Les différents domaines d’ANP32E

J'ai ensuite entrepris les purifications des différents domaines d’ANP32E :
-His10-TRX-ANP32E1 (204-268) incluant le ZID et la seconde région conservée,
-His10-TRX-ANP32E2 (204-240) incluant le ZID,

-His6-ANP32E6 (1-158) incluant le domaine LRR.

Un exemple de ces purifications est visible dans la Figure 46.

L’expression de ces constructions est réalisée en E.coli BL21(DE3) en milieu 2xLB. L'induction
est effectuée lorsque la DOgoo nm atteint 0.7, par ajout de 0.7 mM d’IPTG et est continuée sur
la nuit a 25°C. 3L de culture ont été réalisés pour chaque construction.

Les cellules sont alors re-suspendues dans un tampon de lyse adéquat : 10 mM Tris HCI pH 8,
150 mM NacCl pour His10-TRX-ANP32E1 et E2, et 10 mM Tris HCI pH 8, 400 mM NaCl pour
His6-ANP32E6. Quelle que soit la construction, la purification est réalisée en deux étapes, une
purification par affinité TALON® suivie d’une filtration sur gel.

Comme nous l'avons vu précédemment; les expériences d’ITC nécessitent un tampon
strictement identique. Ainsi, pour les constructions His10-TRX-ANP32E1 et E2, un gradient
croissant de la concentration saline du tampon a été effectué lors de I'étape de lavage de
I’affinité pour aboutir a une concentration finale de 400 mM NaCl lors I’élution. Pour ANP32E®6,
la concentration saline reste fixe tout au long de la purification.

Une gel filtration S75 16/600 est ensuite réalisée pour chaque construction, en utilisant un
tampon composé de 10 mM Tris pH 8, 400 mM NaCl et 0,5 mM TCEP.

Les fractions correspondant aux protéines d’intéréts sont ensuite concentrées. Cette
concentration a pu étre montée jusqu’a 300 UM pour certaines protéines. Une concentration
finale de 90 uM a été utilisée en ITC.

Les rendements de ces purifications sont plutét bons entre 1.3 et 2.5 mg/L. De plus, la
monodispersité des échantillons a été vérifiée par DLS. Nous voyons sur la Figure 46 que ces
protéines semblent homogénes avec des polydispersités faibles, excepté pour ANP32E2.
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Purification des constructions d’/ANP32E :
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Figure 46 : Résultats de purification des différentes constructions d’ANP32E

Gels SDS-PAGE et chromatogrammes des différentes étapes de purification, (Pd) :
polydispersité
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b. Purification YL1-ZID (1-69)

Pour ces travaux, j'ai également purifié le fragment ZID du chaperon YL1 fusionné a une
étiquette Hisb en partie amino-terminale. L'expression et la purification de cette protéine se
font de maniére identique a ce qui a été décrit (dans le paragraphe précedent) pour le
fragment His6-ANP32E6. Cependant le rendement de cette purification étant plus faible, 0.5
mg/L, il est essentiel de purifier 6 L de culture pour une expérience d’ITC.

Les résultats de cette purification sont présentés dans la Figure 47.

Purificationd’YL1-ZID:

1 Affinité TALON 2 GFS7516 600
E 50 737
kDa [N s
35 i 40
25 a .
_ His6-YL1-ZID e ‘
15 J 9,9 kDa ;
kDa
B 35
B 25
Rendement  His,-YL1-ZID
3 final ~0,5 mg/L ‘ 15

10

Figure 47 : Purification d’His6-YL1 ZID
Gels SDS-PAGE 15% et chromatogramme, (E) : élution.
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c. Purification d’ANP32E FL

J'ai dans un second temps entrepris la purification de la protéine ANP32E entiére avec une
étiquette Hisb ou GST en partie N-terminale.

Les rendements de ces purifications, inférieurs a 0,2 mg/L, ne permettent pas son utilisation
en ITC. La protéine ANP32E FL a cependant été utilisée avec d’autres approches permettant
de caractériser les interactions protéine-protéine, notamment des essais de SPR.

Pour ce faire, j’ai produit 6 L de culture en E.coli BL21(DE3) avec le milieu 2xLB. L’induction est
réalisée a une DOgoo nm de 0.7, en ajoutant 0.7 mM IPTG, et est continuée sur la nuit a 25°C.
Les cellules sont lysées dans un tampon contenant : 10 mM Tris HCl pH 8 et 150 mM NacCl.
La purification est ensuite réalisée, avec une premiére étape d’affinité correspondant a
I’étiquette utilisée et une seconde étape de gel filtration $200 16/600. Une salinité de 150 mM
est gardée tout au long de la purification. La Figure 48 permet de donner un exemple de cette
purification.

Purification d’ANP32E-FL:

1 Affinité TALON 2 GFS200 16 600
E mAU
kDa « 40
70 0 35
55 %
35 — His6-ANP32E-FL P ' (
a 40 kDa ]
25 =
15
| \
¥ kDa
- 70
™ 55
>
™ 35
3 Rendement His,-ANP32E FL » s
final ~0,15 mg/L ‘

15

Figure 48 : Purification d’His6-YL1 ZID
Gels SDS-PAGE 15% et chromatogramme, (E) : élution.
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Des travaux portant sur la caractérisation, notamment biophysique, du chaperon YL1-ZID ont
été publiés par mon équipe en 2016 (Latrick 2016). Au contraire du chaperon ANP32E-ZID, qui
reste peu caractérisé a ce jour.

J'ai ainsi comparé ces deux chaperons aux réles opposés. Pour ce faire, j'ai tout d’abord
caractérisé de maniére biophysique, par ITC, I'interaction d’ANP32E et de ses différents
domaines avec H2A.Z/H2B.

1. Caractérisation de I'interaction ANP32E-ZID avec H2A.Z/H2B en
ITC

Les chaperons et les histones ont été purifiés séparément, puis mélangés a l'intérieur du
calorimétre lors des expériences d’ITC. Les histones se situant dans la cuve du calorimétre ont
progressivement été titrées par les chaperons (différentes constructions) présents dans la
seringue.

ANP32E est un chaperon spécifique de H2A.Z/H2B (Obri 2014), j'ai donc vérifié cette
spécificité par ITC en testant son interaction avec la paire d’histones canonique H2A/H2B
ANter tails. La paire d’histones canonique a ainsi été titrée par les différentes constructions
d’ANP32E (E1, E2 et E6). Les thermographes présentés en Figure 49 panel du haut, nous
montrent qu’aucune des régions d’ANP32E, ZID (E1 et E2) ou LRR (E6) n’est capable de lier la
paire d’histones H2A/H2B, confirmant sa spécificité.

J'ai ensuite utilisé I'lITC pour caractériser I'interaction du domaine ZID d’ANP32E (constructions
E1l et E2) avec la paire d’histones variante H2A.Z/H2B ANt tails, non caractérisée a ce jour.
J'ai également testé linteraction entre le domaine LRR d’ANP32E (construction E6) et
H2A.Z/H2B AN tails. Ces résultats sont présentés dans la Figure 49 panel du bas.

Nous voyons qu’ANP32E6-LRR seul n’est pas capable de lier la paire d’histones variante
H2A.Z/H2B AN¢ertails dans les conditions d’ITC testées.

Pour le domaine ZID d’ANP32E, des résultats similaires sont obtenus pour les deux
constructions His10-TRX-ANP32E1 et His10-TRX-ANP32E2. Dans ces deux cas, une liaison est
observée avec la paire d’histones variante H2A.Z/H2B ANt tails. Cependant, nous observons
un double événement de liaison. Il semble ainsi y avoir un premier événement avec un Kpi trés
affin < 1 nM pour ANP32E1 et ~3 nM pour ANP32E2, et un second Kp; toujours trés affin
d’environ 20 nM pour les deux constructions. Les stoechiométries observées pour ces deux
événements sont respectivement comprises entre 0,41-0,45 et entre 1,84-1,85.
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Figure 49 : Thermographes d’ITC pour les diverses constructions d’ANP32E avec la paire
d’histones canonique ou variante H2A.Z
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Ces résultats sont surprenants car au niveau structural il n’y a qu’un seul site de liaison entre
H2A.Z/H2B et ANP32E-ZID, il ne devrait ainsi y avoir qu’un seul événement de liaison.

Les résultats entre ANP32E1 et E2 étant identiques, j'ai décidé de poursuivre en utilisant
uniguement ANP32E1. En effet, ce dernier donne de meilleurs résultats en DLS et posséde
également un domaine supplémentaire conservé en partie C-terminale.

Cette expérience d’ITC avec His10-TRX-ANP32E1 et H2A.Z/H2B ANt tails a été réalisée en
guadruplicats sur des lots de protéines différentes, montrant toujours le méme profil.

2. Comparaison avec YL1

Jai ensuite comparé ces résultats a ceux obtenus pour linteraction entre YL1-ZID et
H2A.Z/H2B ANt tails. Cette interaction avait été caractérisée précédemment mais j’ai tout de
méme effectué la mesure par moi-méme, afin d’avoir des résultats comparables, au niveau
manipulateur, entre les deux chaperons.

Tout d’abord, mon résultat pour His6-YL1-ZID et H2A.Z/H2B ANt tails est comparable a celui
trouvé précédemment. J’'ai ainsi obtenu une affinité d’interaction de 2.3 nM, contre 4.4 nM

précédemment publié par mon équipe. Dans les deux cas, la stoechiométrie est identique
(n=1).

Mes résultats d’ITC montrent que I'interaction d’His10-TRX-ANP32E-ZID avec H2A.Z/H2B ANter
tails est bien différente de celle d’His6-YL1-ZID avec la méme paire d’histones variante.
Plus précisément, deux événements de liaison sont observés pour ANP32E-ZID, tandis qu'un
seul est observé pour YL1-ZID (Figure 50 - A).

Cette différence n'est pas détectée au niveau de la structure. En effet YL1-ZID et ANP32E-ZID
induisent le méme changement de conformation de I'hélice C-terminale d’"H2A.Z et semblent
se lier par un mode de liaison similaire : un chaperon pour une paire d’histones H2A.Z variante
(Figure 50 - B).

Il est donc impossible, en I'état, de déterminer I'affinité de I'interaction entre ANP32E ZID et
H2A.Z/H2B, car nous obtenons deux Kp pouvant tous deux correspondre a cette liaison (Kpi<
1nM, n1=0,41 et Kp2~20 nM, n,=1,85).
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A. H2A.Z/H2B ANtails + H2A.Z/H2B ANtails +
His10-TRX-ANP32E1 ZID (204-268) His6-YL1 ZID (1-69)

00s] ofbdpmtemd - ""F‘F-

=11 MH’TW

DP (cal/s)

DP (ucal/s)

vvvvvvvv

Time (min)

1 Ko< 1nM
1 Kpp"20nM  exey

AH (keal/mol)

T T T T T
o o5 1 15 2 25 3 35 4
Molar Ratio

ANP32E4 ZID (215-240)

Figure 50 : Comparaison de l'interaction entre ANP32E1 ZID et YL1 ZID avec la paire
d’histones variante H2A.Z

(A) Courbes d’ITC obtenues pour les interactions His10-TRX-ANP32E1 et His6-YL1 ZID avec
H2A.Z/H2B ANtails

(B) Structure d’ANP32E-ZID-H2A.Z/H2B (a gauche) et d’YL1-ZID-H2A.Z/H2B (a droite)

Jai ainsi cherché a comprendre d’ol pouvait provenir ce 2°™¢ événement de liaison. Sachant
gue la paire d’histones variante utilisée pour ces deux chaperons est la méme et que j'ai pu
reproduire les résultats avec YL1-ZID, nous pouvons conclure qu’il ne semble pas y avoir un
effet des histones sur les mesures.

Je me suis alors demandée quelles étaient les différences au niveau de la purification de ces
deux chaperons. Une différence de taille (15 kDa) est la présence d’une étiquette His10-TRX
sur la construction ANP32E1, qui n’est pas présente pour YL1-ZID qui posséde une étiquette
His6.

Le contrdle négatif, tampon contre His10-TRX-ANP32E1, a été réalisé et il n’y a pas de liaison
sur le thermographe (ce contréle est visible sur la figure des prochaines expériences d’ITC,
Figure 53).

J'ai alors vérifié que ce deuxieme événement de liaison ne soit pas un artéfact provenant de
I’étiquette de purification. J'ai purifié I’étiquette His10-TRX seule et vérifié qu’elle ne lie pas la
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paire d’histones variante H2A.Z/H2B, ce qui est bien le cas. Il n’y a donc pas de liaison
aspécifique liée a cette étiquette de purification a la paire d’histones variante.

Afin, de mieux comprendre ce deuxieme événement de liaison, j'ai ensuite décidé de
caractériser I’échantillon His10-TRX-ANP32E1 par AUC.

3. Caractérisation en AUC

a. His10-TRX-ANP32E1

Pour caractériser I'’échantillon His10-TRX-ANP32E1, des expériences d’AUC par vitesse de
sédimentation (AUC-SV) ou par équilibre de sédimentation (AUC-SE) ont été réalisées avec le
Dr. Nataliia ALEKSANDROVA , ainsi qu’avec I'aide du Dr. Catherine BIRCK sur la plateforme de
Biologie et Génomique Structurale de I'lGBMC, qui a effectué I'analyse des résultats.

Les deux expériences d’AUC (SV et SE) sont en accords et montrent deux espéces présentes
en solution. Les résultats d’AUC-SV sont montrés dans la Figure 51 — A.

Une premiere espece est largement majoritaire (89%), cette espéce a une taille 25 kDa et
correspond a His10-TRX-ANP32E1 sous forme monomérique (taille théorique 23 kDa).
La seconde espéce est minoritaire (11%) et correspond a une protéine de 46 kDa. Ainsi cette
seconde espece pourrait étre un dimere d’His10-TRX-ANP32E1.

L’AUC a ainsi permis de mettre en évidence une dimérisation de His10-TRX-ANP32E1 (ZID).
Cette dimérisation, non détectée dans les analyses biochimiques précédentes, peut potentiel-
lement s’expliquer du fait de la concentration élevée d’ANP32E1.

Si cette hypothese est correcte, cela signifie que la proportion de forme dimérique est poten-
tiellement plus importante en ITC. En effet, la concentration utilisable en AUC-SV est environ
10 fois plus faible que celle utilisée pour les expériences d’ITC (0.25 mg/mL contre 90 uM soit
2.5 mg/mL).

J'ai ainsi pu proposer un modele intégrant les deux événements de liaison visibles en ITC :
1. Dissociation du dimére His10-TRX-ANP32E1 (ZID).
2. Liaison d’ANP32E1 monomérique au dimére H2A.Z/H2B.

Ce modele comporte cependant des faiblesses. En effet, comme nous l‘avons vu
précédemment le controle tampon contre His10-TRX-ANP32E1 n’indique pas de liaison sur le
thermographe, or la dissociation du dimere, liée a sa dilution dans la cuve, devrait étre visible.
Ce premier événement reste donc mal caractérisé et pourrait potentiellement correspondre
a plusieurs événements simultanés. La liaison de H2A.Z/H2B avec la forme dimérique d’His10-
TRX-ANP32E1 semble se faire au méme moment que la dissociation du dimére d’ANP32E1.
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Ainsi, nous proposons que la liaison entre ANP32E1 et la paire d’histones variante corres-
ponde au deuxieme événement de liaison. Cette interaction aurait donc une affinité de 20
nM.

Afin de confirmer cette hypotheése j’ai décidé d’utiliser ’AUC SV, mais également I’AUC SE per-
mettant de déterminer les constantes d’équilibre du complexe His10-TRX-ANP32E1 +
H2A.Z/H2B ANtails.

A. — His10-TRX-ANP32E1
8 .
g 6 Pic1l:89% espece de 25kDa
< = monomeéeres d’His10-TRX-ANP32E1 (23 kDa)
z4 Pic2 : 11% espéce de 46 kDa
2 => dimeéres d’His10-TRX-ANP32E1
1 U A

0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
sedimentation coefficient (S)

161 —— His10-TRX-ANP32E1 +
1.4 1 H2A.Z/H2B ANtails
1.2 1
g 1.0 Pic1:34% espece de 23 kDa
< 081 =>» H2A.Z/H2B (26 kDa) et/ou
506+ His10-TRX-ANP32E1 (23 kDa)
0.4 Pic 2 : 66% espéce de 49 kDa
0.2 1 => Hétéro-complexe His10-TRX-ANP32E1 +
0.0 - , - - H2A.Z/H2B ANtails majoritaire (55 %) + dimeére
05 10 15 20 25

30 )
sedimentation coefficient (S) d’His10-TRX-ANP32E1

Figure 51 : Données d’AUC-SV pour les échantillons (A) His10-TRX-ANP32E1 et (B) His10-TRX-
ANP32E1 + H2A.Z/H2B ANtails

b. His10-TRX-ANP32E1 + H2A.Z/H2B ANtails

J’ai donc utilisé ’AUC SV et SE pour caractériser le complexe His10-TRX-ANP32E1 + H2A.Z/H2B
ANtails. La Figure 51 - B présente les résultats d’AUC-SV obtenus.

Nous voyons ainsi un premier pic correspondant a 34% des espéces en solution. Ce pic est
situé a environ 23 kDa. Il peut ainsi correspondre aux protéines His10-TRX-ANP32E1 ou
H2A.Z/H2B ANtails seules et non complexées.
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Le deuxiéme pic de 49 kDa correspond a 64% des especes en solution. Ce pic contient donc
certainement une faible proportion d’His10-TRX-ANP32E1 sous forme dimérique mais semble
trés majoritairement composé d’hétéro-complexe His10-TRX-ANP32E1 + H2A.Z/H2B ANtails
(taille théorique 49 kDa). Ainsi, plus de 55 % de I’échantillon semble étre sous forme d’hétéro-
complexe His10-TRX-ANP32E1 + H2A.Z/H2B ANtails.

J’ai également effectué de I’AUC-SE sur le complexe His10-TRX-ANP32E1 + H2A.Z/H2B ANtails.
Les données montrent un équilibre de cet hétéro-complexe d’environ 31 nM.

De plus, pour I'expérience d’AUC-SE contenant uniquement le complexe His10-TRX-ANP32E1
I’équilibre est d’environ 63 UM, ce qui est largement négligeable par rapport au Kp de 31 nM
observé lorsque la paire d’histones variante est présente.

Ce Kp de 31 nM pour la liaison entre His10-TRX-ANP32E1 et H2A.Z/H2B ANtails est en accord
avec le Kpz obtenu en ITC qui est de 20 nM.

Cela confirme que le deuxieme événement de liaison observé en ITC correspondrait bien a la
liaison entre le chaperon ANP32E1 et la paire d’histones H2A.Z variante.

L’affinité de la liaison d’His10-TRX-ANP32E1 a la paire d’histones H2A.Z/H2B ANtails semble
donc étre comprise entre 20 et 30 nM, en fonction de la technique employée.

Ainsi, le deuxieme événement de liaison observé en ITC a été caractérisé et validé par AUC.
Toutefois, il reste toujours un questionnement sur le 1¢" événement observé en ITC, qui impli-
guerait la présence d’un dimeére d’His10-TRX-ANP32E1-ZID, confirmé par AUC. L’existence de
ce dimere dans un contexte biologique n’ayant jamais été décrit dans la littérature, nous avons
voulu nous assurer de la non-implication de I'étiquette His10-TRX dans la dimérisation. Pour
cela, nous avons testé une construction d’ANP32E1 ZID fusionnée avec I'étiquette His10-
SUMO.

4. Caractérisation de l'interaction ANP32E-ZID avec H2A.Z/H2B en
ITC avec une autre étiquette

Nous avons caractérisé |'interaction entre His10-SUMO-ANP32E1-ZID et H2A.Z/H2B ANter
tails par ITC. Les conditions de I'expérience sont identiques a celles réalisées précédemment
avec His10-TRX-ANP32E1-ZID. La Figure 52, montre ce résultat. Nous voyons qu’il a bien une
liaison entre His10-SUMO-ANP32E1-ZID et H2A.Z/H2B ANter. Cette interaction présente un Kp
de 18 nM et une stoechiométrie de 0,5.

Ainsi, il semble n’y avoir qu’un seul événement de liaison, au contraire des deux événements
observés avec la méme construction fusionnée a ['étiquette  His10-TRX.
De ce fait, la formation du dimere d’ANP32E semble bien étre liée a I'étiquette His10-TRX.
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Figure 52 : Thermographes d’ITC pour l'interaction entre His10-SUMO-ANP32E1-ZID et
H2A.Z/H2B ANter tails

Ce Kp est du méme ordre que la constante de dissociation a I"équilibre du deuxieme
évenement de liaison obtenue avec la construction His10-TRX-ANP32E1-ZID en ITC,

corroborant également les résultats d’AUC-SE pour lesquels nous obtenons un Kpde 30 nM.

Si nous comparons ces résultats a ceux du chaperon His6-YL1-ZID, nous voyons que
la liaison d’YL1-ZID a H2A.Z/H2B serait dix fois plus forte que celle d’ANP32E1-ZID, avec des
Kp de 2.3 a 4,4 nM et de 18 a 30 nM respectivement (selon les étiquettes et la méthode
utilisées). Cela concorde avec les données structurales précédemment obtenues.
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1. Les mutants de H2A qui sont H2A.Z-like

Les expériences d’ITC réalisées entre YL1-ZID et H2A.Z/H2B, ainsi que les études structurales
d’YL1-ZID avaient permis de révéler précisément quels résidus de H2A.Z sont essentiels a la
formation du complexe et a la spécificité d’YL1 (Latrick et al. 2016) et sont décrits dans la
partie « Dépodt par YL1 — SRCAP » de ce chapitre.

Ainsi, cinqg mutants de H2A (H2A.Z-like), décrits dans la Figure 54 - 1 avaient été construits. Les
4 premiers sont des simples mutants et le dernier est le quadruple mutant comprenant toutes
les mutations. Les résultats pour YL1 avaient montré que chaque simple mutant présente un
gain d’affinité en comparaison a H2A/H2B non mutés, qui ne lie pas YL1 ZID. De plus,
I'utilisation du quadruple mutant de H2A, permettait de rétablir entierement Ia liaison, en
obtenant un Kp d’environ 5.6 nM contre 4.4 nM avec H2A.Z/H2B (Latrick et al. 2016).

a. Caractérisation avec ANP32E1

J'ai donc utilisé ces mémes mutants de H2A (H2A.Z-like), afin de vérifier et de caractériser leur
implication sur la liaison avec le chaperon ANP32E1 ZID. Ces mutations et leurs positions sont
décrites dans la Figure 53 -1 et 2. J'ai produit et purifié ces 5 mutants en suivant une approche
identique a ce qui a été fait pour les paires d’histones canonique et variante H2A.Z (Figure 53
— 3). Jai ensuite caractérisé I'interaction de tous ces mutants avec ANP32E1-ZID par ITC. Les
résultats sont présentés dans la Figure 53 — 4.

Nous n’observons pas de liaison, et ce sur aucune des courbes d’ITC. Cela signifie qu’aucun
des mutants, ni méme le quadruple mutant H2A AG98, 179T, N89G, N94D (Mutant 5), ne
permet de rétablir la liaison avec His10-TRX-ANP32E1.

Plusieurs hypothéses permettant d’expliquer ce résultat seront proposées en discussion de ce
chapitre.
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1 Design des mutants de H2A

(H2A.Z-like)
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Figure 53 : Récapitulatifs des expériences réalisées avec les mutants H2A.Z-like/H2B

1. Représentation schématique des mutants sur la séquence d’H2A

2. Localisation des mutants sur les structures d’YL1-ZID et d’ANP32E4-ZID en complexe avec
la paire d’histones variante H2A.Z.

3. Résultats des purifications des mutants H2A.Z-like/H2B sur gel SDS-PAGE 15%

4. Thermographe d’ITC testant I'interaction entre les divers mutants H2A.Z-like/H2B et
ANP32E1-ZID

b. Comparaison avec YL1

La différence entre les deux chaperons est encore une fois significative, notamment en
utilisant le quadruple mutant de H2A AG98, 179T, N89G, N94D qui est H2A.Z-like.

Pour ANP32E1 ZID, il n’y a pas de restitution de l'interaction avec le dimére H2A AG9S, 179T,
N89G, N94D /H2B, alors que la restitution d’interaction est compléte pour YL1-ZID. Le Kp
obtenu pour YL1-ZID avec ce quadruple mutant est ainsi de 5.6 nM contre 2.3 a 4.4 nM pour
H2A.Z/H2B (Figure 54).

Mutant 5 Mutant 5
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Figure 54 : Courbes d’ITC obtenues pour les interactions YL1-ZID et ANP32E ZID avec le
quadruple mutant de H2A (H2A.Z-like)/H2B

Courbes permettant théoriquement d’évaluer le gain d’affinité lié a plusieurs résidus
impliqués dans l'interaction.

Courbe YL1-ZID + H2A.Z/H2B reprise de (Latrick et al. 2016)
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2. Les mutants de H2A.Z qui sont H2A-like

Ces résultats précédents interrogent car I'introduction dans la cassette M6 de H2A.Z d’une
glycine observée chez H2A mais pas chez H2A.Z abolit toute interaction avec ANP32E (Obri et
al. 2014). J'ai donc choisi une approche de mutation inverse H2A-like, c’est-a-dire muter H2A.Z
par des résidus équivalents de H2A. De cette maniére, il devait étre possible de suivre la perte
d’affinité plutot que le gain d’affinité pour les différents mutants.

Ces mutants n’avaient pas été réalisés précédemment, je les ai donc réalisés moi-méme. De
méme, l'interaction d’YL1 avec ces mutants n‘avait jamais été testée. La liste des mutants
réalisés est présentée dans la Figure 55 - 1.

Jai ainsi cloné deux simples mutants de H2A.Z, contenant soit la mutation +G101 (Mutant 1*),
soit la mutation T82I (Mutant 2*). J'ai ensuite effectué des doubles mutants (Mutant 3* et
Mutant 4*), puis un triple mutant H2A.Z T821, G92N, +G101 (Mutant 5*). Pour finir, j'ai effectué
un quadruple mutant de H2A.Z qui est donc H2A-like (Mutant 6*). Si ce mutant présente un
effet opposé au quadruple mutant H2A.Z-like (Mutant 5 : H2A 179T, N89G, N94D, AG98 /H2B
ANtails), il devrait alors permettre I'abolissement total de la liaison avec YL1-ZID.

Jai ensuite produit et purifié ces mutants en utilisant la méme approche que pour les paires
d’histones sauvages. Cependant, les faibles expressions et stabilités des mutants obtenus n‘ont
pas permis de poursuivre en ITC. J’ai donc entrepris d’effectuer cette caractérisation en
utilisant une méthode de co-expression et de co-purification a petite échelle chez E.coli
(minitests). Ce test biochimique ne nécessite pas de grande quantité de protéines et permet
de comparer facilement plusieurs conditions.

Pour des raisons de compatibilité lors de la co-expression, les chaperons ont été reclonés de
maniére a obtenir une fusion GST en partie amino-terminale.

Jai ainsi co-exprimé les différentes paires d’histones sauvages ou mutées avec les différents
chaperons-ZID. La purification a été réalisée en utilisant I'étiquette GST des chaperons. Ainsi,
si les paires d’histones interagissent avec les chaperons-ZID, elles seront co-purifiées et visibles
sur gel SDS-PAGE.

Ces résultats de minitests sont présentés dans la Figure 55 — 2.

Dans I'ensemble, les résultats obtenus avec cette approche H2A-like concordent avec ce que
nous avons vu avec l'approche H2A.Z-like.
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1 Design des mutants de H2A.Z

(H2A-like) Mutant 1* : H2A.Z +G101 /H2B ANtails

Mutant 2* : H2A.Z T821 /H2B ANtails

Mutant 3* : H2A.Z T82l, +G101 /H2B ANtails

Mutant 4*: H2A.Z T821, D97N /H2B ANtails

Mutant 5* : H2A.Z T82I, D97N, +G101 /H2B ANtails
Mutant 6* : H2A.Z T821, G92N, D97N, +G101 /H2B ANtails
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Figure 55 : Design des mutants H2A-like et résultats des minitests
1. Représentation schématique des mutants sur la séquence d’'H2A.Z
2. Gel SDS-PAGE 15% des minitests
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Pour YL1, nous voyons que les contréles sont bien validés. YL1 n’interagit pas avec la paire
d’histones canonique H2A (notée C-) et deux bandes sont bien visibles sur gel SDS-PAGE pour
son interaction avec la paire d’histones variante H2A.Z (notée C+). Il n’y a pas de liaison
aspécifique des paires d’histones canonique ou variante sur la résine d’affinité.

Comme pour ce qui a été observé en ITC, nous voyons que la liaison d’YL1 ZID avec le
guadruple mutant de H2A (Mutant 5) permet d’obtenir des bandes d’intensité identiques a
celles du contréle positif contenant la paire d’histones variante H2A.Z. Le rétablissement de
la liaison est donc bien observable avec cette technique de minitest, qui est donc adaptée a la
comparaison des différents mutants.

De maniére générale, nous observons que l'intensité des bandes a tendance a diminuer plus
le nombre de mutations augmente. Nous observons donc bien une perte d’affinité avec les
divers mutants de H2A.Z.

Ainsi, les bandes correspondant aux simples mutants, H2A.Z +G101 (Mutant 1*), et H2A.Z T82I
(Mutant 2*) sont toujours bien visibles, avec toutefois une intensité plus faible par rapport
aux contréles (H2A.Z /H2B sauvage et quadruple mutant de H2A/H2B (Mutant 5)).
Concernant les doubles mutants, et notamment pour le mutant H2A.Z T82l, +G101 (Mutant
3*), la perte d’affinité semble encore plus forte. Pour le double mutant H2A.Z T82l, D97N,
cette perte d’affinité est moins visible et semble identique a celle du simple mutant H2A.Z T82I
(Mutant 4*). En revanche, lorsque le triple mutant H2A.Z T82l, +G101, D97N (Mutant 5*) est
utilisé la perte d’affinité est stringente. Enfin, le quadruple mutant de H2A.Z (H2A.Z T82I,
G92N, D97N, +G101, Mutant 6*) donne des résultats quasiment identiques au triple mutant,
avec des bandes trés faiblement visibles sur gel.

L'interaction avec le chaperon YL1-ZID semble donc étre totalement abolie avec le triple et le
guadruple mutant de H2A.Z (Mutant 5* et 6*).

Pour ANP32E1-ZID, I'analyse est plus rapide. Nous voyons que le contréle positif (C+)
correspondant a l'interaction d’ANP32E1 -ZID avec la paire d’histones variante H2A.Z permet
I'observation de deux bandes sur gel SDS-PAGE. De plus, en concordance avec les résultats
d’'ITC, le quadruple mutant de H2A (Mutant 5) n’est pas suffisant pour rétablir la liaison avec
ANP32E1-ZID, d’ou I'absence de bande visible.

Tous les mutants H2A-like, méme les simples (H2A.Z +G101 (Mutant 1*), et H2A.Z T82I
(Mutant 2*), semblent abolir |a fixation des paires d’histones.

Ainsi, du fait que tous les mutants contiennent tous au moins une des simples mutations,
H2A.Z +G101 ou H2A.Z T82I, nous pouvons dire que ces résidus de H2A.Z semblent bien
impliqués et sont critiques pour la liaison avec le chaperon ANP32E1-ZID. En revanche, il est
impossible de conclure sur la contribution des autres résidus mutés dans les doubles, triples
et quadruples mutants, comme D97N et G92N.
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Ces expériences apportent donc des informations supplémentaires concernant les résidus
essentiels a I'interaction entre ce chaperon et les paires d’histones, complétant les analyses
basées sur la structure d’ANP32E1-ZID. En revanche, le fait que les données d’ITC avec H2A
muté ne soient pas concluantes suggéere que la spécificité d’ANP32E pour H2A.Z par rapport a
H2A fait intervenir d’autres déterminants qu’il reste a caractériser.

D’autre part, ANP32E possede également un autre domaine, le domaine LRR, qui pourrait
participer coopérativement a cette liaison.

En concordance avec cette idée, des travaux préliminaires de mon équipe ont permis de
mettre en évidence, lors de la liaison a H2A.Z/H2B, une sensibilité accrue au sel du domaine
C-terminale d’ANP32E, incluant le domaine ZID (151-268) , par rapport a la protéine ANP32E
entiere (Obri et al. 2014).

Ainsi, une concentration en NaCl de 1 M permet de perturber et d’abolir I'interaction entre
H2A.Z/H2B et la partie C-terminale d’ANP32E. En revanche, cela ne semblait pas impacter la
liaison avec la protéine ANP32E entiére. Il est donc possible que le domaine LRR d’ANP32E
joue un réle stabilisateur dans cette interaction.

C’est pour cela que je me suis intéressée dans la suite de ces travaux au domaine LRR
d’ANP32E (1-158), construction ANP32E6.

Bien que la partie N-terminale d’ANP32E correspondant au domaine LRR n’ait pas montré de
liaison directe a H2A.Z/H2B dans mes expériences d’ITC précédentes (Figure 49). Il se peut que
ce domaine ait un réle stabilisateur pour I'interaction de la paire d’histones avec le ZID.

Par ailleurs, des études sur les autres membres de la famille ANP32, en particulier sur le LRR
d’ANP32B ont montré que ce domaine se lie au tétramére H3/H4. Plus précisément, les auteurs
montrent par une combinaison d’approches, notamment mutationnelles et d’ITC, que la partie
concave du LRR d’ANP32B est responsable de I'interaction avec le tétramere d’histones (Tochio
et al. 2010). A ce jour, il n'existe pas de données structurales de cette interaction, seules les
structures des domaines LRR d’ANP32A (par cristallographie) et d’ANP32B (par RMN) sont
disponibles.

1. Structure cristallographique d’ANP32E LRR

J'ai résolu la structure de la région N-terminale d’ANP32E a partir d’un jeu de données de
I'équipe obtenu par cristallographie aux rayons X. Cette structure a une résolution de 1,1 A et
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est visible sur la Figure 56 — A. Les statistiques de collecte et de traitement des données pour
cette structure sont présentées dans I’Annexe 3. La structure globale d’ANP32E LRR est
conservée par rapport aux autres domaines LRR de la famille ANP32.

Le LRR d’ANP32E6 présente une forme de fouet avec six feuillets béta, formant la partie
concave, et six hélices alpha dans la partie convexe.

En comparaison avec d'autres membres de la famille ANP32, le domaine LRR d’ANP32E
présente des propriétés physico-chimiques spécifiques. En effet, de nombreux résidus, en
rouge sur la Figure 56 - B sont divergents chez ANP32E. Ces résidus se situent principalement
en surface et peuvent impacter la liaison a d’autres effecteurs. En effet, les domaines LRR sont
connus pour étre des plateformes d’interaction protéine-protéine, notamment au niveau de

leur partie concave.

ANP32E

ANP32A

Figure 56 : Structure d’ANP32E LRR

(A) Représentation en ruban d’ANP32E LRR. Les hélices a et les brins B sont représentés
respectivement en cyan et rouge.

(B) Représentation en ruban d’ANP32E LRR, les résidus en rouge correspondent aux résidus
spécifiques a ANP32E non conservés chez ANP32A et ANP32B.

(C) Potentiel électrostatique des membres de la famille ANP32. Le potentiel a été calculé
avec APBS et va de -5,0 (rouge) a 5,0 kT/e (bleu). L'orientation est la méme que dans (B).

Mon intérét s’est particulierement porté sur la tyrosine 92 (Y92) d’ANP32E, se situant dans la
partie concave. En effet, en comparant les potentiels de surface des différents membres de la

202



famille, on remarque que cette tyrosine chez ANP32E, une histidine pour ANP32A et B, permet
de combler une cavité, changeant alors le potentiel électrostatique (Figure 56 - C). Cette
tyrosine peut étre impliquée dans la formation d’une liaison hydrogéne chez ANP32E et/ou
d’une interaction de Pi-stacking et sera discutée plus en détails dans la discussion.

Les LRR d’ANP32E et d’ANP32B, ayant respectivement 67% d’identité et une structure
globalement conservée, nous avons ensuite voulu vérifier s’il y avait une potentielle
interaction entre ANP32E LRR et H3/H4.

2. Mise en évidence biochimique du réle d’ANP32E LRR

Jai entrepris de tester biochimiquement l'interaction entre ANP32E LRR et H3/H4. Pour ce
faire, j'ai tout d’abord utilisé une approche de co-expression en E.coli par minitest. Cependant,
il a été difficile de conclure car la manipulation du tétramére H3/H4 est complexe et le faible
volume de culture en minitest na pas permis de visionner clairement les bandes
correspondantes a ces histones, et cela méme dans les contréles positifs.

Jai donc décidé d’effectuer cette purification a plus grande échelle. Jai co-exprimé xH4-
His6/xH3 et GST-ANP32E6 (LRR). J’ai ensuite utilisé soit 2 L de culture initiale pour la potentielle
co-purification, via I'étiquette His6 du tétrameére d’histones, soit 2 L de culture initiale pour
I'approche inverse en co-purifiant, via I'étiquette GST d’ANP32E6(LRR).

La protéine ANP32E LRR n’étant pas tres sensible aux fortes salinités, la purification a été
réalisée avec un tampon 10 mM Tris HCI pH 8 et 2M NaCl, essentiel a la stabilité du tétramere
H3/HA4. Les résultats de ces purifications sont présentés dans la Figure 57.

1 Approche 1 : purification via xH4-His6/xH3 2 Approche 2 : purification via GST-ANP32E6 LRR
Résine d’affinité TALON® Résine d’affinité GS®
ET E ET E
' N GST-ANP32E6
e

b :
-=
-
g—

Figure 57 : Résultats des étapes d’affinités permettant de tester I'interaction entre xH4-
His6/xH3 et GST-ANP32E6 (LRR)
(E) : Elution, (ET) : Extrait total
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Nous voyons ainsi que pour la premiére approche, dans laquelle I'étiquette His6 de la paire
d’histones xH3/xH4 est utilisée pour la purification, nous sommes capables de co-purifier GST-
ANP32E6. Cependant, la bande correspondante a GST-ANP32E6 présente une plus faible
intensité comparée aux bandes des histones xH3/xH4-His6.

De plus, nous voyons, grace a I’extrait total, que la majorité de la protéine GST-ANP32E6 n’est
pas co-purifiée avec les histones.

Cependant, GST-ANP32E6 est bien retrouvée avec xH3/xH4-His6. Il parait donc y avoir une
faible interaction entre le LRR d’ANP32E et le tétrameére H3/H4.

Dans la seconde approche, ou I'étiquette GST d’ANP32E6 a été utilisée, nous voyons que les
histones xH3/xH4 ne semblent pas (ou peu) étre co-purifiées. En effet, il est possible de voir
sur gel des bandes de trés faible intensité pouvant correspondre a H3/H4. Cependant,
comparée a I'extrait total, cette fraction est négligeable. Il faut également prendre en compte
le fait que la GST est une protéine qui adsorbe tres fortement le bleu de Coomassie, ce qui
explique de GST-ANP32E6 soit aussi visible.

Au vu de ces résultats, il semble difficile de conclure. Une faible interaction entre H3/H4 et
ANP32E-LRR reste cependant possible.

Ainsi, afin de mieux comprendre le role d’ANP32E-LRR et de ses chaperons en général, il est
essentiel de tester leurs effets dans un contexte nucléosomique. Je me suis donc attelée a la
préparation du nucléosome.

Afin d’obtenir une vue d’ensemble de I'interaction de tous les domaines de ces chaperons
avec les histones et d’élucider les mécanismes moléculaires de déposition/éviction d’'H2A.Z
par YL1 et ANP32E, il est essentiel de mieux caractériser I'interaction des chaperons YL1 et
ANP32E avec le nucléosome H2A.Z, mais aussi avec le nucléosome H2A, étant donné qu’YL1
interagit potentiellement avec ce dernier.

Pour reconstituer le nucléosome, j’ai utilisé deux approches :

- La reconstitution de I'octamere, puis la reconstitution du nucléosome par ajout d’ADN de
positionnement.

- La purification de la paire H2A (ou H2A.Z)/H2B et de I'autre part du tétramére H3/H4, puis
I'assemblage en présence de I’ADN de positionnement.
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1. Préparation de ’ADN Widom 601 de 147 pb

Les deux approches nécessitent la préparation d’ADN de positionnement. Jai utilisé la
séquence Widom 601. Ce fragment de 147 pb a été purifié a partir du plasmide pGEM-3z/601,
contenant 12 répétitions du fragment Widom 601. Les caractérisations biophysiques et
structurales étant trés exigeantes en termes de quantité et de qualité de matériel biologique
nécessaire, une technique de production a grande échelle adaptée du protocole de (Dyer et
al. 2003) a été réalisée. J'ai ainsi pu obtenir un ADN stock a 1800 ng/uL. J'ai également préparé
un stock a 10 uM dans 10 mM Tris pH8 + 2 M NaCl, qui a été utilisé lors des assemblages a
petite échelle.

L’ADN obtenu a été vérifié sur gel d’agarose et gel polyacrylamide 6% visibles dans la Figure
58.

300 N

200 . 200 A
- i U— 147 pb

100 S

Figure 58 : ADN de positionnement 601 obtenu
(A) Gel d’agarose 2%
(B) Gel polyacrylamide 6%

2. Approche 1: préparation de I'octameére

Ce projet a été débuté par une autre étudiante en thése de mon équipe, Mme Marina VITORIA
GOMIES. Elle a travaillé sur I'obtention de I'octamére canonique. J'ai repris et étendu son
travail jusqu’a aboutir a la reconstitution du nucléosome. J'ai également entrepris la
reconstitution de nucléosome avec I'octamére H2A.Z.

La stratégie utilisée par Mme VITORIA GOMES était une co-expression en E.coli des quatre
histones, deux a deux. Les histones utilisées dans ce travail sont les histones entieres
contenant les queues flexibles. Elle a donc co-exprimé deux vecteurs ; le premier contenant la
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paire d’histones His6-xH2A/xH2B et le second contenant xH3/xH4-His6. L’expression a été
réalisée en utilisant des cellules BL21(DE3), un milieu 2xLB avec une DO g00 nm d’induction de
0.5 et 0.7 mM d’IPTG. L’induction est réalisée sur la nuit a 25°C.

Son travail a ensuite visé a augmenter le rendement de purification. Pour ce faire, elle a ajouté
une étiquette His10-TRX sur la partie amino-terminale de H4 en complément de I'étiquette
His6 présente sur H2A.

La purification a tout d’abord été optimisée sur la base de deux étapes : une affinité TALON
suivie d’une élution a I'imidazole, puis une gel filtration. Une étape de clivage enzymatique
des étiquettes a ensuite été rajoutée en amont de la gel filtration. La lyse et la purification
sont effectuées avec un tampon de base 10 mM pH 8 et 2 M NacCl.

J'ai ensuite poursuivi son travail et I'ai également implémenté sur le variant H2A.Z avec lequel
elle n"avait pas encore travaillé (Figure 59 - A). J’ai ainsi pu obtenir des rendements a la fin de
la premiére étape d’affinité d’environ 4 mg/L pour I'octamére canonique et 2.5 mg/L pour
'octamere H2A.Z variant. Cependant, la présence du tag Hisl0-TRX s’est avérée
problématique. En essayant de cliver ce dernier, nous avons obtenu un clivage partiel. De plus,
il nous a été impossible de séparer I'octamere clivé du non clivé, créant un échantillon tres
hétérogene (Figure 59 - B). Malgré de nombreuses tentatives d’optimisation, nous n’avons pas
réussi a résoudre ce probleme d’hétérogénéité.

J'ai donc essayé de reconstituer le nucléosome en présence des étiquettes de purification
(His10-TRX et His6) sans succes (Figure 59 - C). La procédure de reconstitution utilisée est une
technique de reconstitution a petite échelle, utilisant une méthode de dilution progressive.
Cette technique, recommandée par le Dr. Elisa BERGAMIN, chef d’équipe a I'lGBMC, a été
adaptée de la procédure NEB (https://international.neb.com/protocols/2012/06/02/dilution-
assembly-protocol-e5350) et est décrite dans I’Annexe 4.
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A Octameére Octamere

canonique H2A.Z-variant
C BA E
25 ‘ His-TRX-xH4 257 M s TRxH4

His-xH2A - HigshH2A.Z
xH3 hH2B
xH2B

15

Ratio
Octameére tag : ADN

B. C. N

N NSNS
Q' QYN N

His10-TRX-xH4

601 libre

Figure 59 : Reconstitution des octaméres canonique et H2A.Z variant par co-expression chez
E.coli

A. Reconstitution des octaméres (C) : échantillon purifié par affinité et concentré apres I'étape
de gel filtration, (BA) : Billes TALON apreés affinité, (E): Elution de I'étape d’affinité. Pour
I'octameére H2A.Z, I'étape de gel filtration n’est pas représentée car la coupure des étiquettes
a été effectuée au préalable. Gel SDS-PAGE 17,5%.

B. Exemple montrant I'hétérogénéité de I’échantillon pour I'octameére canonique apres
coupure 3C. Gel SDS-PAGE 17,5%.

C. Essai de reconstitution du nucléosome canonique en gardant les étiquettes His10-TRX sur
xH4 et His6 sur xH2A. Gel de retardation (polyacrylamide 6%) coloré au bromure d’éthidium.

3. Approche 2 : Purification de la paire d’histones et du tétrameére
séparément

J’ai décidé d’employer une autre stratégie, en purifiant d’une part la paire d’histones H2A/H2B
et d’autre part le tétramere H3/H4. Je les ai ensuite assemblés avec de I’ADN 601 pour former
le nucléosome, sans préparer au préalable I'octamére.

Afin de résoudre la problématique de clivage des étiquettes, j'ai décidé de garder ces
dernieres lors de I'assemblage. J’ai donc remplacé I'étiquette His10-TRX présente sur xH4 par
une étiquette His6 plus petite.
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J'ai ainsi produit et purifié les complexes suivants :
-His6-xH2A/xH2B

-His6-hH2A/hH2B

-His6-hH2A.Z/hH2B

-His6-xH4/xH3

La production des paires d’histones H2A/H2B ou H2A.Z/H2B, Xénopus ou Humaine, a été
réalisée en milieu 2xLB. L'induction a été réalisée a une DO 00 nm = 0,7 avec 0,7 mM d’IPTG et
continuée sur la nuit a 25°C. La purification a ensuite été réalisée en utilisant un tampon 10
mM Tris pH 8 contenant 1 M NacCl.

Pour le tétramére H3/H4, la production a été réalisée en utilisant un milieu TB. L'induction a
été réalisée a une DO s00nm de 0,6 en utilisant 0,2 mM d’IPTG et a été continué 2 ha 37°C. La
purification du tétramere a été réalisée dans un tampon 10 mM Tris pH 8 + 2 M NaCl.

Ces purifications ont été réalisées en deux étapes, une étape d’affinité TALON et une gel
filtration. Les gels SDS-PAGE présentés dans la Figure 60 - 1 correspondent aux histones apres
ces deux étapes de purification.

Jai ensuite utilisé la méme technique de reconstitution a petite échelle par dilution
progressive. Il est a noter que cette procédure est normalement une procédure a petite
échelle permettant par la suite de passer a un plus grand volume. Cependant, du fait des
faibles quantités obtenues, je n’ai pas pu passer a grande échelle.

Les gels de retardations vérifiant la formation des différents nucléosomes a petite échelle sont
présentés dans la Figure 60 - 2. Différents ratios ont été testés entre les constituants de
I’octamére et I’ADN. La quantité d’ADN utilisée dans ces tests est constante (25 pmol) et des
guantités croissantes de dimere et de tétramére d’histones ont été ajoutées (les paires
d’histones sont doublement concentrées par rapport au tétramere et a ’ADN). Les gels de
retardations présentés permettent également de mettre en évidence les ratios sélectionnés,
c’est-a-dire le ratio a partir duquel il ne semble plus y avoir d’ADN libre et pour lesquels la
guantité de nucléosome maximale de 25 pmol est obtenue.

Les échantillons de nucléosome, aux ratios sélectionnés, ont ensuite été vérifiés par
microscopie électronique, en utilisant la méthode de coloration négative, afin de vérifier leur
qualité. Les images de microscopie électronique (Figure 60 — 3) mettent en évidence des
sphéres d’environ 11 a 13 nm de diameétre, correspondant respectivement au nucléosome sur
la tranche et au nucléosome vu de face. Il est également possible de voir quelques agrégats.
De plus, la qualité des nucléosomes obtenus semble variable. Le meilleur échantillon de
nucléosome correspond au nucléosome canonique de Xénopus, le moins bon au nucléosome
H2A.Z. Cela s’explique par le fait que ce dernier est moins stable in vitro. On remarque
d’ailleurs la présence d’ADN libre dans I’échantillon formant un bruit de fond sur I'ensemble
de I'image. Cette observation concorde avec le gel de retardation. La quantité de nucléosome
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H2A.Z est donc trés certainement sur-estimée. La reconstitution de ce nucléosome devra étre
réalisée et optimisée a nouveau.

1 Gel SDS-PAGE 17,5%

Tétramere .
His6-xH4/xH3 His6-xH2A/xH2B His6-hH2A/hH2B His6-hH2A.Z/hH2B
[ His6-xH2A -
5. 25 H2B 25— M W HisGhH2A 25— W His6-hH2A.Z
S xH3
. His6-xH4 S hH2B hH2B
15—

IS—A ls_a 15—’

2 Vérification de la reconstitution des nucléosomes et choix des ratios
par expérience de retardation sur gel

Ratios Ratios
Dimére xH2A/xH2B : Tétra xH3/xH4 : ADN Dimére hH2A/hH2B : Tétra xH3/xH4 : ADN
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QPN At N -
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s
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200 ‘- (- canonique chimérique
— ADN 601 200 - U o 601
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Dimere hH2A.Z/hH2B : Tétra xH3/xH4 : ADN

N
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I QT N VYT

g u H u Nucléosome H2A.Z
Vo variant chimérique
(-

- U o il —— ADN 601

Légende et suite de la figure sur la page suivante
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3 Vérification des nucléosomes par microscopie électronique
(coloration négative)

Nucléosome canonique
Nucléosome canonique chimérique Homo sapiens -
Xenopus laevis Xenopus laevis

Nucléosome variant H2A.Z
chimérique Homo sapiens -
Xenopus laevis

Figure 60 : Reconstitution des nucléosomes

1. Gels SDS-PAGE 17,5% finaux des purifications des paires d’histones xH2A/xH2B,
hH2A/hH2B, hH2A.Z/hH2B et du tétrameére xH3/xH4.

2. Expériences de retardation sur gel pour les trois types de nucléosomes reconstitués. La
fleche orange met en évidence les ratios sélectionnés.

3. Image de microscopie électronique par coloration négative pour les trois différents types
de nucléosomes. Les ronds roses mettent en avant un exemple de nucléosome.
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Jai ensuite cherché a développer une méthode robuste permettant la comparaison des
différents chaperons et de leurs différents domaines en condition nucléosomique.

Compte tenu des faibles quantités de nucléosomes obtenues aprées reconstitution et de celle
du chaperon ANP32E FL, I'lITC n’était pas une technique adaptée pour la mesure des affinités
entre le nucléosome et les chaperons. Nous avons donc opté pour la Résonance Plasmonique
de Surface (SPR), nécessitant des quantités moindres pour chaque partenaire. J'ai ainsi injecté
une protéine concentrée au maximum a 100 nM afin d’avoir 20 a 50 unités de résonance (RU)
fixée sur la puce. Pour I'analyte j’ai utilisé une gamme allant de 0 a 50 nM.

1. Mesure d’affinités des interactions par résonance des plasmons
de surface (SPR)

Les interactions chaperons-histones que j’ai envisagées de caractériser sont présentées dans
le Tableau 13. Afin de mettre en place I'expérience, j'ai commencé par caractériser les
contrbles positifs et négatifs, a savoir ANP32E ZID et YL1 ZID avec les paires d’histones
H2A.Z/H2B et H2A/H2B respectivement.

Tableau 13 : Plan de la manipulation pour les approches SPR

Chaperons Histones
YL1-ZiD H2A.Z/H2B
H2A/H2B

ANP32E1-ZID H3/H4

Octameére H2A.Z/H2B
Octameére H2A/H2B
ANP32E entier Nucléosome H2A.Z

ANP32E6-LRR

Nucléosome canonique

Les mesures SPR ont été effectuées sur un instrument Biacore T200 (GE Healthcare - Biacore),
en utilisant une puce de type CM5. Cette puce est composée d’une surface d’or, sur laquelle
est fixée une matrice de dextran.

Le ligand est immobilisé covalemment sur la surface, via les groupements carboxyles présents
sur le dextran. La pré-concentration permet de réaliser une immobilisation efficace grace a
une importante concentration du ligand a la surface de la puce. Cette procédure est réalisée,
en utilisant un tampon de faible force ionique et dont le pH est inférieur au pl du ligand
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d’environ 0,5 unité. Idéalement, le pH du tampon est compris entre 4 et 6. Compte tenu du
pKa du dextran, il est difficile d’immobiliser un partenaire si le pH du tampon utilisé est
inférieur ou égal a 3,5.

a. Approche 1

Dans un premier temps, nous avons tenté d’immobiliser les chaperons YL1-ZID, ANP32E1,
ANP32E6 et ANP32E entier. Cependant, leur pl (respectivement 4,3, 4,39, 4,1 et 3,98) ne nous
ont pas permis de réaliser une immobilisation efficace et stable.

b. Approche 2

Une alternative a I'immobilisation covalente sur puce CM5 est la capture de I'étiquette de
purification du ligand par un anticorps spécifique. Nous avons donc immobilisé covalemment
des anticorps anti-GST sur la surface de la puce. Aprés capture de GST-ANP32E1 et de GST—
YL1 — ZiD, nous avons injecté les paires d’histones H2A.Z/H2B et H2A/H2B, qui servent
respectivement de controle positif et négatif. Nous avons alors pu observer un signal
engendré par l'interaction aspécifique des paires d’histones sur la surface de la puce et cela
malgré la présence de détergent (P20 0,01%) et d’une haute concentration en sel (400 mM
NacCl). Nous avons donc essayé d’augmenter la concentration de NaCl dans le tampon de
course a 1 M, ce qui a provoqué la perte du ligand capturé par I'anticorps anti — GST.

c. Approche 3

Nous avons alors choisi d’inverser le systeme, en procédant a I'immobilisation covalente des
paires d’histones H2A.Z/H2B et H2A/H2B et du nucléosome. Nous avons obtenu un taux
d’'immobilisation satisfaisant pour les paires d’histones, toutefois pour le nucléosome, sa
dissociation était observée apreés sa fixation sur la puce.

Cette méthode bien que prometteuse nécessite encore de nombreuses optimisations, afin de
pouvoir effectuer les mesures d’interactions désirées, qui seront discutées dans la derniére
session « discussion ».

2. Essai de retardation sur gel

En paralléle de cette méthode quantitative SPR, j’ai également testé la fixation au nucléosome
de maniére qualitative par une méthode de retardation sur gel polyacrylamide.

J’ai tout d’abord voulu tester I'interaction entre le nucléosome-H2A.Z et le domaine ZID du
chaperon ANP32E. Le but de I'expérience est de voir si le domaine ZID d’ANP32E1 (204-268),
qui lie la paire d’histones H2A.Z/H2B dans un contexte non nucléosomal (au niveau de région
enfouis dans le nucléosome), est également capable de se lier au nucléosome H2A.Z.
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J'ai réalisé une expérience de retardation sur gel en mélangeant la protéine purifiée ANP32E1-
ZID et le nucléosome telle que décrite dans la Figure 61.

1 Set up expérimental
Protéine puriﬁée Nucléosome H2A.Z variant
ANP32E1 - ZID (204-268)

204 268

- #

2 Expérience de retardation sur gel

Ratio
nucléosome H2A.Z : ANP32E1-ZID

0,5:0 1:1 1:6 O0:1

pb

600
500
400
300

200

Nucléosome H2A.Z

ADN 601 libre
100

Figure 61 : Expérience de retardation sur gel testant la liaison d’ANP32E1-ZID au nucléosome
H2A.Z humain

Gel polyacrylamide 6% coloré au bromure d’éthidium

La quantité de nucléosome utilisée pour chaque test est de 3 pmol soit 0,4ug, excepté pour
le contréle ne contenant que du nucléosome (ligne 1) ol cette derniére est divisée par 2.

Nous voyons sur le gel de retardation qu’il ne semble pas y avoir de fixation directe entre le
ZID d’ANP32E et le nucléosome et cela quel que soit le ratio testé. Ainsi ANP3E1-ZID n’est pas
capable de se lier directement au nucléosome H2A.Z.

Il est donc nécessaire d’avoir au préalable un nucléosome déstabilisé pour que le domaine ZID
d’ANP32E puisse permettre I’éviction de la paire d’histones H2A.Z variante.

Il serait alors intéressant de tester la fixation du domaine LRR d’ANP32E au nucléosome H2A.Z
variant.
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[1l. Discussion

Mes premiers résultats d’ITC ont permis de mettre en évidence un double événement de
liaison pour la liaison d’His10-TRX-ANP32E ZID aux paires d’histones H2A.Z/H2B avec un
premier Kp1 trés affin <1 nM et un second Kp; toujours trés affin d’environ 20 nM. Cependant,
les stoechiométries observées pour ces deux événements sont respectivement comprises
entre 0,41 et entre 1,85, signifiant qu’il ne semble pas y avoir une interaction 1:1 mais que les
évenements observés sont complexes. Nous touchons ici les limites de I'lITC qui ne permet pas
de déconvoluer facilement plusieurs événements.

Les expériences d’AUC menées par la suite ont montré qu’His10-TRX-ANP32E1 ZID forme un
dimere. Cette conformation, non détectée dans les analyses biochimiques précédentes, n’est
peut-étre pas biologique, n’étant pas décrite dans la littérature. Elle pourrait donc étre
potentiellement liée a la haute concentration en solution (90 uM soit 2.5 mg/mL en ITC).

Une autre hypothese est une éventuelle implication de I'étiquette TRX, bien qu’il n'y ait
aucune trace de dimérisation liée a cette étiquette dans la littérature.

Afin de s’assurer de la non-implication de I'étiquette His10-TRX dans la dimérisation, nous
avons testé une construction d’ANP32E1 ZID en fusion avec l'étiquette His10-SUMO.
La titration par ITC de 'interaction His10-SUMO-ANP32E1-ZID avec H2A.Z/H2B ANter tails ne
montre qu’un seul événement avec un Kp de 18 nM et avec une stoechiométrie de 0.5.

Ce Kp de 18 nM correspond a la constante de dissociation a I'équilibre du deuxiéme
événement de liaison obtenu avec la construction His10-TRX-ANP32E1 ZID en ITC, corroborant
également les résultats d’AUC-SE pour lesquels nous obtenons un Kp de 30 nM.

Ainsi, la présence d’un événement de liaison unique avec un Kp similaire a I'interaction entre
ANP32E et la paire d’histones variante, nous montre indirectement qu’ANP32E ne semble pas
dimériser lorsqu’il est purifié avec une étiquette His10-SUMO. Cela nous conforte dans le fait
gue cette dimérisation n’est pas biologique et est induite par la présence de I'étiquette His10-
TRX.

Mes différents travaux me permettent également de comparer l'interaction des deux
chaperons (YL1-ZID et ANP32E-ZID) avec la paire d’histones variante H2A.Z/H2B.

Les résultats biophysiques nous montrent, qu’YL1-ZID semble 10 fois plus affin qu’ANP32E-
ZID pour la paire d’histones variante, avec des constantes de dissociation a I’équilibre, allant
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de 2.3 3 4.4 nM pour YL1-ZID et de 18 a 30 nM pour ANP32E1-ZID. Il est a noter que seule la
stoechiométrie d’YL1 est de 1.

Les données d’ITC me permettent également de caractériser I'interaction entre les chaperons-
ZID et H2A.Z/H2B d’un point de vue thermodynamique. Seules les courbes présentant un seul
événement peuvent étre utilisées (deux évenements ne permettant pas de calculer le AG et -
TAS). C'est pour cela que je compare les paramétres thermodynamiques de l'interaction
His10-SUMO-ANP32E1 ZID (204- 268) — H2A.Z/H2B par rapport a 'interaction His6-YL1 ZID (1-
69) — H2A.Z/H2B (Figure 62).

D’apreés les résultats obtenus, le mode d’interaction semble étre identique, puisque la liaison
est portée par I'enthalpie (enthalpy driven) avec AH inférieur a -TAS. Pour YL1 ZID, le AH de la
liaison est inférieur a celui de I'interaction ANP32E1-ZID — H2A.Z/H2B, concordant avec la
présence d’une plus large zone d’interaction visible dans la structure.

Comparaison des parameétres thermodynamiques
de la liaison des deux chaperons-ZID a H2A.Z/H2B

30

20

10

0  m—

N 1 -

-20

-30

-40

AH -TAS AG

W His6-YL1-ZID W His10-SUMO-ANP32E1ZID

Figure 62: Comparaison des profils thermodynamiques des liaisons His6-YL1-ZID -
H2A.Z/H2B et His10-SUMO-YL1-ZID — H2A.Z/H2B. Les différents paramétres sont exprimés
en kcal/mol.

Ces résultats sont donc en adéquation avec les données structurales, obtenues dans I'équipe
avant mon arrivée, dans lesquelles YL1 présente une région supplémentaire interagissant avec
la paire d’histones variante (Obri et al. 2014) (Latrick et al. 2016).

Ces caractéristiques sont potentiellement liées aux fonctions biologiques opposées de ces
deux chaperons, méme si ces deux interactions restent trés affines.
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Notamment, la déposition de H2A.Z/H2B par YL1 requiert de s’assurer que la paire
d’histones variante est bien celle liée au chaperon et que celle-ci est déposée au sein d’un
nucléosome. Les nombreux déterminants de reconnaissance de H2A.Z/H2B par YL1 ainsi que
la forte affinité d’interaction permettent de s’assurer de ces prérequis, avec pour
désavantage potentiel de réduire la vitesse d’exécution.

Dans le cas d’ANP32E, la reconnaissance de H2A.Z au coeur du nucléosome fait
potentiellement appel a un nombre moindre de déterminants, au prix d’'une moins grande
affinité (qui reste tout de méme de I’orde du nanomolaire), avec éventuellement un risque
d’enlever la mauvaise histone. Cette derniére problématique étant cependant réduite par
le fait que les changements structuraux induits par ANP32E ne soient stabilisés que dans le
cas de H2A.Z.

De maniere plus générale, si nous comparons a présent mes résultats a ceux de la littérature.
Nous remarquons que la sous-unité Swrl du complexe SWR1 de levure, qui a un réle similaire
a YL1 humain (bien que ce ne soit pas son homologue) et permet donc le dép6t de la paire
d’histones variante, interagit également avec H2A.Z/H2B de maniére trés affin avec une
constante de dissociation a I'équilibre de cette interaction de I'ordre du nanomolaire. Ainsi,
Swrl-Z (équivalent au domaine ZID chez Swrl) interagit avec scH2B-H2A.Z avec un Kp~7 nM.
Ce Kp est donc du méme ordre de grandeur que celui observé pour la liaison YL1-ZID a
H2A.Z/H2B qui est de 2.3 3 4.4 nM.

Il existe cependant une différence entre les chaperons Swrl et YL1, car Swrl-Z semble
également capable de lier la paire d’histones canonique avec un Kp d’environ 151 nM, alors
qu’YL1 n’en est pas capable et est strictement spécifique a H2A.Z.

De plus, chez la levure, il n’existe pas a ce jour de chaperon spécifique connu responsable de
I’éviction et pouvant étre comparé a ANP32E humain. Cela qui est d’autant plus énigmatique
au vu des similitudes structurales retrouvées entre Swrl et ANP32E.

Ces différences homme vs levure soulignent la nécessité de caractériser le modéle humain
afin de comprendre les mécanismes d’action de ces chaperons dans la biologie de H2A.Z.

J’ai ensuite continué a caractériser les différences entre ces deux chaperons humains de H2A.Z
en utilisant une approche mutationnelle. Nous avons observé qu’en utilisant un quadruple
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mutant de H2A, donc H2A.Z-like, I’ affinité de I'interaction avec YL1-ZID est rétablie avec un Kp
de 5,6 nM pour le mutant contre 4,4 nM pour H2A.Z. Cependant, ANP32E1-ZID n’interagit pas
avec ce mutant.

Deux hypothéses peuvent alors expliquer ce résultat :

- Lesrésidus testés ne sont pas impliqués dans la liaison avec ANP32E1-ZID. Cependant,
cela est fortement improbable au vu de la structure notamment pour les mutants 1
(H2A AG98) et 2 (H2A 179T). Il est intéressant de noter que les mutations 3 (H2A N89G)
et 4 (H2A N94D), impliquées dans la liaison avec YL1 ZID, sont assez éloignées du site
d’interaction avec ANP32E4-ZID, d’apres la structure décrite précédemment (Obri et
al. 2014). Ces résidus pourraient tout de méme étre impliqués dans la liaison car la
construction d’ANP32E1-ZID que j’ai utilisée pour ces expériences est plus grande que
celle présentée dans la structure.

- Les résidus, ou une partie des résidus, sont bien impliqués dans la liaison. Cependant,
ces résidus ne sont pas suffisants au rétablissement de la liaison. Pour vérifier cela,
j/ai effectué une approche inverse en partant de H2A.Z et en le mutant
progressivement en H2A.

Nous avons alors tenté d’abolir progressivement I'interaction en mutant 1 a 4 résidus de H2A.Z
pour obtenir un profil d’interaction H2A-like. J'ai ainsi réalisé les mutations H2A.Z +G101
(Mutant 1*), H2A.Z T82l (Mutant 2*), H2A.Z T82l, +G101 (Mutant 3*), H2A.Z T82l, D97N
(Mutant 4*), H2A.Z 7821, +G101, D97N (Mutant 5*) et H2A.Z (H2A.Z T82l, G92N, D97N, +G101,
Mutant 6*).

Nous avons constaté que tous les mutants de H2A.Z, méme les simples (H2A.Z +G101 (Mutant
1*), et H2A.Z T82l (Mutant 2*)), semblent abolir I'interaction avec la paire d’histones H2A-
like/H2B.

Ainsi, du fait que I'ensemble des mutants contiennent tous au moins une des simples
mutations, H2A.Z +G101 ou H2A.Z T82I, nous pouvons conclure que les mutations simples
de H2A.Z T82I et +G101 sont suffisantes a abolir la liaison d’ANP32E-ZID. Le résidu T82 et
I’absence de G entre les résidus 100 et 101 de H2A.Z sont donc indispensables a la liaison du
chaperon ANP32E1 ZID, en accord avec les données structurales.

En revanche, il est impossible de conclure sur la contribution des autre résidus mutés dans les
doubles, triples et quadruples mutants, comme D97N et G92N.

Il serait intéressant d’effectuer et de tester les simples mutants des résidus G92N et D97N afin
de voir si ces résidus sont également cruciaux pour linteraction d’ANP32E-ZID avec
H2A.Z/H2B.
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De plus, le fait que le quadruple mutant de H2A vers H2A.Z-like ne permette pas le
rétablissement de 'interaction signifie qu’il y a certainement d’autres résidus impliqués dans
I'interaction avec ANP32E1 ZID et qui ne sont pas indispensables pour 'interaction avec YL1
ZID.

Ces résidus sont trés certainement spécifiques de H2A.Z, sinon le quadruple mutant de H2A
aurait du permettre de rétablir la liaison.

Etonnamment, d’un point de vue structural, seul un résidu semble ne pas étre conservé entre
H2A et H2A.Z au sein de ce domaine d’interaction entre ANP32E4-ZID + H2A/H2B. En effet, le
résidu 1100 de H2A.Z impliqué dans la formation du patch hydrophobe avec ANP32E est une
leucine (L97) chez H2A. Cette mutation pourrait étre envisagée bien que ces deux acides
aminés aient des propriétés physico-chimiques similaires.

De plus, les données structurales ont été obtenues a partir de ANP32E4 correspondant au ZID
minimal (215-240). Durant les expériences réalisées tout au long de cette thése, nous avons
utilisé une construction plus longue : ANP32E1 ZID (204-268) contenant une seconde région
conservée en C-terminal. Ainsi, des résidus de H2A.Z pourraient interagir avec la région C-
terminale de ANP32E1 ZID, mais également avec la région en N-terminal, qui ne sont pas
présentes dans la structure résolue par mon équipe (Obri et al. 2014).

Il serait également intéressant de muter d’autres résidus, tels que le résidu Q22 de H2A.Z en
S équivalent de H2A, qui pourraient potentiellement se lier, par formation d’une liaison H, a
la région conservée située en C-terminal. Il est actuellement difficile d’expliquer de maniére
moléculaire une telle différence entre les chaperons puisqu’aucune structure des chaperons
entiers en complexe avec la paire d’histones n’est disponible. Il est également possible que les
différences de constante de dissociation et de leurs comportements vis-a-vis des mutants
soient liées a leurs roles biologiques opposés.

Cette analyse mutationnelle confirme et apporte donc des informations supplémentaires
concernant les résidus essentiels a I'interaction entre ANP32E1-ZID et les paires d’histones
variante, complétant les analyses structurales.

Par ailleurs, YL1 et ANP32E contiennent d’autres domaines qui pourraient participer, en
coopération avec le domaine ZID, a la reconnaissance de la paire d’histones variante
H2A.Z/H2B. Compte tenu de la trés faible expression et solubilité des différents domaines de
YL1 lorsqu’ils sont produits en E. coli, nous nous sommes intéressés a |'autre domaine de
ANP32E : le domaine LRR.
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Il serait également intéressant de travailler sur les chaperons entiers. Il faudrait alors envisager
un autre systeme d’expression permettant I'expression des protéines entiéres. Le systéme
bacculovirus/cellule d’insecte pourrait par exemple étre envisagé.

L’objectif a plus long terme serait d’obtenir les structures des protéines entiéres en complexe
avec la paire d’histones variante. Cet objectif est complexe car ces deux chaperons (sauf
exception pour le domaine LRR d’ANP32E) paraissent intrinsequement désordonnés (Figure
63). Il est probable qu’il y ait un repliement par le biais de l'interaction avec les histones
partenaires ou avec les sous-unités de SRCAP et de p400/TIP60. Toutefois, dans les structures
du domaine ZID lié a H2A.Z/H2B, une grande partie de ces chaperons reste désordonnée.

110 151 215 240 268 1 21 69 87 155 206 364

1
ANP32E [ LRR “ YL1 [ Asp/Glu rich DBD Pro rich ]

L J

ZID ZID

B. ANP32E

— ANCHOR2 = IUPred2 (long

=

Position

Position

Figure 63 : Prédiction des régions intrinsequement désordonnées des chaperons ANP32E et
YL1

A. Rappel de la composition des deux chaperons

B. Prédiction des régions intrinsequement désordonnées effectuée en utilisant I'interface en
ligne d’IUPred (iupred2a.elte.hu). En ordonnée sur le graphique, un score prédisant le
désordre. Au-dessus de la ligne, on considere la région comme intrinsequement
désordonnée, en dessous comme ordonnée.
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1. Structure du domaine LRR

Dans notre objectif d’étudier les domaines complémentaires de ces chaperons, nous avons
obtenu la structure du domaine LRR d’ANP32E a une résolution de 1,1 A. Nous avons alors pu
comparer notre structure a celles du domaine LRR d’ANP32A et d’ANP32B. Nous avons
constaté que les résidus non conservés sont présents a la surface du domaine et qu’ils
pourraient étre impliqués dans la modulation de I'interaction avec les paires d’histones et
d’autres partenaires.

Parmi ces résidus, la tyrosine 92 semble particulierement intéressante puisqu’elle se situe
dans la partie concave du domaine et change localement le potentiel électrostatique d’une
poche d’interaction globalement chargée négativement. Les domaines LRR sont notamment
connus pour interagir avec leurs partenaires via cette zone. Pour ANP32B, c’est cette partie
concave qui interagit avec la paire d’histones H3/H4 (Tochio et al. 2010).

C’est pourquoi, nous avons effectué des tests d’interaction d’ANP32E LRR avec H3/H4 par des
méthodes biochimiques de co-expression et co-purification en E.coli. D’aprés les résultats
obtenus, une interaction faible semble probable. Il serait donc intéressant de valider ce
résultat en utilisant une approche biophysique telle que I'ITC.

Pour ANP32B, des expériences combinant RMN et approches mutationnelles ont démontré
gue certains résidus chargés négativement et présents au sein de cette zone concave (D25,
E45, E70, E73, D119) sont essentiels a la liaison des histones H3/H4. Il a également été
démontré qu’il existe un réseau d’interactions hydrophobes au niveau de la partie concave
impliqué dans l'interaction avec H3/H4, grace aux résidus V23, F46, 150, H92, F121. La
mutation non conservative de ces résidus hydrophobes abolit I'interaction avec les histones
H3/H4 (Tochio et al. 2010).

Parmi ces résidus d’ANP32B impliqués dans la liaison a H3/H4, le résidu 92 est le seul résidu
n’ayant pas des propriétés physico-chimiques conservées entre ANP32E (Y92) et ANP32B
(H92).

Il serait donc intéressant de muter ce résidu et de créer le mutant Y92H d’ANP32E, afin
d’étudier I'impact de cette mutation sur la liaison a H3/H4.

Les LRR d’ANP32E et d’ANP32B ont 67% d’identité, en suivant ce méme raisonnement,
d’autres mutants d’ANP32E pourraient étre réalisés, en mutant cette fois des zones plus
vastes, comme une boucle entiére, notamment les boucles 3 (résidus 27 a 31 sur la Figure 40)
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et 8 (résidus 108 a 114 sur la Figure 40) de la partie convexe du LRR, qui divergent
particulierement par rapport aux autres membres de la famille ANP32.

L'impact de ces mutants pourrait alors étre évalué par méthodes biochimiques et
biophysiques, dans un contexte nucléosomal ou avec d’autres effecteurs, tels que MRGBP, un
composant de p400/TIP60, qui a précédemment été montré comme interagissant avec le LRR
d’ANP32E (Obri et al. 2014) et dont les mécanismes d’actions sont inconnus.

J'ai ainsi pu montrer que ce domaine LRR, en plus de son réle d’interaction dans le complexe
de remodelage de la chromatine p400/TIP60 et de son potentiel rdle stabilisateur dans
I'interaction entre ANP32E-ZID et H2A.Z/H2B, pourrait également avoir un rdle dans
I'interaction et le chaperonnage de H3/H4.

Si les caractérisations biophysiques révélent une interaction avérée entre ANP32E LRR et
H3/H4, I'obtention d’une structure cristallographique du domaine LRR d’ANP32E en complexe
avec H3/H4 permettrait de compléter I'étude.

De maniéere plus générale, il serait également intéressant de résoudre la structure du domaine
LRR d’ANP32B avec H3/H4, cette interaction avérée a un Kp de 13 uM (Tochio et al. 2010).

2. Simulation moléculaire

Etant donné qu’il n’existe pas de structure, j'ai souhaité modéliser I'interaction entre ANP32E
LRR et H3/H4 en utilisant une approche de simulation moléculaire grace au logiciel Prism
(Protein Interactions by Structural Matching).

Les résultats obtenus in silico montrent que la partie concave du LRR d’ANP32E peut
potentiellement interagir avec le tétramere d’histones H3/H4. L'interaction semble se faire
sur la tranche d’un des diméres H3/H3, |a ou se fixe I’ADN nucléosomal (Figure 64).

Ainsi, le LRR, via sa partie concave chargée négativement, se lie au niveau du SHL-1.5 ou +1.5
a la place de I’ADN.

Cette méme simulation en présence d’un nucléosome entier n’a pas aboutie, signifiant qu’il
faudrait que I’ADN soit déja partiellement déroulé pour permettre au LRR d’ANP32E de se
fixer au tétramere, une possibilité du fait de I'activité de remodelage de p400/ TIP60. Afin de
vérifier cette information, il serait nécessaire de tester I'interaction entre le LRR et 'ADN/le
nucléosome.
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Tétrameére

45°

ANP32E
LRR

C- Interface Residues Contacts

ANP32ELRR étramer

pdb2_A_ALA_5@ <-->  1ao0iABEF_A_LEU_65
pdb2_A_LYS_68 <-->  1aoiABEF_B_LYS_20
pdb2_A_PHE_121 <-->  1ao0iABEF_B_LEU_22
pdb2_A_ASN_51 <-->  1ao0iABEF_A_LEU_65
pdb2_A_ASP_146 <-->  1ao0iABEF_B_LEU_22
pdb2_A_GLU_10 <-->  1a0iABEF_A_ARG_63
pdb2_A_GLY_147 <-->  1ao0iABEF_B_LEU_22
pdb2_A_ASP_25 <-->  1ao0iABEF_A_LEU_65
pdb2_A_PHE_46 <-->  1aoiABEF_B_LYS_20
pdb2_A_ASN_26 <-->  1aoiABEF_A_LYS_64
pdb2_A_ASN_26 <-->  1ao0iABEF_A_LEU_65
pdb2_A_ASN_94 <-->  1aoiABEF_B_VAL_21
pdb2_A_ASP_119 <-->  1aoiABEF_B_VAL_21
pdb2_A_ASP_119 <-->  1ao0iABEF_B_LEU_22
pdb2_A_LEU_93 <-->  1aoiABEF_B_VAL_21
pdb2_A_VAL_23 <-->  1ao0iABEF_A_ARG_63
pdb2_A_TYR_92 <-->  1aoiABEF_B_VAL_21
pdb2_A_TYR_92 <-->  1aoiABEF_B_LYS_20

Figure 64 : Modélisation de I'interaction entre ANP32E LRR et xH3/xH4

A. Vue d’ensemble sur le modele de I'interaction obtenu grace au logiciel PRISM
(http://cosbi.ku.edu.tr/prism/index.php)

B. Vue agrandie sur le domaine d’interaction

C. Interactions possibles entre les résidus du tétramere et d’ANP32ELRR proposées par
PRISM pour ce modele

Dans cette modélisation, la tyrosine 92 d’ANP32E pourrait potentiellement interagir avec la
valine 21 (interaction électrostatique) et la lysine 20 (liaison H) de la chaine H4. Les
interactions proposées par PRISM sont détaillées dans la figure X.C. Il faut cependant rester
prudent avec cette simulation, car la queue de I'histone H4 sur laquelle semble se fixer le LRR
n’est pas entiere. Cette simulation indique cependant qu’une telle interaction serait faisable,
avec une énergie de liaison de -10.26 kcal/mol.
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1. Préparation du nucléosome

Afin de pouvoir comparer l'interaction des deux chaperons en condition nucléosomique, je
me suis attelée a la production et formation du nucléosome.

La premiere stratégie employée, qui a consisté a co-purifier I'octamere puis a assembler le
nucléosome en ajoutant ’ADN de positionnement, n’a pas fonctionnée. En effet, la présence
de I'étiquette de purification volumineuse His-10-TRX sur I’histone H4 empéche certainement
la reconstitution du nuclésome (gel de retardation présenté en Figure 59-C). Sur ce gel, nous
remarquons que I’ADN 601 disparait du gel et semble étre retrouvé au niveau du puits. Ainsi
il y a probablement formation d’agrégats ADN-histones dans cette condition.

J'ai donc décidé d’utiliser une seconde stratégie consistant a purifier séparément les paires
d’histones H2A ou.Z/H2B et le tétramere d’histones H3/H4, puis de les assembler directement
avec de I’ADN de positionnement. J'ai également remplacé I'étiquette His10-TRX par une
étiquette His6 moins volumineuse.

J'ai ainsi reconstitué trois types de nucléosome :

- canonique de Xenopus laevis

- canonique chimérique Homo sapiens - Xenopus laevis

- variant H2A.Z chimérique Homo sapiens - Xenopus laevis

La vérification des nucléosomes par microscopie électronique et coloration négative a montré
qgue la qualité des différents nucléosomes n’est pas totalement identique.

L’échantillon donnant les meilleurs résultats est celui correspondant au nucléosome
canonique de Xénopus laevis. Ce résultat n’est pas surprenant car c’est le nucléosome le plus
stable, qui a été utilisé historiquement dans les premieres études (Luger et al. 1997).

L’échantillon de nucléosome donnant le moins bon résultat correspond au nucléosome
variant H2A.Z chimérique. Cela est en accord avec la plus faible stabilité de la paire d’histones
H2A.Z. Sur I'image de microscopie électronique, nous observons un bruit de fond élevé qui
correspond a de I'ADN libre. Cette observation est en adéquation avec I'expérience de
retardation sur gel, ou de I’ADN libre est toujours visible.

Il sera donc nécessaire de retravailler les ratios d’assemblage pour ce nucléosome H2A.Z.
L'inexactitude des ratios utilisés lors de cette expérience est liée a la difficulté d’estimer la
quantité précise de H2A.Z/H2B, qui est instable, en solution.
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Il est également important de garder en téte que la méthode de dilution employée n’est
gu’une méthode a petite échelle et qu’elle devra étre reproduite a plus grande échelle. Pour
ce faire, il sera nécessaire d’obtenir de plus grandes quantités d’histones, mais également de
refaire une préparation d’ADN 601.

La technique de production des histones employée ici est une technique de co-expression en
E.coli adaptée du protocole de Shim et ses collégues (Shim et al. 2012). Cette méthode m’a
permis d’obtenir des rendements pour les paires d’histones H2A ou H2A.Z/H2B de 0,35 et 0,15
mg/L respectivement. Pour le tétramere H3/H4, un rendement de 0.15 mg/L a été obtenu.
Ces rendements sont faibles et ne m’ont pas permis pour l'instant de mettre en place une
reconstitution du nucléosome a grande échelle.

Il est a noter qu’il existe une autre technique pour la production et la purification d’histones
chez E. coli. Il s’agit d’'une méthode de refolding a partir de corps d’inclusion chez E. coli. Cette
technique permet d’obtenir des quantités de nucléosome largement supérieures, mais elle
est plus longue (Dyer et al. 2003). Cette méthode pourrait étre envisagée, si des approches
d’ITC s’averent nécessaires. Elle devra cependant d’abord étre mise en place dans I'équipe.

2. Test de 'interaction chaperon-nucléosome

a. Méthode quantitative

Les méthodes de reconstitution a petite échelle m’ont permis de reconstituer au maximum
25 pmol de nucléosome dans 80 pl (soit 0.3 uM de nucléosome ou 33.7 pug/mL).

Mon objectif a été de mettre en place une technique robuste permettant d’évaluer
I'interaction entre les chaperons (entiers ou domaines) et les nucléosomes. J’ai donc opté pour
la technique de la SPR ne nécessitant que tres peu de protéine.

Cependant, jusqu’a présent, mes essais n‘ont pas permis de mesurer ces interactions. Afin
d’obtenir une immobilisation stable du nucléosome, nous pourrions envisager de biotinyler
I’ADN 601 permettant d’'immobiliser le nucléosome via un systéme Streptavidine-Biotine.

Une fois cette méthodologie optimisée, nous pourrons tester les différents domaines des
chaperons, ainsi que les protéines entieres. Pour ANP32E, les différents mutants proposés a
partir de I’étude structurale du LRR seront également implémentés.

La force et la stabilité des complexes formés pourront également a I'avenir étre testées par
d’autres techniques biophysiques, telles que I’AUC ou encore par essais de stabilité thermique
(nanoDSF).

224



A plus long terme, nous envisageons d’étudier la structure de ces complexes. L'approche
cristallographique n’est pour l'instant pas possible, en revanche des études par cryo-
microscopie électronique pourront étre envisagées.

b. Méthode qualitative

Nous voyons sur I'expérience de retardation sur gel qu’ANP3E1-ZID n’est pas capable de se
lier directement au nucléosome H2A.Z. Il semble donc nécessaire d’avoir au préalable un
nucléosome déstabilisé pour que le domaine ZID d’ANP32E puisse permettre I'éviction de la
paire d’histones H2A.Z variante. Ce résultat est en accord avec la structure d’ANP32E ZID -
paire d’histones variante H2A.Z, la liaison se faisant au niveau de sites qui normalement sont
enfouis dans le nucléosome.

Il serait alors intéressant de tester la fixation du domaine LRR d’ANP32E au nucléosome H2A.Z
variant, afin de mieux comprendre son réle dans ce mécanisme. Est-il, en plus de son réle
potentiel dans linteraction avec H3/H4, impliqué dans la reconnaissance générale au
nucléosome ?

En effet, méme si dans notre simulation moléculaire, le LRR n’a pas été montré comme liant
le nucléosome, il existe des exemples dans la littérature ou les domaines LRR sont impliqués
dans la liaison a I’ADN (Gupta et Meek 2005).

225



Les nombreuses fonctions d’"H2A.Z et son implication dans diverses pathologies en font une
cible thérapeutique de choix. Cependant, une compréhension détaillée de ses mécanismes
d’actions et notamment de son association a la chromatine (localisation génomique) sont au
préalable nécessaire.

A ce jour, il reste encore beaucoup d’inconnues autour des mécanismes de dépots et
d’évictions d’H2A.Z sur la chromatine. Notamment les rbles précis des complexes de
remodelage de la chromatine SRCAP et p400/Tip60, qui sont associés aux chaperons YL1 et
ANP32E. Cet axe sera un axe de recherche a développer sur le long terme.

Mon but a donc été de caractériser par une approche de biologie intégrative I'interaction
chaperon-paire d’histones variante et chaperon-nucléosome afin de comparer les modes de
liaison des chaperons et de proposer un modéle d’échange de H2A/H2A.Z sur la chromatine
par YL1 et ANP32E.

Dans mes travaux, j'ai principalement travaillé sur le chaperon ANP32E, qui était moins
caractérisé qu’YL1.

Je propose ici a partir de mes données et de la littérature un modele spéculatoire de I'éviction
de H2A.Z. par ANP32E — p400/Tip60 :

1) Le complexe p400/Tip60 se lie au nucléosome grace a un ou plusieurs de ces domaines
reader. Par exemple, MRG15 est capable de reconnaitre H3K4mel et H3K4me3, Tip60 est
capable de lier H3K4mel, et GAS41, via son domaine YEAST, reconnait les queues d'histones
acétylées ou succinylées (Giaimo et al. 2019).

L’hydrolyse de I’ATP permet alors de décoller localement I’ADN du nucléosome, possiblement
au niveau du SHL-2.

2) Le LRR d’ANP32E qui interagissait avec MRGBP peut alors reconnaitre le tétrameére
d’histones H3/H4 partiellement libre, au niveau du SHL 1.5. De maniére similaire, |la partie de
ANP32E-ZID peut se fixer sur la paire H2A.Z/H2B proche de I'interface d’interaction avec I’ADN
maintenant découverte. Cela va permettre de positionner le chaperon ANP32E, déstabilisant
d’avantage le nucléosome et notamment l'interaction entre le tétramére d’histones et les
paires d’histones H2A.Z variantes.

3) Le domaine ZID d’ANP32E peut alors reconnaitre H2A.Z/H2B. Son positionnement entraine
le détachement de la paire d’histones H2A.Z par I'allongement de I'hélice C-terminale de
H2A.Z, permettant son éviction.
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La Figure 65 représente un octamere d’histones sur lequel la structure du domaine ZID
d’ANP32E et la modélisation moléculaire du domaine LRR sont rassemblées.

3] : " Dimeére 4

Figure 65 : Modéle intégrant les domaines LRR et ZID d’ANP32E

A. Vue sur 'octamére H2A.Z

B. Vue en contexte nucléosomique

C. Vue A.renversée et retournée

Réalisé a partir des entrées PDB 1F66, 4CAY et de ma structure d’ANP32E-LRR.

Ce travail contribue a une meilleure compréhension des processus de régulation épigénétique
fondamentaux, permettant d’aborder les aspects mécanistiques et fonctionnels de la biologie
de H2A.Z. Les connaissances obtenues a partir de ces études pourront guider vers le
développement de nouvelles thérapies anti-cancereuses ciblant les mécanismes de

déposition/éviction d’"H2A.Z par les facteurs de remodelage de la chromatine.
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Chapitre 4 :

CHD1L un remodeleur unique
et un acteur dans les phéno-
types associés aux réarrange-
ments chromosomiques de |a
réegion 1g21.1., incluant des
troubles du spectre autistique
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Chapitre 4 : CHD1L, un remodeleur
unique et un acteur dans les phénotypes
assSOCiés aux réarrangements
chromosomiques de la région 1g21.1.,
incluant des troubles du spectre
autistique.

Ce chapitre est le fruit d’un travail collaboratif avec I’équipe du Dr. Christelle Golzio, et plus
particulierement avec le Dr. Maria Nicla Loviglio a I'lGBMC. Toutes deux travaillent sur les
réarrangements chromosomiques dans les troubles neuro-développementaux et notamment
les troubles du spectre autistique (TSA). Leur laboratoire utilise des outils génomiques et de
modélisation in vivo chez le poisson zeébre afin de mieux comprendre les TSA. La combinaison
de nos travaux a permis d’obtenir une approche intégrative et multidisciplinaire mélant
caractérisation in vivo chez le poisson zébre (Danio rerio) et analyses biochimiques in vitro
(correspondant a ma contribution). Ces travaux ont permis d’identifier et de caractériser le
géne CHD1L comme étant un géne candidat robuste dans I'apparition des signes cliniques
associés aux réarrangements chromosomiques de la région 1g21.1.

[. Introduction

Le séquencgage du génome humain a permis la découverte de millions de variations de
séquence dans le génome humain (Le Morvan et al. 2005). Cette grande variabilité et diversité
génétique s’explique par le polymorphisme génétique. Par définition, on parle de
polymorphisme lorsqu’une méme variation est trouvée dans 1% ou plus de la population
étudiée a un locus donné.

Il existe ainsi plusieurs types de variations, tels que le polymorphisme nucléotidique (ou SNP
pour single nucléotide polymorphism) qui est la forme la plus étudiée. Elle se limite a une
variation par substitution d’un seul nucléotide. Elle est trés courante et se rencontre environ
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toutes les 1000 paires de bases dans le génome humain (soit 4-5 millions de SNPs dans un
génome humain). D’autres types de polymorphismes peuplent également nos génomes, tels
que les indels (insertion/délétion), les inversions, les translocations, le polymorphisme des
microsatellites ou encore les variations de nombre de copies (Almal et Padh 2012).

La variabilité du nombre de copies, ou copy number variation (CNVs), est reconnue comme
étant une des variations génomiques humaines les plus répandues et représente le type le
plus fréquent de lésions génétiques présentes dans les maladies génétiquesrares et
communes (Furuya et al. 2015) (Golzio et Katsanis 2013). Elle correspond a une variation du
nombre de copies d’'un géne ou d’une région chromosomique (duplication ou délétion) entre
différents individus de la méme espéece. En effet, on trouve normalement deux copies
identiques de chaque région des autosomes dans le génome humain. Cependant, il existe de
nombreuses régions du génome ou le nombre de copies est différent entre plusieurs
personnes (Feuk, Carson, et Scherer 2006).

La taille des CNVs varie ainsi de 1 kilobase a plusieurs mégabases, pouvant aller jusqu’a la
suppression ou I'ajout d’un chromosome entier dans le cas des monosomies et des trisomies
respectivement. Ces CNVs ont une taille moyenne de 2,9 kb (Conrad et al. 2010). Plus de 12 %
du génome sont concernés par ces CNVs (Carter 2007), avec en 2013, 300 000 régions
identifiées et réparties dans le génome (Furuya et al. 2015). Le nombre moyen de CNVs chez
les individus est d’environ 1100. Ainsi, il peut y avoir jusqu’a 0.2 %, soit 6 Mb, de différence
entre deux individus liés aux seuls CNVs (Conrad et al. 2010) (McCarroll et al. 2008).

Les CNVs peuvent étre classés en deux catégories en fonction de leur fréquence, les variants
communs et les variants rares. Les variants communs ont une fréquence >1% de la population,
on parle alors de polymorphisme du nombre de copies (CNPs) (Feuk, Carson, et Scherer 2006).
Ces CNPs représentent plus de 80% de tous les CNVs et sont en général stables et hérités. Les
effets de ces CNPs sont souvent neutres, mais peuvent également entrainer des conséquences
fonctionnelles et étre impliqués dans le développement de maladies communes (McCarroll et
al. 2008).

Les 20% restants correspondent aux variants rares (<1% de la population). Ces CNVs rares
peuvent étre hérités ou de novo. Les de novo CNVs apparaissent spontanément pendant la
méiose ou a un stade précoce du développement embryonnaire. Les CNVs rares donnent plus
fréquemment lieu a des changements phénotypiques que les CNPs et sont souvent
pathogéniques (Merikangas, Corvin, et Gallagher 2009) (Furuya et al. 2015).

Les CNVs rares sont particulierement enrichis chez les individus présentant des phénotypes
neurodéveloppementaux complexes (Nowakowska 2017) (J. Barone et al. 2019).

232



La détection des CNVs se fait de maniére routiniere grace a l'utilisation de puce a ADN, aussi
appelée puce d'hybridation génomique comparative (CGH-array en anglais). Elles permettent
d’étudier les corrélations entre phénotypes et variations génétiques et ainsi de détecter les
déséquilibres structuraux des chromosomes (Mefford et al. 2009) (Shinawi et Cheung 2008).

Des techniques de séquencage a haut débit, telles que le séquencage d’exome, peuvent
également si leur couverture est bonne, détecter des CNVs (Nowakowska 2017).

Des études ont révélé qu'une partie des CNVs, hérités mais également de novo, jouent un role
important dans le développement de conditions pathologiques complexes, telles que des
anomalies congénitales (cranio-faciale, cardiaque, respiratoire, rénale), des troubles du
développement neurologique incluant des déficiences intellectuelles, des maladies auto-
immunes et des maladies psychiatriques, telles que la schizophrénie et les troubles du spectre
autistique (Almal et Padh 2012) (Malhotra et Sebat 2012) (Golzio et Katsanis 2013).

Ainsi, la variabilité du nombre de copies d'un gene ou d’une région génomique contribue de
facon majeure aux déséquilibres génomiques.

Le trouble du spectre autistique est un trouble neurodéveloppemental, d'étiologie complexe,
multifactorielle et hétérogéne (Casey et al. 2012). |l est caractérisé par des déficits de
communication, d’interactions sociales et avec la présence d'intéréts restreints, de
comportements répétitifs (réticence au changement) et des réactions sensorielles
particuliéres (Hodges, Fealko, et Soares 2020).

Les TSAs sont trés hétérogénes sur le plan clinique et ont donc des sévérités variables.
Plusieurs comorbidités ont été associées aux TSAs. C’'est notamment le cas de la déficience
intellectuelle, des malformations cranio-faciales, des problémes gastro-intestinaux, des
malformations cardiaques et de plusieurs caractéristiques anthropométriques, incluant la
circonférence de la téte (micro- et macrocéphalie) (Brusco et Ferrero 2019).

Il est a noter que ces comorbidités ne sont pas systématiques. Par exemple, la déficience
intellectuelle ne touche qu’environ 33% des personnes atteintes de TSAs et peuvent avoir une
gravité variable. En France, ces troubles sont reconnus comme un handicap depuis 1996
(https://www.inserm.fr/information-en-sante/dossiers-information/autisme, derniéere
consultation le 10/09/2020) (Fombonne et al. 2019).

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), la prévalence mondiale des TSA est de plus
de 0.6% chez les enfants. Cependant de nombreuses études révelent des chiffres beaucoup

plus importants, comme celle de Hodges et al., 2020 ou une prévalence de 1.7% est trouvée
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sur une population d’enfants américains. Les derniers chiffres du Centre pour le controle et la
prévention des maladies (CDC) des Etats-Unis font méme état d’une prévalence plus élevée
de 1,85% chez les enfants américains.

Cette prévalence dépend également du moyen de diagnostic. La méthode la plus actuelle se
base sur l'utilisation d’une classification internationale DSM-5 (manuel de I’American
Psychiatric Association) et CIM-11 (manuel de I’'OMS). Cette classification récente fait appel a
de nouveaux critéres de diagnostic de l'autisme, permettant ainsi des diagnostics plus
précoces (Keller, Bari, et Castaldo 2019). Le diagnostic se fait dans la grande majorité des la
petite enfance (3 ans en moyenne). Il est toutefois plus tardif dans certains cas, notamment
chez les femmes. Actuellement, les TSA touchent 3 hommes pour 1 femme, mais il est
probable que ce ratio soit erroné du fait d’un diagnostic plus complexe chez les femmes.

Les TSA sont influencés par des facteurs génétiques et environnementaux, la part génétique
pouvant varier de 50 a 95 % en fonction des études (Leppa et al. 2016). On estime aujourd’hui
gu'au moins 1000 a 1500 genes sont impliqués dans les TSAs et cette liste est grandissante.
De plus, environ 5 a 15 % des cas de TSA sont liés a des CNVs. Les CNVs récurrents les plus
fréquents sont situés, entre autres, aux loci 1921.1, 7q11.23, 15g11-13, 16p11.2, 16p13.11,
et 22q11.2. (Brusco et Ferrero 2019) (Leppa et al. 2016).

Ainsi, le dépistage des CNVs pathogenes par puces a ADN est aujourd’hui considéré comme
une approche de premier niveau dans le diagnostic moléculaire des TSA. De plus, les analyses
d’exome permettent de détecter les mutations de novo souvent présentes dans les cas graves
de TSA. (Brusco et Ferrero 2019) (R. Barone et al. 2020).

1. Composition

La région chromosomique 1q21.1 est localisée sur le bras long (q) du chromosome 1 a la
position 21.1 (locus par rapport au centromere), comme le montre la Figure 66-A. Cette région
a une taille d'environ 6 Mb, allant de 142 Mb a 148 Mb, et se divise en deux zones: la
premiere, la zone proximale ou zone TAR de 144.1 Mb a 144.5 Mb, et la seconde, la zone
distale de 144.7 Mb a 145.9 Mb, comme représentée dans la Figure 66-B, panel du haut.

Cette région est sujette a de nombreuses duplications et délétions (CNVs), illustrées sur la
Figure 66-B, panel du bas. Les duplications et délétions touchent principalement la zone
distale, mais peuvent également affecter la zone TAR (Brunetti-Pierri et al. 2008). Ces CNVs
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peuvent alors entrainer plusieurs déséquilibres génomiques, qui sont associés a différents
phénotypes.
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Figure 66 : Composition et réarrangements de la région 1g21.1

A. Organisation générale du chromosome 1

B. Organisation spécifique de la région chromosomique 1g21.1, qui se divise en deux
parties : la région TAR et la région distale. Les génes présents dans cette région sont
également représentés.

Del/Dup : représentation schématique des régions sujettes aux délétions et duplications,
correspondant aux CNVs.

GAP = région répétée non annotée
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2. Phénotypes associés aux CNVs

a. ZoneTAR

La microdélétion de la zone TAR a été associée au syndrome TAR, c’est-a-dire a une
Thrombocytopénie avec Absence de Radius (thrombocytopenia absent radius), qui correspond
a une anomalie congénitale caractérisée par des avant-bras anormaux provoqués par
I'absence de I'os du radius. Cependant, la présence de la microdélétion ne semble pas étre la
seule responsable de la maladie et d’autres facteurs additionnels seraient impliqués (Klopocki
et al. 2007).

La microduplication de cette région, et notamment la surexpression du géne PDZK1, a été
associée a un risque accru de TSA et de maladies psychiatriques (Casey et al. 2012)
(Goodbourn et al. 2014). Le géne PEX11B de cette région semble également jouer un réle dans
la différenciation, ainsi que dans la migration neuronale et pourrait avoir un role sur la taille
de I'’encéphale en condition pathologique (Busé et al. 2017).

b. Zone 1g21.1 distale

Durant cette étude nous nous sommes particulierement intéressés aux délétions et
duplications (CNVs) de la région 1g21.1 distale, qui sont les plus fréquentes. Des suppressions
et duplications réciproques récurrentes de la région 1g21.1 distale ont été associées a des
phénotypes variables qui comprennent du dysmorphisme cranio-facial, de I’hypertélorisme,
des anomalies de la circonférence et de la taille de I'encéphale (micro- et macrocéphalie), des
anomalies congénitales, dont des cardiopathies congénitales, des retards de développement,
des déficiences intellectuelles, de la schizophrénie et des troubles du spectre autistique (Buse
et al. 2017) (Brunetti-Pierri et al. 2008) (Mefford et al. 2009).

Pour un méme CNV, on retrouve une pénétrance incompléte et une expressivité variable.
Certains individus porteurs de CNVs dans cette région sont également asymptomatiques
(Brunetti-Pierri et al. 2008).

L’étude « 1g921.1 recurrent Microdeletion » de Haldeman-Englert et de Jewett présente des
statistiques portant sur un panel de 55 personnes présentant une microdélétion récurrente
de la région 1g921.1:

- plus de 75% ont des caractéristiques de dysmorphisme cranio-faciale,

- 50 a 75% ont des retards développementaux (parole et retard moteur),
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- 25 a 50% ont des anomalies oculaires, des retards intellectuels et présentent une
microcéphalie et une taille inférieure a la moyenne,

- 10% a 25% ont des troubles de |'attention (hyperactivité), des anomalies cardiaques, ou
encore de I’hypotonie,

- moins de 10% ont des traits autistiques, des malformations du cerveau ou encore des
anomalies génito-urinaires.

En corrélant cette étude a celle de Bernier et al, qui inclut également des patient atteints de
duplication de la région 1g21.1 distale, nous remarquons qu’environ 10% des personnes
atteintes de cette délétion présentent de troubles du spectre autistique, contre environ 40%
pour des personnes ayant la duplication réciproque (Bernier et al. 2016). La TSA est donc bien
un symptome associé aux CNVs de cette région.

Nous remarquons également qu’environ 25% des personnes avec une délétion présentent
une microcéphalie et 25% des personnes ayant une duplication présentent une
macrocéphalie, suggérant un phénotype miroir réciproque au niveau du volume cranien.

3. Un phénotype miroir de la région 1g21.1 distale

Les CNVs de la région 1g21.1 distale peuvent entrainer des corrélations génotype-phénotype
opposées. En effet, la délétion de cette région est associée a la microcéphalie, tandis que la
duplication réciproque est associée a la macrocéphalie (Brunetti-Pierri et al. 2008) (Golzio et
Katsanis 2013). Ainsi, les CNVs de cette région distale sont connus pour avoir un phénotype
miroir sur la circonférence de la téte et pour étre une cause potentielle de TSA et de
schizophrénie (Haldeman-Englert et Jewett 2011) (Marshall et al. 2017).

Un phénotype miroir est également visible pour la taille, méme si la taille n’est pas toujours
explicitement mentionnée dans les études. Comme vu précédemment, 25 a 50 % des porteurs
de délétion ont une taille inférieure a la moyenne. En revanche, les porteurs de duplication
ont tendance a se situer dans les percentiles supérieurs de la taille, mais avec un effet moins
évident (Macé et al. 2017).

Les analyses phénotypiques de patients présentant de tels CNVs réciproques ont révélé que
les phénotypes miroirs sont souvent liés a un déséquilibre de dosage d’un gene majeur et la
participation éventuelle de geéenes modificateurs qui modulent I'expressivité et/ou la
pénétrance des phénotypes, comme par exemple dans le cas des CNV 16p11.2 BP2-BP3 et
BP4-BP5 (Golzio et Katsanis 2013) (Golzio et al. 2012) (Loviglio et al. 2017).
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4. Résultats collaboratifs : Quel(s) gene(s) de la région 1g21.1 distale
est(sont) responsable(s) des phénotypes miroirs ?

Ce CNV sur le chromosome 1 est composé de 9 génes, qui sont des potentiels candidats
permettant d’expliquer ces phénotypes réciproques. Il s’agit des genes PRKAB2, FMO5,
CHD1L, BCL9, ACP6, GJA5, GJA8, GPR89B, ainsi que HYDINZ2.

Nos collaborateurs ont modélisé ce CNV dans le poisson zébre et ont identifié CHDIL comme
le géne majeur controlant la circonférence de la téte et |a taille des larves de poisson zebre.
La surexpression de CHD1L entraine une augmentation de la taille de la téte des larves de
poisson zébre, alors que sa suppression provoque une réduction de la taille de I’'encéphale. Il
en est de méme pour la taille du corps, suggérant un phénotype miroir : plus CHD1L est
exprimé, plus la taille de I'encéphale et du corps est augmentée et inversement lorsque CHD1L
est réprimé.

De plus, il est possible par des expériences de complémentation in vivo chez le poisson zebre
de sauver le phénotype en utilisant les deux isoformes de CHD1L: la forme entiére et un
isoforme plus court pour laquelle le premier lobe du domaine ATPase est absent.

De plus, nos collaborateurs ont confirmé la pathogénicité d’'un variant homozygote retrouvé
chez un individu avec des traits autistiques et microcéphalie par des expériences de
complémentation fonctionnelle.

L’ensemble des résultats générés par nos collaboratrices suggére ainsi que le géne CHD1L
est un contributeur majeur aux phénotypes neuro-anatomiques associés au CNV en position
1g21.1 incluant des atteintes au niveau du volume cranien et de la stature. De plus, I’étude
de la pathogénicité d’un variant homozygote dans CHD1L, nous indique qu’une perte de
fonction de ce géne serait également responsable des troubles du spectre autistique
identifié chez I'individu porteur de ce variant.
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1. CHD1Lvs CHD1

CHD1L (Chromodomain Helicase DNA Binding Protein 1-Like), aussi appelé ALC1 (Amplified
in Liver Cancer 1), est un remodeleur unique de la famille SNF2 et de la sous-famille CHD.
Comme son nom l'indique, CHD1L est proche de CHD1, qui a été décrit précédemment dans
la partie « CHD » de I'introduction générale, avec 36% d’identité entre hCHD1 et hCHDI1L.

Comme nous l'avons vu précédemment, la famille des CHDs se caractérise par la présence
d’un double chromodomaine en partie amino-terminale. Ces chromodomaines sont capables
de lier spécifiqguement les méthylations de I’histone H3 (Flanagan et al. 2005) et permettent
également de maintenir le remodeleur dans une conformation inactive en absence de substrat
nucléosomal (Hauk et al. 2010).

De maniere surprenante, CHD1L ne contient pas de chromodomaine dans sa partie N-
terminale, mais possede un macrodomaine dans sa partie carboxy-terminale, comme le
montre 'alignement de séquence entre hCHD1 et hCHDI1L présenté dans la Figure 67. Ce
macrodomaine est unique parmiles remodeleurs de la famille SNF2 et n’est donc pas retrouvé
chez CHD1.

Ainsi, hCHD1 et hCHD1L divergent dans la composition de leurs parties amino- et carboxy-
terminales, mais possedent tous deux une forte conservation au niveau de la téte ATPase
(Lobe 1 + Lobe2) avec environ 45% d’identité.
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2. Composition et isoformes de CHD1L

CHD1L est composé dans sa partie N-terminale d’une téte ATPase de type SNF2, elle-méme
formée de deux lobes (1 et 2, aussi appelés DExx and HELICc respectivement), suivie d’un
signal de localisation nucléaire et dans sa partie C-terminale d’'un macrodomaine, comme le
montre la Figure 68.

NLS Macrodomaine

hCHD1L 1[ Lobe:l Lobe 2 Linkerl -_J 897
715 878

30 260 520 625

Figure 68 : Organisation schématique de la protéine humaine de CHD1L
NLS = signal de localisation nucléaire

CHD1L est localisé comme nous I'avons vu sur la région chromosomique 1g21.1 distale. Il est
composé de 23 exons permettant ainsi la formation d’isoformes par épissage alternatif
(Cheng, Su, et Xu 2013).

Grace a la base de données Ensembl (https://uswest.ensembl.org/index.html)), nous voyons

que CHD1L possede plus de 7 isofomes chez I’lhomme. Cependant seuls deux de ces isoformes
sont répertoriés comme ayant une séquence codante (CDS) dans Ensembl. Il s’agit de
I'isoforme long, correspondant a la protéine entiere, et de I'isoforme court, qui ne posséde
pas de lobe 1 de la téte ATPase. Ces deux isoformes sont présentés dans la Figure 69 A et B,
sous forme d’un tableau et d’un alignement de séquences.

De plus, grace a la base de données GTEX (https://gtexportal.org/home/) nous voyons que ces
deux isoformes long et court sont les plus exprimés chez 'homme (Figure 69 C). Leurs
expressions varient en fonction des tissus. L'expression de I'isoforme court de CHD1L semble
plus prononcée que celle de I'isoforme long au niveau du cerveau et notamment du cervelet.
C’est notamment pour cela que nos collaboratrices se sont intéressées a cet isoforme court.

Il est également important de noter que I'isoforme court ne contenant pas de lobe 1 de la téte
ATPase, ne devrait donc par lier I’ATP (absence de la moitié des motifs signatures représentés
dans la Figure 67 et dans la partie « Les complexes de remodelage de la chromatine ATP-
dépendants (remodeleurs) » de l'introduction). La fonction premiere de cet isoforme n’est
donc probablement pas lié au remodelage de la chromatine ou bien selon un mécanisme
différent de celui communément admis pour les remodeleurs. Par contre, le macrodomaine
C-terminal est lui parfaitement conservé, suggérant son importance fonctionnelle pour les
deux isoformes.
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Figure 69 : Les isoformes de CHD1L

A. Caractéristiques des isoformes de CHD1L. L'isoforme court de CHD1L ne posséde pas les
acides aminés 43 a 246 par rapport a la forme longue. L'isoforme court est donc délété de la
guasi-totalité du lobe 1 de la téte ATPase.

B. Alignement des différents isoformes de CHD1L - L’alighement a été réalisé avec clustal
oméga puis édité et coloré sur Jalview en utilisant la coloration par pourcentage d’identité.
C. Expression tissu-spécifique des transcrits des différents isoformes selon la base de
données GTEx (Genotype-Tissue Expression) (https://gtexportal.org/home/). Les fleches
orange mettent en avant I'expression au niveau du cerveau et du cervelet.

3. Mécanisme d’auto-inhibition de CHD1L

Comme nous l'avons vu, les chromodomaines maintiennent les remodeleurs de la famille
CHD1 dans une conformation inactive, cette inhibition conformationnelle étant supprimée par
la reconnaissance au nucléosome (Hauk et al. 2010). Ce mécanisme d’auto-inhibition se
retrouve également dans la sous-famille de remodeleur ISWI, ou le domaine AutoN, vient
bloquer la sous-unité ATPasique en conformation inactive, en absence de liaison au
nucléosome.

En 2017, il a été mis en évidence que ce macrodomaine joue un role auto-inhibiteur pour
CHD1L, en interagissant avec la partie N-terminale (téte ATPase), comme le montre la Figure
70 (Lehmann et al. 2017) (Hari R. Singh et al. 2017).

Des études ont identifié le tri-ADPribose comme ligand minimal agissant comme un puissant
effecteur allostérique et étant capable de perturber l'interaction entre le domaine ATPase et
le macrodomaine. Cela entraine alors un changement conformationnel et |'activation du
remodeleur CHD1L (Figure 70) (Hari R. Singh et al. 2017).

Ainsi, seule la liaison au macrodomaine de tri-ADPribose ou d’un substrat avec une tri- ou
poly-ADP-ribosylation, tel que PARP1-PARylé (PARylated-PARP1) permet de lever cette
inhibition (Gottschalk et al. 2012) (Hari R. Singh et al. 2017). Les bases structurales de cette
inhibition restent, a ce jour, inconnues.

CHD1L posséde donc une activité de remodelage de la chromatine poly(ADP-ribose) ou (PAR)-
dépendante, qui semble faciliter les réactions de réparation de I'ADN. Le remodelage du
nucléosome par CHD1L dépendrait ainsi de la formation d’un complexe intermédiaire entre le
macrodomaine de CHDI1L, la poly (ADP-ribose) polymérase (PARP1) modifiée par une poly-
ADP ribosylation et le nucléosome (Lehmann et al. 2017).
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Ainsi, la reconnaissance du PAR conduit a la fois a la formation d'un complexe PARP1-
poly(ADP-ribosylé)/CHD1L/nucléosome et a une augmentation de I'activité de remodelage de
la chromatine par CHD1L (Ahel et al. 2009) (Gottschalk et al. 2012).

En accord, CHD1L dépourvu du macrodomaine décompacte la chromatine sans nécessiter
I'activation de PARP1-PARylé (Hari R. Singh et al. 2017).

Tout comme pour CHD1, qui a été décrit dans la partie introductive, il a été montré que CHD1L
a besoin de la queue de I'histone H4 pour son activité. Cette interaction sert certainement a
son amarrage au nucléosome, une caractéristique importante pour son activité de
translocation et de remodelage de la chromatine (Humphrey, Downs, et Chambers 2016).

ﬁ Conformation inactivh

Site de liaison du PAR

C Macro 5 Conformation « arm®
~_ PARP1
K Alfase /\ PARylé

Macro

/3.. Conformation actlve\ ATPase
ADN de / K /
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Aopspi L o
K Nucléosome j

Figure 70 : Modéle d’activation de CHD1L
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a. Macrodomaine

Les macrodomaines sont des modules de liaison a I’ADP-ribose, noté ADPr. Certains
macrodomaines reconnaissent préférentiellement le poly-ADP-ribose (PAR), comme ligand
(Karras et al. 2005).

Les macrodomaines sont présents des procaryotes aux eucaryotes et le nombre de protéines
contenant des macrodomaines augmente en fonction de la complexité de I'organisme.
Ainsi chez I'Homme, il existe au moins 12 protéines différentes contenant des macrodomaines
et qui ont été classifiées en 4 groupes : MacroD-type, MacroH2A-like, ALC1(CHD1L)-like et
PARG-like (D. Chen et al. 2011) (Rack, Perina, et Ahel 2016).

Bien qu’il n’existe pas a ce jour de données structurales sur le macrodomaine de CHD1L (ni sur
CHDI1L en général), il existe des données sur différentes familles de macrodomaines.
Les macrodomaines ont une structure conservée formant un domaine globulaire en sandwich
o/B/a, composé de 6 feuillets béta centraux mélangés, flanquées par 5 hélices alpha, comme
présenté sur la Figure 71-A.

La liaison de I’ADPr ou du PAR se fait grace a une poche de liaison sur le sommet du domaine.
L'interaction entre le ligand et le macrodomaine est stabilisée par plusieurs interactions
conservées dans la poche de liaison des différentes familles (Figure 71 -B, C, D et E) :

- L’adénosine permet une interaction m-1 avec un résidu aromatique conservé et est
également coordonnée par un résidu aspartate.

- Le centre de la poche stabilise la liaison de I'ADPr par plusieurs contacts chaine
latérale/chaine principale avec le pyrophosphate de I’ADPr, qui induisent une conformation
fermée du macrodomaine.

- L’ADPr est logé entre deux boucles (notés L1 et L2). Bien que les deux boucles contribuent a
la spécificité du substrat, la boucle 1 abrite les résidus catalytiques de la plupart des
macrodomaines présentant une activité d’hydrolase (c'est pourquoi elle a également été
appelée boucle catalytique). La boucle 2 assure une coordination supplémentaire du
pyrophosphate, appelée boucle de liaison du diphosphate (Rack, Perina, et Ahel 2016).

245



PARG

Figure 71 : Architecture et structures de macrodomaines

A. Représentation schématique des macrodomaines

B. Macrodomaine de macroH2A lié a I’ADPr

C. Macrodomaine de MacroD2 lié a I’ADPr

D. Macrodomaine de TARG lié a I'intermédiaire lysyl-ADPr

E. Structure de PARG, le macrodomaine est coloré en bleu, lié au di-ADPr
Source : (Rack, Perina, et Ahel 2016).

Les classes PARG-like et MacroD-like, sont des hydrolases catalysant la dégradation et
I’enlevement de I’ADPr.

Ainsi, les macrodomaines sont des modules de liaison de I’ADPr ou du PAR de haute affinité,
qui peuvent en fonction des classes avoir une fonction d’hydrolyse. CHD1L peut lier le PAR
mais n’est pas impliqué dans son hydrolyse.

Une différence majeure du macrodomaine de CHDI1L avec d’autres macrodomaines est
cependant que CHDI1L lie préférentiellement le tri-(ADP-ribose), son affinité étant de 10 nM.
En revanche, I'affinité de CHD1L pour le di-ADP-ribose est beaucoup plus faible de I'ordre de
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3.7 UM (Hari R. Singh et al. 2017). Les bases moléculaires du mode d’interaction entre le
macrodomaine de CHD1L et I’ADPr restent a ce jour inconnues.

L'activité de remodelage de CHD1L dépend donc du macrodomaine, qui permet un
mécanisme d'activation allostérique unique, régulé par une PTM (la poly ADPribosylarion).

b. PARP-1

CHD1L nécessite pour son activité de remodelage I'activité de I'enzyme PARP1, qui est dépen-
dante du NAD+ pour catalyser I’ADPr et le PAR (Gottschalk et al. 2012). PARP1 avec PARP2
sont les seules enzymes a pouvoir catalyser le PAR (D’Amours et al. 1999).

PARP-1 est une enzyme multi-domaine qui catalyse la plupart des PARylations des protéines
dans les cellules. PARP-1 est constituée d'une région N-terminale qui comprend trois do-
maines en doigt de zinc (Zn1, Zn2 et Zn3), d’un domaine C-terminal de BRCA1 (BRCT), d’un
domaine riche en tryptophane, glycine et arginine (WGR) et d’un domaine catalytique C-ter-
minal (CAT), qui est responsable de la PARylation des protéines (Barkauskaite, Jankevicius, et
Ahel 2015).

De nombreuses études ont montré que la liaison d'ADN ou d’ADN nucléosomal par les do-
maines de la région N-terminale de PARP-1 active allostériquement le CAT pour la synthese
de PAR (Ooi et al. 2020).

Le domaine PARP1 CAT, essentiel pour la synthése de PAR, est également nécessaire pour le
remodelage des nucléosomes par CHD1L. Cependant, ce domaine ne serait pas suffisant et ce
remodelage impliquerait également les domaines Zn1, Zn3 et WGR de PAR1 (Ooi et al. 2020).

4. Rbles de CHD1L

CHD1L a de nombreux roles et est notamment impliqué dans la réparation des dommages
causés a I'ADN, la régulation des genes, la prolifération cellulaire, le développement
embryonnaire et dans 'apoptose (Ahel et al. 2009) (L. Chen et al. 2009) (L. Chen et al. 2010)
(Ji et al. 2013) (Snider et al. 2013).
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a. Réparation de ’ADN

Il a été montré que la délétion ou la surexpression de CHD1L entraine une sensibilité aux
agents endommageants I'ADN, proposant un role pour CHD1L dans la régulation de la
réparation de ’ADN (Ahel et al. 2009).

La relaxation de la chromatine est I'une des premieres réponses cellulaires aux dommages
causés a I'ADN. Par des techniques d’imagerie cellulaire, et en générant des lésions par micro-
irradiation laser, il a été montré que la relaxation locale de la chromatine aux sites de
dommages de I'ADN est régulée par l'activité enzymatique PARP1. De plus, CHD1L a été
identifié comme un acteur important dans la cinétique rapide de la relaxation de la
chromatine dépendante de PARP1, du NAD+ et de I'ATP apres une lésion de I'ADN in vivo
(Sellou et al. 2016).

Il existe plusieurs mécanismes de réparation de I’ADN. Ainsi, pour une cassure simple brin, la
réparation peut se faire par excision de base (BER) ou par excision de nucléotides (NER). Pour
une cassure double brin, la réparation peut également se faire par deux mécanismes, la
jonction d'extrémités non homologues (NHEJ) ou par recombinaison homologue (HR).
Il n’est donc pas surprenant que CHD1L semble jouer un role dans la majorité des mécanismes
de réparation de I’ADN. Ainsi, CHD1L est impliqué dans la NER, via PARP1 et |a stabilisation de
la protéine DDB2 (Pines et al. 2012). De plus, l'immunoprécipitation de CHD1L a révélé des
interactions avec les protéines Ku70/80 et DNA-PK et d'autres facteurs nécessaires au NHEJ,
suggérant sa fonction dans le NHEJ (Humphrey, Downs, et Chambers 2016). Plus récemment
encore, CHD1L a été montré comme étant impliqué dans le processus de réparation BER
(Tsuda et al. 2017).

Ainsi, CHD1L posséde grace a son architecture modulaire, une activité de remodelage de la
chromatine dépendant du PAR et de PARP1, qui facilite les réactions de réparation de I'ADN
dans un contexte chromatinien.

b. Cancer

CHD1L/ALC1 a tout d’abord été identifié comme un oncogéne comme son nom « Amplified
in Liver Cancer» l'indique. Ainsi, le remodeleur CHD1L est une protéine d'intérét clinique qui
est amplifiée dans plus de 50 % des carcinomes hépatocellulaires (HCC) (Cheng, Su, et Xu 2013)
(L. Chen et al. 2010) (J. Wang et al. 2015).

Il a été montré qu'une expression accrue de CHD1L dans les HCC favorise la migration des
cellules tumorales et la formation de métastases en augmentant la motilité cellulaire et en
induisant une transition épithélio-mésenchymateuse (L. Chen et al. 2010).
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De plus, la surexpression de CHD1L dans les HCC pourrait soutenir la survie des cellules
tumorales en empéchant I'apoptose médiée par Nur77 (L. Chen et al. 2009).

La surexpression de CHDI1L a ensuite été caractérisée dans de nombreux autres cancers
comme les adénocarcinomes pulmonaires (L.-R. He et al. 2015), les carcinomes ovariens (W.-
P.He et al. 2012), les carcinomes nasopharyngés (Su et al. 2014) et les carcinomes colorectaux
(Ji et al. 2013). CHD1L favorise également I'invasion et la métastase des cellules dans le cadre
du cancer du sein (Mu et al. 2015).

Pour finir, des mutations de CHD1L ont été observées dans des gliomes (tumeurs cérébrales).
Ces mutations faux-sens affectent des résidus du macrodomaines, et semblent réduire
I'interaction entre le macrodomaine et la téte ATPase et ainsi activer le remodelage de la
chromatine (Hari R. Singh et al. 2017).

5. Développement

CHDI1L a aussi été montré comme important dans le développement. En effet, CHD1L est
essentiel dans le renouvellement et le développement des cellules souches (B.-H. Jiang et al.
2015) (S.-S. Liu et al. 2016) (Snider et al. 2013).

Des mutations de CHD1L, impactant notamment le macrodomaine, ont été identifiées chez
des personnes présentant des anomalies congénitales des reins et des voies urinaires (Hwang
et al. 2014) (Brockschmidt et al. 2012) (Haldeman-Englert et Jewett 2011) (C.-P. Chen et al.
2019).
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L'ensemble des résultats générés par nos collaboratrices suggerent que le gene CHD1L est un
contributeur majeur aux phénotypes neuro-anatomiques associés au CNV en position 1g21.1
incluant des atteintes au niveau du volume cranien et de la stature.

De plus, I'étude de la pathogénicité d’un variant homozygote dans CHDIL, nous indique
gu’une perte de fonction partielle de ce géne serait également responsable des troubles du
spectre autistique identifiés chez I'individu porteur de ce variant.

Les expériences de complémentations in vivo chez le poisson zébre menées par nos
collaboratrices, ont permis de montrer I'implication de la forme entiere de CHD1L mais
également d’un isoforme plus court pour lequel le premier lobe du domaine ATPase est
absent, dans les troubles neuro-anatomiques.

Cetisoforme court de CHD1L est trés probablement incapable de fixer 'ATP et d’effectuer une
fonction de remodelage canonique. De ce fait, il est possible que CHD1L puisse avoir une
fonction différente de celle de remodeleur dans ce processus.

Nous avons donc voulu déterminer comment CHD1L et son isoforme court qui théoriquement
est un remodeleur non actif peuvent conduire a des phénotypes identiques.

Mon objectif de these a donc été de comprendre comment CHD1L et son isoforme court
contribuent a ces phénotypes neuro-anatomiques, au niveau moléculaire, en réalisant des
études biochimiques, biophysiques et structurales des deux isoformes.

Cette étude est de premiere importance car il n’existe a ce jour aucune donnée structurale
sur le remodeleur CHD1L.

Pour ce faire, j’ai étudié :

(i) les isoformes long et court de CHD1L dans le but d’obtenir des informations structurales
par une approche cristallographique. L’étude des protéines entiéres étant complexe, j’ai
également étudié les domaines séparés (téte ATPase et macrodomaine).

(ii) le mécanisme d’auto-inhibition de la protéine CHD1L et de son implication sur la liaison
au nucléosome. Je me suis également intéressée a la présence potentielle de ce mécanisme
dans l'isoforme court.

(i) 'impact d’une mutation clinique R392H sur les isoformes long et court, ainsi que son
effet potentiel sur le mécanisme d’auto-inhibition.
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[I. Résultats

1. Alignement de séquences et découpage

Sur la base d’alighements de séquence et de la littérature, dont notamment des expériences

de protéolyse ménagée (Hari R. Singh et al. 2017), CHD1L a été découpé en plusieurs

fragments décrits dans la Figure 72.

Nom des constructions

NLS Macrodomaine

CHDIL 1| Lobetl Lobe 2 I B s
715 878

30 520 625

1 Lobel Lobe 2 i

252(  Lobe2 I i 886

1(  Lobel Lobe 2 Js61
252[ Lobe 2 ]561

1[ Lobe 1 Lobe 2 D 700
252 [ Lobe 2 D 700

705 _ 886
o3 ) ss
566 CD 700

réalisées

FL

iso-Court

Nter

Nter-Lobel

Nter-Lobe2

Nter-zébra

Nter-Lobe2-zébra

CterFL

CterC

CterM

CterN

Figure 72 : Les différentes constructions de CHD1L réalisées pour cette étude
Zébra : zébrdfish, ces constructions ont uniquement été utilisées pas nos collaboratrices.
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Ce découpage en domaines et sous-domaines a été réalisé afin de faciliter les études
structurales, car des sous-domaines sont souvent moins complexes a étudier que des
protéines entiéres et I'absence de boucles flexibles permet de favoriser la cristallisation.

Il est important de noter que plusieurs fragments ont été réalisés dans un second temps, suite
aux premiers résultats obtenus, ce qui explique que plusieurs de ces constructions ne sont pas
exploitées au début de cette section de résultats.

Ces différentes constructions ont ensuite été clonées dans divers vecteurs d’expression,
incluant les vecteurs pnEA-His6, His10-TRX, His10-SUMO, GST et natif, ainsi que pnCS natif.
Les constructions encodées ont été caractérisées par minitests d’expression et de purification.

2. Minitests des différentes constructions

Pour les minitests, plusieurs conditions ont été testées (criblage de milieu, températures,
temps d’expression, tampons avec différents pH et salinités,..). Les gels SDS-PAGEs présentés
correspondent aux meilleurs résultats obtenus. Pour les différents domaines, les résultats
seront présentés de la méme facon, incluant un tableau final résumant le potentiel de chaque
construction a pouvoir étre utilisée pour une purification a plus grande échelle.

a. Constructions longues de CHDI1L (équivalent des
isoformes long et court)

Les constructions longues de CHD1L correspondent aux constructions CHD1L-FL (1-889) et
CHD1L-isoCourt (252-886), qui sont les équivalents des isoformes long et court
respectivement. La construction « FL » correspond quasiment a la protéine entiere, seule une
petite région C-terminale, probablement désorganisée, a été retirée. La construction «
isoCourt» représente |'équivalent de l'isoforme court de CHDI1L. Cette construction ne
contient donc pas le 1°" lobe de la téte ATPase. Il est cependant a noter que cette construction
ne tient pas compte des 44 premiers acides aminés qui sont conservés dans l'isoforme court
de CHD1L (Figure 69).

Ces expériences ont été réalisées selon les conditions décrites dans la Figure 73-1. Des
expériences de minitests avaient également été réalisées avec une température de 25°C, mais
donnaient des résultats moins satisfaisants comparés a ceux réalisés a 18°C.
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Minitests des constructions les plus longues de CHD1L

1 Conditions expérimentales retenues

Expression : Cellules BL21(DE3) - Milieu ALTB - 4h a 37°C puis 14h a 16°C
Tampon : 10 mM Tris HCl pH 8 + 500 mM NacCl
Elution : Analyse directe de la résine d’affinité

2 Gel SDS-PAGE des minitests — échantillons finaux purifiés

CHDI1L CHD1L
FL (1-886) isoCourt (252-886)

LN < 6 &N <

S 3 .
kDa R ‘2\\% & ‘2‘\5 ‘?‘\6 & kDa
250 s _ 130
130 e * 1 * " M 100
100 — *
0 e 70

3 Tailles théoriques et analyse de potentiel des différentes constructions

Etiquette en His10-
Construction TRX
CHDIL FL 102kDa | 115kDa | 127 kDa

CHD1L isoCourt | 74kDa | 86kDa | 98kDa

Légende du niveau | Excellent 3bon | large scale 1L a 6L
d’expression final

Moyen a faible large scale 1L envisageable

Absent a trés faible | large scale inenvisageable

Figure 73 : Résultats des minitests pour les constructions longues de CHD1L

1. Conditions expérimentales retenues pour |'expression et la purification a petite échelle
2. Gels dénaturants SDS-PAGE 12% des échantillons finaux purifiés aprés minitests

Un astérisque est présent lorsqu’une bande protéique est visible a la taille attendue

3. Tableau représentant les tailles théoriques des différentes constructions et
analysant/résumant leurs potentiels a pouvoir étre utilisées a plus grande échelle

Pour ces deux constructions, CHD1-FL (1-889) et CHD1L-isoCourt (252-886), des résultats
similaires ont été obtenus pour toutes les étiquettes testées (Figure 73 - 2 et 3). L'expression
et la solubilité finale des différentes constructions purifiées sont trés faibles. En effet, les
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bandes correspondant aux protéines d’intéréts, signalées d’un astérisque, sont peu visibles
sur les gels SDS-PAGE. Nous remarquons également que la taille de ces deux constructions,
est légerement sur-estimée sur les gels SDS-PAGE.

La construction GST-CHD1L isoCourt donne un résultat légérement meilleur, mais semble
tout de méme trop faible pour envisager de passer a plus grande échelle.

Ainsi, les constructions équivalentes aux isoformes long et court de CHD1L n’ont pas pu étre
utilisées pour une purification a plus grande échelle.

b. Construction N-terminale de CHDI1L (téte ATPase
entiére)

La construction utilisée dans cette partie est la construction N-terminale de CHD1L (1-561),
qui contient les deux lobes de la téte ATPase. Les résultats et les conditions expérimentales
dans lesquelles ont été réalisées les minitests sont présentés dans la Figure 74.

Plusieurs étiquettes en position amino-terminale ont été testées pour CHD1L Nter (1-561) ;
His6, His10-TRX, His10-SUMO, GST et une construction native sans étiquette servant de
contrdle pour la liaison aspécifique a la résine.

Pour tous ces essais, des résultats similaires ont été obtenus. En effet, ici encore I'expression
et la solubilité finale des différentes constructions purifiées sont trés faibles, avec des bandes
correspondant aux protéines d’intéréts qui sont tres peu visibles sur le gel SDS-PAGE.

Ainsi, le fragment CHD1L Nter n’a pas pu étre utilisé pour une purification a plus grande
échelle.
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Minitests des constructions N-terminale (téte ATPases) de CHD1L

1 Conditions expérimentales retenues

Expression : Cellules BL21(DE3) - Milieu ALTB - 6h a 37°C puis 14h a 25°C
Tampon : 10 mM Tris HCI pH 7,5 + 500 mM Nacl
Elution : Analyse directe de la résine d’affinité

2 Gel SDS-PAGE des minitests — échantillons finaux purifiés

CHD1L Nter (1-561)
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3 Tailles théoriques et analyse de potentiel des différentes constructions

Etiquetteen 110 te10-
Hise | T1S10- | HIS1O- [ oor | patif

. Nte
Constructions TRX sumMmo

CHD1L Nter 66 kDa | 78 kDa | 76 kDa | 90kDa | 63 kDa

Légende du niveau | Excellentabon | largescale 1L a 6L
d’expression final

Moyen a faible large scale 1L envisageable

Absent a trés faible | large scale inenvisageable

Figure 74 : Résultats des minitests pour la partie N-terminale de CHD1L

1. Conditions expérimentales retenues pour I'expression et la purification a petite échelle
2. Gels dénaturants SDS-PAGE 12% des échantillons finaux purifiés aprés minitests

Un astérisque est présent lorsqu’une bande protéique est visible a la taille attendue

3. Tableau représentant les tailles théoriques des différentes constructions et
analysant/résumant leurs potentiels a pouvoir étre utilisées a plus grande échelle
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c. Constructions de la partie C-terminale de CHD1L

Dans cette partie, trois constructions de la partie carboxy-terminale de CHD1L ont été
utilisées :

- CHDIL CterFL (566-886), étant la construction la plus longue incluant une grande zone
de la région charniére, ainsi que le macrodomaine,

- CHDIL CterN (566-700), correspondant a la zone charniére seule contenant le signal
de localisation nucléaire,

- CHDIL CterC (705-886), correspondant uniqguement au macrodomaine.

Pour ces trois domaines, différentes constructions avec différentes étiquettes (His6, His10-
TRX, His10-SUMO, GTS et un contréle natif) ont été réalisées. Les résultats des minitests et
leurs conditions expérimentales sont présentés dans la Figure 75.

Pour la construction CHD1L CterFL, nous voyons que trois des quatre étiquettes testées
donnent des résultats similaires. Il s’agit des constructions His10-TRX-CHD1L CterFL, His10-
SUMO-CHDI1L CterFL, et GST-CHD1L CterFL, ou des bandes de faible intensité mais bien
définies, correspondant aux protéines d’intéréts, sont visibles sur gel SDS-PAGE. Pour la
construction avec l'étiquette His6, aucune bande n’est visible, montrant ainsi que cette
construction n’est pas exprimée ou soluble.

Au vu de ces résultats, il a été envisagé d’effectuer une mise a I’échelle d’un litre pour les
constructions His10-TRX-CHD1L CterFL, His10-SUMO-CHD1L CterFL et GST-CHD1L.

Concernant le domaine CHD1L CterN, deux constructions His-TRX et GST ont une
bonne expression et solubilité, formant ainsi une bande intense sur les gels SDS-PAGE. La
purification de la construction His10-SUMO-CHD1L CterN permet |'obtention d’une bande
d’intensité moyenne, indiquant alors une expression et une solubilité moyenne. Concernant
la construction de His6-CHD1L CterN, sa purification permet I'obtention d’une bande de faible
intensité, signifiant une expression et une solubilité faible.
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Minitests des constructions C-terminale de CHD1L

1 Conditions expérimentales retenues

Expression : Cellules BL21(DE3) - Milieu ALTB - 4h a 37°C puis 14h a 25°C
Tampon : 10 mM Tris HCl pH 7,5 + 500 mM NacCl
Elution : Analyse directe de la résine d’affinité

2 Gel SDS-PAGE des minitests — échantillons finaux purifiés

Résine TALON® Résine Glutathione Separose®
CHD1L CterC &
SE— ooy
O \
N o
N o
Q" Q& ;
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7R R G
kDa! kDa &
70 - ' ; 70 C—
55 e = 55 4
35 - T oo 2O 35 ..i .
25 . < - - 25 .‘a -
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10 - 10 o

3 Tailles théoriques et analyse de potentiel des différentes constructions

Etiquette en His10- | His10-
Nter| Hisé TR | sumo | GST | Natif
IConstructions

39kDa | 52kDa | 49kDa | 64kDa | 37 kDa

CHD1L Cter-N | 19kDa | 31 kDa | 28 kDa | 43 kDa | 16 kDa

CHD1L Cter-C | 23kDa | 35kDa | 33kDa | 48kDa | 20kDa

Légende du niveau Excellent a bon large scale 1L a 6L
d’expression final

Moyen a faible large scale 1L envisageable

Absent a trés faible | large scale inenvisageable

Figure 75 : Résultats des minitests pour les parties C-terminale de CHD1L

1. Conditions expérimentales retenues pour I'expression et la purification a petite échelle
2. Gels dénaturants SDS-PAGE 12% des échantillons finaux purifiés aprés minitests

Un astérisque est présent lorsqu’une bande protéique est visible a la taille attendue

3. Tableau représentant les tailles théoriques des différentes constructions et
analysant/résumant leurs potentiels a pouvoir étre utilisées a plus grande échelle
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Ainsi les quatre constructions de CHD1L CterN ont été testées a grande échelle en
commencant par un volume de culture de 1L, partie décrite ultérieurement. En fonction de
ces résultats, une mise a I’échelle de 6L a été envisagée notamment pour les constructions les
plus prometteuses, His10-TRX et GST.

Pour le domaine CHD1L CterC, aucune bande n’est visible sur gel SDS PAGE pour les
constructions His6-CHD1L CterC et His10-SUMO-CHD1L CterC, qui ne sont donc pas exprimées
ou solubles. Les constructions His10-TRX et GST, ont quant a elles une faible et moyenne
expression et solubilité finales respectives formant des bandes peu et moyennement intenses
sur les gels SDS-PAGE.

Ainsi, pour CHD1L CterC, seules les constructions His-TRX et GST, ont été exploitées pour la
suite.

En conclusion de ces minitests, seules des constructions de la partie C-terminale de CHD1L
se sont avérées adaptées a la purification a plus grande échelle et ainsi aux potentielles
études structurales. Ces expériences préliminaires ont cependant permis de mieux
comprendre I'organisation de CHD1L et de mieux caractériser le comportement biochimique
de ses différents domaines, ce qui a par la suite facilité nos analyses biochimiques et
biophysiques de ce remodeleur. Le récapitulatif des constructions sélectionnées pour la
poursuite de mon étude sont données dans le prochain paragraphe.

3. Purification pilote-1L

Suite a nos minitests, nous avons purifié les constructions suivantes :

- Pour CHDIL CterFL (566-886) : His10-TRX-CHD1L Cter FL, His10-SUMO-CHD1L Cter FL
et

- Pour CHDI1L CterN (566-700) : His6-CHD1L Cter N, His10-TRX-CHD1L Cter N, His10-
SUMO-CHD1L Cter N et

- Pour CHD1L CterC (705-886) :

Des conditions d’expressions identiques a celles des minitests ont été utilisées : cellules
BL21(DE3), 1L de milieu AL.TB avec 4h de culture a 37°C puis une induction sur la nuit a 25°C.

Concernant la purification, deux tampons avec des conditions ioniques différentes ont été

utilisés soit 300 mM NaCl ou en suivant le code couleur qui a été reporté sur les
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différentes constructions. Ces tampons ont été sélectionnés en fonction des résultats de
minitests qui n‘ont pas tous été présentés dans la section précédente.

La purification a été faite en deux étapes : tout d’abord une purification d’affinité puis une
étape de gel filtration sur colonne analytique S200 10/300 GL. Les étiquettes n‘ont pas été
clivées car l'objectif de ces purifications, a partir de 1L de culture, était de voir si les résultats
obtenus en minitests étaient reproductibles a plus grande échelle. Cela nous a permis de voir
guelles constructions étaient exploitables pour une mise a I'échelle de 6L et permettaient
I'obtention d’une quantité suffisante de protéine pour des essais de cristallisation.

Lintégralité des tampons utilisés pour ces purifications est présentée dans le Tableau 14.

Tableau 14 : Tampons de purification

Etiquettes | Résine Tampon de Tampon de Tampon Tampon de gel
lyse lavage d’élution fitration

His TALON® 10 mM Tris pH7.5+ | Tampon de lyse + | Tampon de lyse + | Tampon de lyse +
300 ou mM | 10 mM Imidazole | 250 mM Imidazole | 0.5 mM TCEP

Nacl

GST Glutathione | 10 mM Tris pH7.5 + | Tampon de lyse Tampon de lyse + | Tampon de lyse +

Separose® mM Nacl 15 mM Gluthation | 0.5 mM TCEP
réduit

a. CHD1L CterC (705-886)

A l’échelle d’expression de 1L, les deux constructions testées, His10-TRX-CHD1L CterC et GST-
CHDI1L CterC, sont exprimées mais sont majoritairement insolubles, comme le montre la
Figure 76. En effet, les protéines d’intéréts sont visibles dans I'extrait total, ainsi que dans la
fraction non soluble, mais sont tres peu visibles dans la partie soluble. Le peu de protéine
soluble semble largement dégradée, comme illustré dans les étapes d’élution et de gel
filtration.

His10-TRX-CHD1L CterC et GST-CHD1L CterC sont donc majoritairement insolubles dans les
conditions testées. Je n’ai donc pas poursuivi mes travaux sur ces constructions.
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Affinité Gel filtration S200 10/300

ET LCNS E 5904 T DI o 0 15501032003 84 85 86 B7 B3 BY 810811812C1 C2 C4 C5 D1
-
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Figure 76 : Résultats des purifications (1L) pour les constructions sélectionnées du domaine

CterC de CHD1L
Gels SDS PAGE 15% et chromatogrammes de purification
ET : extrait total, LC : lysat clarifiée (fraction soluble), NS : fraction non soluble, E : élution

b. CHDI1L CterFL (566-886)

Les résultats des purifications pilote d’un litre pour les différentes constructions de CHD1L

CterFL sont présentés dans la Figure 77.

Les deux constructions His10-TRX-CHD1L CterFL et His10-SUMO-CHD1L CterFL semblent d’une
part peu exprimées et d’autre part fortement dégradées lors des étapes de purification.

Les bandes correspondant a ces protéines entieres sont a peine visibles apres |'étape
d’élution. Lors de la gel filtration, seules des bandes correspondant a la dégradation des

protéines, et non aux protéines entiéres, sont visibles.

Ces deux constructions ne sont donc pas assez exprimées et stables pour entreprendre une
expression et purification a plus grande échelle ainsi que des études structurales.

Par contre, la construction GST-CHD1L CterFL fournit de loin les meilleurs résultats pour ce
domaine. La protéine est bien visible apres I'étape d’élution, on remarque cependant qu’elle
semble se dégrader. L'étape de filtration sur gel confirme cette dégradation, qui n’est pas
séparable de la protéine entiére. La quantité de protéine présente apres ces deux étapes de
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purification parait néanmoins correcte, avec un rendement de 1.2 mg/L. Ce rendement est
toutefois surestimé car il a été réalisé en utilisant I'outil d’intégration de pic sur I’AKTA, pic qui
contient également de la protéine dégradée.

La construction GST-CHD1L CterFL est la seule construction contenant le macrodomaine qui
semble exprimée, soluble et purifiable. L’obtention d’informations structurales sur le
macrodomaine étant de premiere importance, cette construction a donc été utilisée pour
une mise a I'échelle de 6L, malgré la dégradation visible.

Nous voyons également grace a ces purifications que toutes ces constructions de CHD1L-
CterFL, méme celles qui sont peu exprimées, semblent capables de lier des acides nucléiques,
qui sont dissociés lors de la gel filtration. En effet, nous observons sur la fin de tous les
chromatogrammes deux pics, mis en évidence par un trait orange (Figure 77) dans lesquels il
n’y a pas de protéine visible (également signalé d’un tait orange sur les gels SDS-PAGE). Apres
vérification au nanodrop, ces fractions semblent bien contenir des acides nucléiques
absorbant a 260 nm. Au vu de la fonction de CHDI1L, ces acides nucléiques sont tres
probablement des ADNs. Cette information est en accord avec la littérature, ol une
construction identique a ma construction CterM (613-886), qui est un peu plus courte que la
construction CterFL (566-886) utilisée ici, a été montrée comme étant capable de fixer ’ADN
libre et nucléosomal (Lehmann et al. 2017).

Toutefois, du fait de la séparation entre ’ADN et les protéines lors de la gel filtration, cette
interaction semble faible. Cela est également confirmé par le fait que cette fixation d’ADN est
moins visible en utilisant le tampon a haute concentration ionique (500 mM NaCl). Cette forte
concentration saline a tendance a neutraliser les charges de 'ADN empéchant ainsi son
interaction avec le partenaire protéique.

CHD1L Cter FL est donc capable de lier faiblement de I’ADN, interaction qui se dissocie lors
de la gel filtration, permettant ainsi de séparer la protéine des ADNs.
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c. CHDIL CterN (566-700)

La Figure 78 nous montre que toutes les constructions de CHD1L CterN semblent étre
exprimées et solubles. Néanmoins, une construction sort du lot. En effet, la construction GST-
CHDI1L CterN semble étre la plus adaptée aux études structurales, avec une bonne expression
et un rendement final apres gel filtration de 3 mg/L. Une légére dégradation est cependant
visible.

La construction His10-TRX donne les seconds meilleurs résultats, mais présente une plus forte
dégradation sur gel filtration, elle a donc été envisagée pour une mise a I’échelle dans un
second temps.

Nous voyons également grace a ces purifications que toutes les constructions de CHD1L-
CterN, méme celles qui sont moins exprimées (His6-CHD1L CterN et His10-SUMO-CHD1L
CterN, semblent capables de lier de I’ADN, qui se dissocie lors de la gel filtration.

Comme précédemment, ces acides nucléiques ont été mis en évidence par un trait orange sur
les chromatogrammes et les gels SDS-PAGE.

Il est alors possible que ce soit la région charniére CterN qui soit responsable de la liaison a
I’ADN et non le macrodomaine.

En conclusion de ces purifications pilotes d’un litre, seules deux constructions ont été
utilisées pour une mise a I’échelle de 6 litres. Il s’agit des constructions GST-CHD1L-CterFL et
GST-CHD1L-CterN.
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4. Purification a grande échelle — 6L

a. GST-CHD1L CterN

La construction CterN n’est pas d’un intérét premier d’un point de vue structural, vu qu’elle
ne contient pas le macrodomaine. J’ai tout de méme purifié cette construction a grand échelle
en adaptant les conditions de purifications définies lors de la purification pilote a un plus grand
volume (résultats non présentés). J’ai ainsi pu obtenir environ 300 pL d’'une protéine a 10
mg/mL, soit un rendement de purification d’environ 0.5 mg/L, avec une bonne polydispersité
obtenue par DLS d’environ 12%. Cette protéine parait étre stable et a un Tm de 55,8°C.

Apres validation de la concentration par un rapide test de pré-cristallisation (mis a disposition
sur la plateforme de génomique structurale de I'lGBMC), j'ai décidé d’effectuer plusieurs
criblages commerciaux : PEGs (Anatrace), TOP96 (Anatrace) et Wizard (Rigaku Reagents), en
utilisant comme mise en place 100 nL de protéine avec 100 nL de réservoir.

Cette tentative s’est avérée infructueuse, ne permettant pas I'obtention de cristaux malgré la
présence de précipités encourageants. D’autres essais ont été réalisés en utilisant d’autres
criblages commerciaux, dont Berkeley (MiTeGen), Classics (Jena Bioscience) et PACT (Jena
Bioscience), ainsi qu’une concentration de protéine additionnelle, mais n’ont rien donné de
concluant.

b. CHDI1L CterFL

Je me suis ensuite concentrée sur la purification de la construction GST-CHD1L CterFL. Pour ce
faire, j’ai produit 6 L de milieu AL.TB avec des conditions d’expressions identiques a celles faites
précédemment. J'ai ensuite adapté et légerement modifié les conditions de purifications
définies lors de la purification pilote a un plus grand volume.

Cette purification a été réalisée en plusieurs étapes. J'ai tout d’abord ajouté a I'étape de lyse
un cocktail d’inhibiteur de protéase (sigma aldrich) dans le but d’empécher la dégradation de
la protéine observée précédemment. J'ai ensuite effectué une étape d’affinité, mais sans
élution au glutathion réduit. L’élution a été réalisée par I'ajout d’'une protéase, la His-3C,
permettant de cliver I'étiquette de la protéine, entrainant ainsi I’élution de la protéine clivée.
Puis, une derniére étape de purification sur gel filtration a été réalisée. Cette étape permet
d’une part de séparer la protéine clivée CHD1L CterFL, de la protéase His-3C et d’autre part
d’éliminer les éventuels contaminants et dégradations. Lors de cette derniere étape, la
concentration saline a été baissée afin d’avoir une concentration en sel plus favorable a la
mise en place d’essais de cristallisation. Les différents tampons utilisés sont résumés dans le
Tableau 15.
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Tableau 15 : Tampons de purification pour le large scale de GST-CHD1L CterFL

Résine Tampon de lyse | Tampon de | Clivage de | Tampon de gel
lavage I'étiquette fitration
(élution)
GST-CHD1L Glutathione | 10 mM Tris pH7.5+ | Tampon  de Tam[:,>on de lyse + 10 mM Tris pH7.5
Separose® 500 mM Nacl lyse Protéase His-3C + 200 mM Nacl +
CterFL
+PIC 0.5 mM TCEP

Purification 6L GST-CHD1L CterFL

1 Affinité TALON

Légende:
kDa -1 2 3 456 7 8 91011 1. Extra!ts totaux
70 5 om0 L 2. Fraction non soluble
55 & .- - — GST-CHD1L CterFL 3. Fraction nonretenue
o B {ei CHD1L CterfL 4:Lavage 1
35 ‘ae : S e 5. lavage 2
25 i - 6. Lavage 3
ﬂ i His3CEL6s 7.Résine GS apres I'affinité (sans élution)
8. Résine GS + Protéase His-3C
15 = b an 9. Résine GS aprés coupure His-3C (O/N)
g = - - 10. Reste sur résine
10 | =4 - 11. Surnageant contenant la protéine d’intérét
clivée Dinjectée sur GF
2 Gelfiltration S200 16 600 3 Concentration et
caractérisation
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Figure 79 : Résultats de la purification (6L) de GST-CHD1L CterFL
Gel SDS-PAGEs et chromatogrammes
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Les résultats de cette purification sont présentés dans la Figure 79. Comme vu dans la
premiere section de cette figure, la protéine GST-CHD1L CterFL est bien obtenue aprés I'étape
d’affinité sans élution (Figure 79-1, ligne 7). Cependant, nous observons toujours une forte
dégradation de la protéine, et cela dés I'étape d’affinité.

Apreés clivage de I'étiquette GST par la protéase 3C, nous constatons que I'étiquette GST clivée
a bien été retenue sur la résine d’affinité (Figure 79-1, ligne 10). De plus, nous voyons
apparaitre une bande correspondant a la protéine CHD1L CterFL sans étiquette, d’une taille
de 37,3 kDa (Figure 79-1, ligne 11). Les contaminants restants sont a présent dans les bas poids
moléculaires (10-15 kDa), correspondant aux dégradations de la protéine clivée, I'étiquette
GST n’étant plus présente.

Sur le chromatogramme de la gel filtration, nous voyons ainsi un pic majoritaire avec un
épaulement a son commencement. Ce pic correspond tout d’abord a la protéine CHD1L CterFL
(épaulement), puis a la protéine CHD1L CterFL avec ses dégradations.

J'ai donc rassemblé les fractions correspondantes a CHD1L CterFL sans dégradation, a savoir
les fractions C6 a C8, j'ai ensuite concentré la protéine a une concentration finale de 0.5
mg/mL avec un volume final de 150 pL, soit un rendement final de 0.125 mg/L.

Ce rendement est inférieur a celui de la purification pilote. Cela peut étre lié a plusieurs
facteurs. Tout d’abord I'expression et la purification en large scale fournissent rarement des
rendements équivalents aux purifications pilotes. De plus, j’ai ajouté une étape de clivage de
I’étiquette GST qui peut également entrainer une perte protéique. Il est aussi trés probable
gue la fusion GST joue un role solubilisateur sur la construction CHD1L CterFL, comme suggéré
par le fait que d’autres fusions utilisées n’ont pas donné des résultats aussi probants qu’avec
la GST. Pour finir, il se peut également que la concentration saline utilisée lors de la derniére
étape de gel filtration ne soit pas optimale pour cette construction (a noter tout de méme que
cette concentration de sel semblait donner des résultats équivalents en minitest (données
non fournies)).

Ainsi aprés I'étape de gel filtration, jobtiens un profil intéressant pour CterFL sur gel SDS
PAGE. Cependant, la dégradation semble tres rapide lors de la concentration comme le
montre le gel SDS PAGE 15% de I’échantillon concentré (Figure 79-3).

La polydispersité de cette protéine CHD1L CterFL n’a pas pu étre estimée par DLS du fait de sa
faible concentration. Néanmoins au vu du profil SDS-PAGE, il est envisageable de penser
gu’elle est multimodale. Le profil nanoDSF montre que cette protéine ne parait pas trés stable.
Il'y a plusieurs points d’inflexions dans la courbe de la premiére dérivée et ainsi plusieurs Tm
(un Tm de 41°C est observé dans le meilleur des cas). De plus, la concentration trop faible de
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la protéine n’a pas permis de valider le test de pré-cristallisation. Pour toutes ces raisons, cette
construction n’a donc pas pu étre utilisée pour des essais de cristallisation.

Au vu de ces données, il a paru essentiel de stabiliser le fragment CterFL de CHD1L. Pour ce
faire, je me suis intéressée au mécanisme d’auto-inhibition, en étudiant I'interaction entre
le domaine CterFL avec le domaine ATPase décrit précédemment.

Cela m’a également permis de réévaluer la solubilité du domaine ATPase en présence du
domaine CterFL de CHD1L, méme si mes premiers résultats sur la protéine entiére n’étaient
pas véritablement satisfaisants.

1. Validation de l'interaction CHD1L CterFL + Nter par Minitests

Ces minitests ont eu pour objectif de vérifier 'obtention d’une interaction stable entre la
partie CterFL (566-886) contenant le macrodomaine et la partie Nter (1-561) contenant la téte
ATPase de CHDIL. Cette interaction a aussi eu pour but d’imiter le mécanisme d’auto-
inhibition de CHDI1L, afin de pouvoir I'étudier. Nous espérions aussi que cette interaction
permette de stabiliser le macrodomaine.

Pour ce faire, un seul des deux domaines (CterFL ou Nter) a été étiqueté. Si le second domaine
interagit avec celui qui porte I'étiquette, il y aura alors co-purification et les bandes
correspondants aux deux protéines seront visibles apres les minitests sur le gel SDS-PAGE.

Dans la Figure 80 A, c’est tout d’abord la partie CterFL de CHD1L qui a été fusionnée a la GST
en partie amino-terminale (construction utilisée précédemment). J'ai co-exprimé cette
construction, pnEA-GST-CHD1L CterFL, avec la partie N-teminale native de CHDI1L (pnCS-
CHD1L Nter) dans différentes cellules BL21(DE3) ou BL21(DE3) pRARE2, comme montré dans
les conditions d’expression (Figure 80 — 1.A.), puis j’ai réalisé les minitests.

Pour les deux souches testées, une interaction est bien visible entre la partie CterFL et |a partie
Nter. L'intensité des bandes sur gel SDS-PAGE 15% semble |égerement supérieure en utilisant
les cellules BL21(DE3) pRARE2. Nous remarquons cependant que les bandes correspondant
aux protéines d’intérét GST-CHD1L CterFL et CHD1L Nter co-migrent a des poids moléculaires
guasiment identiques, rendant leur identification difficile.

268



J'ai alors entrepris de tester I'interaction dans le sens inverse (Figure 80-B). J'ai utilisé une
fusion GST sur la partie Nter (GST-CHD1L Nter) et co-exprimé avec la construction CHD1L
CterFL native. J’'ai également optimisé les conditions d’expression en utilisant notamment les
cellules BL21(DE3) pRARE2 et une induction sur la nuit a 18°C.

Nous observons ainsi, sur gel SDS-PAGE, une interaction entre GST-CHD1L Nter et CHD1L
CterFL natif. En effet, les bandes correspondant aux protéines d’intéréts, signalées par des
astérisques, sont intenses et bien définies. Nous remarquons néanmoins une bande
correspondant a de la GST libre provenant du clivage résiduel de I'étiquette GST par des
protéases bactériennes.

Nous avons ensuite voulu déterminer quelle(s) région(s) de la partie C-terminale
détermine(nt) cette interaction. Pour ce faire, j’ai co-exprimé la construction GST-CHD1L Nter
avec soit la partie CterN (linker), soit la partie CterC (macrodomaine) (Figure 80 - 2.B.).

Nous voyons que le domaine CHD1L-Nter ne semble pas interagir, ni avec le domaine CterN
seul, ni avec le domaine CterC seul. Ces deux régions C-terminales (charniere et
macrodomaine) semblent toutes deux essentielles a cette interaction.

Cependant, nous avons vu précédemment que le domaine CterC semble insoluble lorsqu’il est
exprimé seul, tandis que le domaine CterN est soluble exprimé seul. Nos nouveaux résultats
démontrent donc, puisque le domaine CterN n’interagit pas avec le domaine Nter de CHD1L,
de l'importance de la partie CterC (macrodomaine) pour l'interaction avec la partie N-
terminale de CHD1L.
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Minitests des constructions N-terminale (téte ATPase) +
C-terminale (macrodomaine) de CHD1L

1 Conditions expérimentales retenues

A. Expression : Cellules BL21(DE3) ou pRARE2 — B. Expression : Cellules BL21(DE3) pRARE2 —
Milieu ALTB - 6h a 37°C puis 14h a 25°C Milieu ALTB - 6h a 37°C puis 14h a 18°C
Tampon : 10 mM Tris HCl pH 7,5 + 500 mM NacCl Tampon : 10 mM Tris HCl pH 7,5 + 500 mM NaCl
Elution : Analyse directe de la résine d’affinité Elution : Analyse directe de la résine d’affinité

2 Gel SDS-PAGE 15% des échantillons finaux purifiés
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Figure 80 : Résultats des minitests pour I'interaction entre la N-terminale de CHD1L et les
différentes constructions de la partie C-terminale

1. Conditions expérimentales retenues pour I'expression et la purification a petite échelle

2. Gels dénaturants SDS-PAGE 15% des échantillons finaux purifiés aprés minitests

Un astérisque est présent lorsqu’une bande protéique est visible a la taille attendue.

Les tailles théoriques sont indiquées sous les gels.

L'interaction entre les parties CterFL et Nter de CHD1L a donc bien été validée, mettant
notamment en avant I'importance du macrodomaine a défaut de pouvoir conclure sur la
région charniére. Nous sommes donc passés a la purification a plus grande échelle dans le
but de tenter de déchiffrer les bases moléculaires de cette interaction par cristallographie.

Pour ce faire, j’ai utilisé la construction GST-CHD1L Nter + CterFL qui présente les résultats
les plus probants en minitests.
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2. Large scale et optimisations pour GST-CHD1L Nter + CterFL

Les conditions d’expression n’ont pas été modifiées par rapport aux minitests (Figure 80 - 1.B),
excepté le volume de culture qui est de 6L.

J’ai tout d’abord optimisé la purification de GST-CHD1L Nter + Cter FL, en testant différents
protocoles de purification.

Jai d’abord essayé une purification en deux étapes, avec une étape d’affinité glutathion
sépharose (GS) puis une gel filtration. Cependant, aprés ces deux étapes, la fraction protéique
présentait toujours une contamination par des acides nucléiques.

J'ai donc rajouté une étape de purification supplémentaire entre |'étape d’affinité et de gel
filtration. J'ai tout d’abord tenté d’ajouter une étape d’affinité héparine, adaptée a la
séparation de protéine liant ’ADN. Cependant |'ajout de cette étape a entrainé la dissociation
du complexe Nter + CterFL. Jai alors essayé une colonne échangeuse d’anions, Hitrap Q,
adaptée au pl de mon complexe, qui s’est avérée probante. Du fait de I'ajout de cette étape,
la concentration saline du tampon de lyse a aussi di étre optimisée. En effet, pour
I’échangeuse d’anions, la concentration saline doit étre idéalement de 50 mM NacCl. Ainsi,
d’éviter une dilution d’un facteur 10 (tampon initial : 10 mM Tris pH7.5 + 500 mM Nacl), j’ai
utilisé un tampon de lyse contenant 250 mM Nacl.

Pour finir, j’ai également optimisé I’étape d’élution de la 1¢ étape d’affinité GS, en effectuant
soit une élution au glutathion réduit, soit par I'ajout de protéase 3C.

Le protocole de purification retenu est le suivant : une affinité GS suivie d’'une élution par
I’ajout de protéase 3C, une Hitrap Q et une gel filtration $200 16/600. Les tampons utilisés
pour cette purification optimisée sont présentés dans le Tableau 16.

Tableau 16 : Tampons de purification pour GST-CHD1L Nter + CterFL

Tampon de lyse Affinité GS Hitrap Q Gel filtration
10 mM Tris pH 7.5 + Lavage : tampon de lyse | Injection : 10 mM Tris pH | 10 mM Tris pH7.5 +
250 mM Nacl Elution : tampon de lyse | 7.5 + 50 mM NacCl 250 mM Nacl +
+ protéase His-3C Elution: 10 mM Tris | 0.5 mM TCEP
pH7.5 + 50 a 1000 mM
NaCl

Pour pousser cette optimisation et tenter de mieux stabiliser cette interaction imitant le
mécanisme d’auto-inhibition, j’ai également testé la co-expression et la co-purification de
GST-CHD1L Nter avec une construction plus courte du Cter, CterM (613-886). Une
construction quasiment identique a été utilisée dans I'étude de (Lehmann et al. 2017) et

271



permet I'obtention d’'un complexe stable. Pour ce faire j’ai utilisé la méme procédure que pour
CHD1L Nter + CterFL.

La Figure 81 présente les résultats de la purification optimisée de GST-CHD1L Nter (1-561) +
CterFL (566-886), ainsi que celle de GST-CHDL Nter (1-561) + CterM (613-886).

Des disparités entre ces deux constructions sont visibles dés la premiere étape d’affinité. Pour
CHD1L Nter + CterFL nous voyons deux bandes d’intensité égale, aprées |'étape d’élution par
coupure a la protéase. Le complexe semble équimolaire et stable, avec trés peu de
dégradation visible.

En revanche, pour le complexe CHD1L Nter + CterM, la bande correspondant a CterM est tres
faible. Ce complexe semble trés instable, nous observons aprés coupure sur la nuit par la
protéase 3C un précipité visible a I'ceil nu.

Les deux complexes ont alors été dilués au 1/5 afin d’obtenir une concentration saline de 50
mM NacCl, puis injectés sur I'Hitrap Q. Un monitoring de I'UV a 260 nm a été réalisé en plus de
celui a 280 nm afin de détecter facilement la présence d’ADN sur I’AKTA.

Les deux complexes se comportent de maniére similaire lors de I’élution de I'HitrapQ. En effet,
bien que l'intensité de pic est ~2.5 a 3 fois plus faible pour le complexe CHD1L Nter + CterM,
comparée a celle du pic CHD1L Nter + CterFL, les deux complexes sont élués a une
concentration en NaCl égale (d’environ 280 mM). Les fractions contenant les complexes
d’intéréts ont alors été réunies et injectées sur une gel filtration préparative S200 16/600.

Ici encore, les complexes se comportent de maniére similaire. Comme précédemment
I'intensité de pic pour CHD1L Nter+CterM est ~2.5 fois plus faible que celle de CHD1L
Nter+CterFL. Dans les deux cas, les fractions d’intéréts (C2-C8) sont réunies pour étre
concentrées.

Lors de la concentration les deux complexes se distinguent fortement. En effet, le complexe
CHD1L Nter+CterM forme des précipités visibles a I'ceil nu. Ce précipité a été déposé sur gel
SDS-PAGE (Figure 81—4, ligne 5). Le complexe CHD1L Nter+CterFL, quant a lui, se concentre
sans former de précipité. J'ai ainsi pu obtenir :

- Pour CHD1L Nter+CterM, 100 pL de complexe a une concentration de 0.4 mg/L
correspondant a un rendement final de purification, de 0.007mg/L soit 7 pg/L.

- Pour CHD1L Nter+CterFL, 50 pL de complexe a une concentration de 7 mg/mL, soit un
rendement de 0.6 mg/L.

Ces échantillons ont été déposés sur gel SDS-PAGE (Figure 81 — 4). Nous voyons une
dégradation pour les deux complexes. Cette dégradation apparait plus particulierement
prononcée pour le complexe CHD1L Nter+CterFL, ou la partie N-terminale semble se dégrader
en une deuxieme bande d’environ 55 kDa d’intensité égale a la premiére. Cependant la plus
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grande concentration de ce complexe peut donner une impression trompeuse d’une
dégradation plus intense, une dégradation étant aussi observée pour le complexe CHD1L
Nter+CterM. CHD1L Nter+CterFL a également été analysé en DLS, qui a révélé une
polydispersité multimodale.

Un essai de cristallisation a tout de méme été tenté sur ce complexe. Ce dernier a été fait en
utilisant le ciblage « Top96 », avec une mise en place protéine et réservoir de 200 nL + 100 nL
et de 100 nL + 100 nL. Ce screen rassemble 96 des conditions les plus retrouvées dans les
dépobts de la PDB et il a également donné les meilleurs précipités pour les essais de la
construction CterN seule. Cet essai de cristallisation s’est également avéré infructueux.
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Figure 81 : Résultats des purifications 6L pour les constructions GST-CHD1L Nter+CterFL et

GST-CHD1L Nter+CterM

Gels SDS-PAGE et chromatogrammes des différentes étapes de purification
E : résine GS apreés affinité (sans coupure), C : surnageant aprés coupure 3C
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Ainsi, la construction CterM, contrairement a I'hypothése initiale, semble étre moins a méme
de stabiliser le complexe. De fait, ce résultat montre que la région charniere de CHD1L joue
aussi un rble potentiel dans l'interaction avec CHD1L Nter et donc dans le mécanisme d’auto-
inhibition.

3. Analyse des parties du Nter de CHD1L impliquées dans
I'interaction avec le domaine Cter

Nous avons ensuite voulu identifier les domaines dans la région N-terminale qui déterminent
cette interaction décrivant le mécanisme d’auto-inhibition de CHD1L. Pour ce faire, j’ai réalisé
deux constructions de la partie N-terminale :

- CHDIL Nter_Lobel (1-256) : contenant uniquement le lobe 1 de la téte ATPase
- CHDIL Nter_Lobe2 (252-561) : contenant uniquement le lobe2 de la téte ATPase

J'ai ensuite réalisé les tests d’interaction entre GST-CHD1L Nter_Lobel et la partie CterFL
native, ainsi qu’entre GST-CHD1L Nter_Lobe2 et la partie CterFL native, en suivant la méme
démarche que dans la partie « Validation de I'interaction CHD1L CterFL + Nter par Minitests »
de ce chapitre. L'interaction validée précédemment entre GST-CHD1L Nter et CterFL a servi
de contréle a I'expérience.

La Figure 82 montre les conditions de réalisation et les résultats des minitests. Nous voyons
tout d’abord que notre controle positif est validé et que 'interaction entre GST- CHD1L Nter
et CterFL est bien visible.

Concernant l'interaction entre GST-CHD1L Nter_Lobel et CterFL, une bande correspondant a
la protéine GST-CHD1L Nter_Lobel est bien visible mais aucune bande n’est présente pour
CterFL. En revanche, la bande de CHDI1L Cter reste visible en présence de GST-CHDIL
Nter_Lobe2. Ainsi le lobe 1 de la téte ATPase de CHD1L ne semble pas interagir avec la partie
CterFL. Il est également possible que cette interaction soit trés faible et non visible dans cette
expérience.

En revanche, une interaction est bien visible entre GST-CHD1L Nter_Lobe2 et CterFL,
signifiant que I'interaction d’auto-inhibition semble principalement portée par le Lobe2.
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Minitests des différentes constructions N-terminale (Lobe 1 et 2
de la téte ATPase) + CterFLde CHD1L

1 Conditions expérimentales retenues
Expression : Cellules BL21(DE3) pRARE2 — Milieu ALTB - 5h a 37°C puis 14h a 18°C
Tampon : 10 mM Tris HCl pH 7,5 + 250 mM NacCl
Elution : Analyse directe de la résine d’affinité

2 Gel SDS-PAGE 15% des échantillons finaux purifiés

\/x "’x
& &
{x ‘\‘r\// Q\/,
é@; e}‘f& é@’
& & &
kDa [CHN S G
250 -
130 ..
100 %
70
= I 4 P GST-CHD1L Nter: 90 kDa
GST-CHD1L Nter Lobel: 56 kDa
GST-CHD1L Nter_Lobe2: 62 kDa
35 . CHD1L : 37 kDa
25 .

Figure 82 : Résultats des minitests pour la région N-terminale de CHD1L

1. Conditions expérimentales retenues pour |'expression et la purification a petite échelle
2. Gels dénaturants SDS-PAGE 12% des échantillons finaux purifiés aprés minitests

Un astérisque est présent lorsqu’une bande protéique est visible a la taille attendue

4. Vérification de I'interaction entre le lobe 2 de la partie Nter et la
partie CterFL en large scale

Afin de vérifier les conclusions obtenues en minitests, des mises a I’échelle de 3 L ont été
réalisées en utilisant les trois constructions testées précédemment :

- GST- CHD1L Nter + CterFL : controle positif de I'interaction

- GST-CHDI1L Nter_Lobel + CterFL

- GST-CHDI1L Nter_Lobe2 + CterFL
Pour ce faire, j’ai utilisé les mémes conditions d’expression que celles des minitests (cellules
BL21 pRARE2, milieu AL.TB avec 5h de culture a 37°C, puis une induction sur la nuit a 18°C en
augmentant le volume a 3 L. J’ai ensuite exploité le méme protocole de purification, qui a été
précédemment optimisé pour la construction GST-CHD1L-Nter + CterFL, et qui est détaillé
dans la section « Large scale et optimisations pour GST-CHD1L Nter + CterFL ».
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Figure 83 : Résultats des purifications a grande échelle (3L) pour les tests d’interactions entre
les différentes parties N-terminale et la partie C-terminale de CHD1L.

Gel SDS PAGE 15% et chromatogrammes des différentes étapes de purification.

Légende : (1) Extrait total, (2) lysat clarifié, (3) fraction non soluble, (4) fraction non retenue,
(5) Lavage 1, (6) Lavage 2, (7) Résine d’affinité avant coupure, (8) Résine d’affinité au début
de la coupure avec la protéase 3C, (9) Résine d’affinité aprés coupure, (10) Surnageant
injecté en HiTrapQ.
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Les résultats de ces trois purifications sont disponibles dans la Figure 83. Nous voyons que,
des la premiere étape d’affinité GS, les résultats en large scale confirment ceux obtenus en
Minitests.

En effet, pour les complexes GST-CHD1L Nter + CterFL et GST-CHD1L Nter_Lobe2 + CterFL,
nous voyons qu’a la fin de I'étape d’affinité (Figure 83 — 1, ligne 8), deux bandes d’intensités
identiques correspondant aux complexes sont bien visibles. Cependant pour GST-CHD1L
Nter_Lobel + CterFL, une bande est visible pour la protéine GST-CHD1L Nter_Lobel, mais
reste trés faible pour la bande correspondant a CterFL. De plus aprés I'étape d’échangeuse
d’ions, cette bande devient quasiment invisible. Il est donc probable que la partie CHD1L
Nter_Lobel n’interagit que tres faiblement avec le CterFL, mais cette interaction semble étre
médiée par le Lobe2.

J'ai ensuite comparé les rendements de purification entre les constructions CHD1L Nter +
CterFL et CHD1L NterLobe2 + CterFL. Pour CHD1L Nter + CFL, le rendement est d’environ 0.6
mg/L, comme nous l'avons vu précédemment. En revanche pour le complexe CHDIL
NterLobe2 + CterFL, son rendement chute a environ 0.1 mg/L. Ainsi, le rendement de cette
purification n’etait pas tres favorable a la mise en place d’essais de cristallisation.

5. Stabilité des complexes

J'ai ensuite voulu tester la stabilité de ces deux complexes GST-CHD1L Nter + CterFL et GST-
CHD1L Nter_Lobe2 + CterFL, par nanoDSF.

Précédemment nous avons vu que le profil nanoDSF de CHD1L CterFL seul montrait son
instabilité, avec notamment plusieurs points d’inflexions dans la premiere dérivée et un Tm
sur le meilleur point d’inflexion d’environ 41°C. Nous espérions ainsi avoir un Tm plus stable
avec ces deux complexes.

Afin de stabiliser davantage ces complexes, j'ai ajouté de I’ATP et I’ATP-y-S (AGS) (un analogue
non hydrolysable de I’ATP) aux différents complexes. Notre hypothése était que cet ajout nous
permette de stabiliser la partie N-terminale de CHDI1L, contenant la téte ATPase.
Pour le lobe 2 seul, qui ne fixe théoriquement pas I’ATP ou ses analogues, cet ajout nous a
permis d’étre dans des conditions reproductibles et comparables pour les deux complexes.

Les deux complexes (GST-CHD1L Nter + CterFL et GST-CHD1L Nter_Lobe2 + CterFL) ont ensuite
été concentrés en absence ou en présence d’ATP ou d’AGS afin d’obtenir une concentration
finale d’environ 0.5 mg/mL pour chaque condition. Chaque échantillon a été déposé sur gel
SDS-PAGE 15% (Figure 84-A) et a été testé en nanoDSF (Figure 84-B).
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Figure 84 : Gel SDS PAGE et stabilité thermique des différents complexes

A. Gel SDS PAGE 15%

B. Profil nanoDSF ou fluorimétrie par balayage différentiel. Rapport de fluorescence (350 nm
(aromatique en milieu aqueux) et 330 nm (aromatique en milieu hydrophobe) et dérivées
premieres de ces courbes. Les Tm présentés correspondent aux points de plus forte inflexion

de la courbe.
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Pour le complexe CHD1L Nter+ CterFL, nous n’observons pas de différence notoire entre les
trois conditions, sur le gel SDS PAGE.

Cependant des différences sont visibles en nanoDSF. Nous remarquons que le complexe
semble moins stable en absence d’ATP ou d’AGS. En effet, cette condition (Figure 84 -1.B,
courbe bleu foncée) présente le Tm le plus bas (40,2°C), en comparaison les Tm du complexe
en présence d’ATP et d’AGS sont respectivement de 41,5°C et 42,1°C (Figure 84 -1.B, courbe
bleu claire et bleu turquoise).

Nous remarquons également que la courbe est en général de meilleure qualité que celle de la
construction CHD1L CterFL seule, signifiant que son interaction avec le Nter semble améliorer
sa stablité.

L’AGS apporte une meilleure stabilité au complexe CHD1L Nter + CterFL avec un gain de 2°C
dans sa thermo-stabilité. C’est donc cette condition qui a été retenue pour la suite des
expériences.

Pour le complexe CHD1L NterLobe2 + CterFL, il n’y a pas de différence visible sur le gel SDS-
PAGE entre les trois conditions. De méme, il ne semble pas y avoir de différence entre les 3
profils nanoDSF (Figure 84 -2.B). En effet, les courbes ont la méme amplitude et la méme
transition dans la premiére dérivée. Le Tm est également trés similaire et semble méme un
peu plus élevé pour la forme apo.

Ainsi, le complexe CHD1L NterLobe2 + Cter FL n’est pas stabilisé par la présence d’ATP ou
d’AGS, ce qui conforte I'idée que la partie du lobe2 seule de la téte ATPase n’est pas capable
de fixer de maniére stable I’ATP.

Plusieurs essais de cristallisations ont également été réalisés pour CHD1L Nter_Lobe2 + Cter
FL et se sont avérés, tout comme les tentatives précédentes, infructueux.

6. Test de I'interaction entre la construction CHD1L Nter + Cter et le
nucléosome

J'ai ensuite voulu tester la fixation de ce remodeleur, et plus précisément, la fixation du
complexe impliqué dans le mécanisme d’auto-inhibition, au nucléosome. Pour ce faire, j'ai
utilisé la construction la plus stable trouvée précédemment : CHD1L Nter + CterFL en présence
de 2 mM AGS.

J'ai ensuite mélangé ce complexe avec deux différents ratios au nucléosome canonique de
Xénopus, comme montré dans la Figure 85.
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Ce nucléosome a été reconstitué comme décrit dans le chapitre 3, en utilisant les histones de
Xénopus et ’'ADN de positionnement 601 de 147 pb. Ce nucléosome ne posséde donc pas
d’ADN de liaison supplémentaire. |l est également important de préciser que cette expérience
a été réalisée sans PAR ou PARP1-PARYylé, et qu’ainsi le mécanisme d’auto-inhibition n’est a
priori pas aboli.

1 Set up expérimental

Protéine purifiée

Nucléosome canonique
CHD1L Nter+CterFL (+AGS)

Nter 1[ Lobe 1 Lobe 2 ]561

3 +

2 Expérience de retardation sur gel

Ratios
(nucléosome:CHD1L N+C)

1.0 1:1 1.6 06

Shift du complexe —

Nucléosome canonique — ) H ’

ADN 601 libre — g

[ [ETEMEnTm

Figure 85 : Expérience de retardation sur gel testant la liaison de CHD1L Nter+CterFL au
nucléosome canonique de xénopus

Gel polyacrylamide 6% coloré au bromure d’éthidium

La quantité de nucléosome utilisée pour chaque test est de 3 pmol, excepté pour le contréle
négatif ou elle est de 1.5 pmol.

Nous voyons ainsi sur le gel de retardation que le complexe d’auto-inhibition CHD1L Nter +
CterFL semble lier le nucléosome, mais également I’ADN 601 libre. Cela signifie que le
mécanisme d’auto-inhibition ne semble pas empécher la fixation au nucléosome.
Il aurait été intéressant d’effectuer cette expérience avec le complexe d’auto-inhibition CHD1L
Nter-Lobe2 + CterFL, qui n’a pas été faite faute de temps.
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Nos collaboratrices, les Dr. Christelle Golzio, et Dr. Maria Nicla Loviglio, ont collaboré avec le
Dr Andre Reis, un clinicien, de I'Hopital Universitaire-Institut de Génétique Humaine de
Erlangen en Allemagne.

Le Dr Reis a effectué une recherche d’anomalies génétiques par la génération de données de
séquencage a haut débit de type exome au sujet d’une patiente présentant des anomalies de
développement. Cette patiente de 14 ans souffre de microcéphalie et d’une taille inférieure a
la moyenne (10°™¢ pourcentile), correspondant aux phénotypes observés par nos
collaboratrices chez le poisson zebre. Cette patiente souffre également d’une lente
neurodégénérescence, d’une déficience intellectuelle, d’une tétraparésie spastique, de
trouble du mouvement et d’épilepsie sévere.

Dans les données de séquencage, plusieurs génes présentent des variations non rapportées
qui ségrégent avec la malade, ce sont donc des génes candidats. Parmi ces variations, le Dr
Reis rapporte une mutation ponctuelle a I'état homozygote dans le gene de CHD1L qui est
inconnue des bases de données d’individus sains. Cette mutation (R392H) est située dans le
lobe 2 de la téte ATPase.

Jai ainsi étudié cette mutation, en utilisant une approche biochimique et notamment par
expression et purification a petit échelle. Je me suis tout d’abord demandée quel est I'impact
de la mutation sur les isoformes long et court de CHD1L. Je me suis ensuite intéressée au role
potentiel de cette mutation dans le mécanisme d’auto-inhibition, et plus particulierement sur
ce mécanisme avec uniquement le lobe 2 (isoforme court).

1. Minitests sur les constructions longues de CHD1L

J'ai comparé par minitests les constructions CHD1L-FL (1-889) et CHD1L-isoCourt (252-886),
en présence et en absence de la mutation R392H.

Ces expériences ont été réalisées selon les conditions décrites dans la Figure 86 -1.

Pour les deux constructions CHD1-FL et CHD1-isoCourt, des résultats similaires ont été
obtenus pour les mutants R392H (Figure 86-2).

Comme nous l'avons vu précédemment (section « Constructions longues de CHDIL
(équivalent des isoformes long et court) »), ces constructions protéiques natives, donc sans
mutation, sont faiblement visibles sur gel SDS-PAGE et cela, quelle que soit I’étiquette testée.
Nous remarquons également que dans la globalité les bandes correspondants aux protéines
R392H mutantes sont encore moins visibles que les bandes des protéines non mutées.
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Minitests des constructions les plus longues de CHD1L pour la
mutation R392H

1 Conditions expérimentales retenues

Expression : Cellules BL21(DE3) - Milieu ALTB - 4h a 37°C puis 14h a 16°C
Tampon : 10 mM Tris HCI pH 8 + 500 mM NaCl
Elution : Analyse directe de la résine d’affinité

2 Gel SDS-PAGE 12%

A. Minitests

CHDILFL CHDIL  CHD1L isoCourt
CHD1L FL R392H isoCourt R392H
KDa His TRX GST His TRX GST His TRX GST His TRX GST kDa
250 ] =F & 130
130 - * 4 — * .
100 s * *
70 - - 70
B. Fractions insolubles
CHDIL FL CHD1L CHD1L isoCourt
CHD1L FL R392H isoCourt R392H
i His TRX GST His TRX GST His TRX GST His TRX GST kDa
250 'y 230
. { - 130
130 g8 i |
100 1 . 100
70 . ; - . 70
Etiquette en ! Etiquette en fc10.
His10- . His10
i His6 GST
Constructio Nter| Hisé TRX GST ConstRiCoR Y 19 TRX
CHDI1L FL 102kDa | 115kDa | 127kpa | | CHPILisOCourt | 74kDa | 86kba | 98kDa

CHD1L isoCourt
74 kD 86 kD 98 kD
R392H @ @ @

CHDI1L FLR392H | 102kDa | 115kDa | 127 kDa

Intensité des bandes Faible
sur gel des Minitests

Trés faible

Inexistant ou quasi

Légende sur la page suivante
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Figure 86 : Résultats des minitests pour les constructions longues de CHD1L +/- R392H
1. Conditions expérimentales retenues pour |'expression et la purification a petite échelle
2. A. Gels dénaturants SDS-PAGE 12% des échantillons finaux purifiés apreés minitests

2. B. Gels dénaturants SDS-PAGE 12% des échantillons insolubles

Un astérisque est présent lorsqu’une bande protéique est visible a la taille attendue

His = étiquette His6 et TRX = étiquette His10-TRX

Les tableaux représentent les tailles théoriques des différentes constructions et résume
I'intensité des bandes observées sur gel.

De plus, la solubilité de ces constructions sauvages et mutées a été testée (Figure 86—2.B).
Nous n’observons pas de bandes correspondantes aux constructions utilisées dans les
fractions insolubles, que ce soit pour les protéines sauvages ou mutées. Il est possible que les
protéines soient faiblement exprimées, ce qui rend difficilement visible leur potentiel
insolubilité dans les culots (accentué par un bruit de fond élevé). De ce fait, nous ne pouvons
pas conclure sur un potentiel impact de la mutation sur la solubilité des protéines.

A la lumiére de ces résultats, le mutant R392H pourrait étre moins exprimé et/ou moins
soluble et/ou moins stable.

L'idée de ce test n’était pas de passer a grande échelle, mais d’effectuer une comparaison
entre les protéines mutantes et sauvages par un test biochimique.

Ainsi, la mutation R932H de CHD1L semble avoir un impact sur la protéine entiére et sur
I’équivalent de I'isoforme court.

2. Minitests sur le complexe imitant le mécanisme d’auto-inhibition
avec la mutation R392H

Dans cette partie, j’ai utilisé une approche similaire a ce qui a été fait précédemment dans la
partie « Validation de l'interaction CHD1L CterFL + Nter par Minitests ».

Jai co-exprimé les différents complexes : CHD1L Nter + CterFL comme contréle et CHD1L
Nter_Lobe2+/-R392H + CterFL. Je les ai ensuite co-purifiés par minitests. Dans ce cadre, un
seul des deux domaines (CterFL ou Nter_Lobe2 +/- R392H) a été étiqueté. Si le second
domaine interagit avec celui qui porte I'étiquette, il y aura alors co-purification. Les bandes
correspondant aux deux protéines seront alors visibles apres les minitests sur le gel SDS-PAGE.

La Figure 87 résume les conditions et les résultats de ces minitests.
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Minitests du complexe d’auto-inhibition
Nter_Lobe 2 (+/- R392H) + CterFL de CHD1L

1 Conditions expérimentales retenues
Expression : Cellules BL21(DE3) pRARE2 — Milieu AL.TB - 6h a 37°C puis 14h a 18°C
Tampon : 10 mM Tris HCl pH 7,5 + 250 mM NacCl
Elution : Analyse directe de la résine d’affinité

2  Gel SDS-PAGE 15% des échantillons finaux purifiés
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Figure 87 : Résultats des minitests pour le complexe d’auto-inhibition avec uniquement le
lobe 2 de la téte ATPase, en présence ou absence de la mutation R392H

1. Conditions d’expression

2. Gel SDS-PAGE des fractions purifiés des minitests

Pour le contréle positif, GST-CHD1L-Nter + CterFL, nous observons bien deux bandes
correspondant aux deux protéines GST-CHD1L-Nter et CHD1L-CterFL.

Pour GST-CHD1L-Nter_Lobe2 + CterFL, la méme observation est effectuée et les protéines
GST-CHD1L-Nter_Lobe2 et CHD1L-CterFL sont bien présentes.
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En revanche pour GST-CHD1L-Nter_Lobe2 R392H + CterFL, seule la bande correspondant a
GST-CHD1L-Nter_Lobe2 R392H est visible. Nous voyons également que l'intensité de cette
bande est plus faible que celle de la protéine équivalente non mutée. Concernant le seconde
protéine CterFL, elle ne semble pas visible sur gel.

Deux hypothéses non mutuellement exclusives peuvent expliquer cela :

-l est possible que la mutation R392H du lobe 2 décroisse ou abolisse I'interaction avec
la partie C-terminale de CHD1L, qui n’est alors pas co-purifiée.

- la protéine GST-Nter Lobe2 R392H étant potentiellement moins exprimée et/ou
soluble, la bande correspondant a CterFL est d’autant plus diminuée (et donc moins
visible sur gel).

Pour mieux comprendre I'effet de la mutation, j’ai alors entrepris de tester I'interaction dans
le sens inverse, en placant le tag GST sur CHD1L Cter FL et en co-exprimant avec le Lobe 2
muté ou non muté (Figure 87 — 2).

Pour le complexe GST-CHD1L CterFL + Nter_Lobe2, nous observons sur gel SDS-PAGE deux
bandes correspondant au complexe.

Pour le complexe GST-CHD1L CterFL + Nter_Lobe2 R392H, deux bandes sont également
visibles sur gel SDS-PAGE, signifiant que le lobe 2 muté semble étre co-purifié. Cependant la
bande correspondant au lobe 2 R392H est de plus faible intensité et plus diffuse, par rapport
a celle de la protéine sauvage. Ce résultat tendrait a prouver une diminution de l'interaction
entre ces deux domaines du fait de la mutation R392H.
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[Il. Résultats de mes collaborateurs

Avant le début de notre collaboration, nos associées avaient uniquement travaillé sur
I'isoforme court de CHD1L, car ce dernier est le plus exprimé au niveau de I'encéphale, en lien
avec les phénotypes neurodéveloppementaux étudiés.

A la suite de nos analyses bioinformatiques et biochimiques préliminaires, notamment
d’alighement des séquences, nous avons remarqué que cet isoforme ne possede pas le 1°"
lobe de la téte ATPase. De ce fait, I'isoforme court n’a potentiellement pas une fonction de
remodelage de la chromatine classique.

Sur nos conseils, nos collaboratrices ont donc testé la construction de CHD1L entiére (aussi
appelée isoforme long) dans un essai de complémentation in vivo chez le poisson zébre. Elles
ont ainsi vu que CHD1L entier était également capable de sauver le phénotype CHD1L-/- .

Le fait que I'isoforme court de CHD1L puisse sauver les phénotypes, au méme titre que la
protéine CHD1L entiére fonctionnelle, reste énigmatique mais suggére que la fonction
ATPase n’est pas essentielle a ce mécanisme.

Nous avons alors émis I’hypothése que cet effet de sauvetage des poissons CHD1L-/-, ne serait
peut-étre lié qu’a un seul des domaines de CHD1L, et plus particulierement au macrodomaine,
qui est unigue parmi les remodeleur.

Nos collaborateurs ont ainsi effectué des expériences de complémentation in vivo chez le
poisson zebre. Elles ont utilisé soit le domaine Nter (1-561) contenant la téte ATPase, soit le
domaine CterFL (566-886) contenant le linker et le macrodomaine de CHD1L. Ces
constructions correspondent aux constructions que j'ai précédemment utilisées dans mes
travaux.

Les résultats de ces essais de complémentation montrent qu’aucun des deux domaines, CterFL
et Nter, ne semblent sauver individuellement le phénotype CHD1L-/-, les poissons présentant
toujours une macrocéphalie et une taille réduite.

Il est cependant possible d’envisager que pour I'expérience effectuée avec la partie Nter, la
protéine n’ai pas bien été bien dirigée vers le noyau, ainsi nos collaborateurs ont refait des
constructions plus longues de la partie N-terminale contenant le NLS. Ces constructions sont
au nombre de deux, la premiere étant la partie N-terminale entiere jusqu’au NLS, et la seconde
commencant du lobe 2 jusqu’au NLS :

-CHD1L Nter-zébra (1-700),

-Nter_Lobe2-zébra (252-700).
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Ces constructions sont également présentées dans la Figure 72 initiale des constructions au
début de la session « Résultats » de ce chapitre.

Ces deux constructions ont alors été testées par expérience de complémentation in vivo en
zébrafish. Cependant, cette fois-ci encore, elles n’ont pas permis le sauvetage du phénotype,
les poissons ayant toujours un encéphale et une taille réduite.

Ces expériences signifient donc que le lobe 2 de la téte ATPase et le macrodomaine (avec la
région charniére) doivent tous deux étre présents pour sauver le phénotype.

Ainsi ces résultats sont en faveur d’une implication de l'interaction d’auto-inhibition, que
j’ai démontré précédemment entre le lobe 2 de la téte ATPase et le CterFL (macrodomaine
avec la région charniére), dans le sauvetage du phénotype, sans cependant faire utilisation
d’une activité ATPase.

Nos collaboratrices se sont aussi intéressées a 'effet de la mutation R392H de CHD1L sur le
phénotype des poissons. Elles ont effectué des essais de complémentation in vivo chez les
poissons zebre, en y surexprimant CHD1L FL R392H.

Leurs résultats montrent que CHD1L FL R392H rétablit partiellement le phénotype. Les
poissons ont donc un phénotype intermédiaire entre les poissons WT et CHD1L-/-. Cette
mutation semble donc étre hypomorphe.

Une expérience utilisant I'isoforme court R392H de CHD1L est en cours d’investigation.
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IV. Discussion et perspectives

Le projet CHD1L est un projet récent, débuté durant ma 3°™¢ année de thése. De ce fait, jai
manqué de temps pour effectuer certaines expériences qui seront discutées dans cette
section.

Les résultats obtenus au cours de cette étude n’auront pas permis I'obtention d’information
structurale sur CHDI1L, notamment sur le macrodomaine qui est unique parmi les
remodeleurs. Dans I'ensemble, la protéine CHD1L et ses domaines restent difficilement
purifiables avec des rendements de purification faibles, n’excédant pas 0.6 mg/L. Cependant,
mon étude a permis de faire progresser la compréhension biochimique de ce remodeleur.
Ci-dessous, je discuterai des différentes constructions utilisées lors de mes études.

1. CHDI1L long et isoforme court

Comme nous l'avons vu précédemment, ces constructions semblent tres faiblement
exprimées en minitests, il est donc impossible d’utiliser notre approche habituelle en E.coli
pour ces constructions. Il serait trés intéressant de changer de systéme d’expression. Je pense
notamment au systéeme d’expression bacculovirus/cellule d’insecte. En effet, ce systeme
semble plus adapté aux protéines de la famille CHD et a notamment été utilisé pour la
résolution des protéines quasiment entieres de CHD1 et CHD4, en complexe avec un
nucléosome (Farnung et al. 2017) (Farnung, Ochmann, et Cramer 2020).

De plus, ce systeme permettrait I'ajout de PTMs potentiellement cruciales pour la stabilité
d’une protéine. A ce jour, il existe tres peu d’informations sur les PTMs de CHD1L. Seules deux
phosphorylations putatives ont été trouvées sur les résidus S636 (linker) et S891
(macrodomaine) et leurs fonctions demeurent inconnues (Cheng, Su, et Xu 2013).

Il a donc été essentiel pour nous de découper la protéine CHD1L en domaines plus stables qui
permettent son étude par une approche E.coli. Ce découpage a été réalisé sur la base
d’alignements de séquences mais également sur la littérature disponible (Hari R. Singh et al.
2017) (Lehmann et al. 2017), qui a, entre autres, utilisé E.coli comme approche.
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2. CHDI1L Nter (téte ATPase)

Je n’ai malheureusement pas eu le temps d’exploiter tout le potentiel de cette construction.
Les résultats des minitests effectués nous montrent que la protéine est tres peu exprimée (ou
soluble, cette derniere n’ayant pas été vérifiée).

Il aurait été intéressant d’optimiser les minitests et de les effectuer par exemple avec une
température d’induction plus basse (comme 18°C), ce qui aurait potentiellement permis
I’obtention de résultats exploitables pour du large scale.

En effet, cette construction est celle qui contient ’homologie de séquence la plus élevée avec
CHD1 et qui lui vaut d’ailleurs son nom de CHD1-like. Il y a ainsi entre CHD1 et CHD1L humain,
59% d’indentité pour le domaine HELICc correspondant au lobe 2 et 45% d’identité sur
I'ensemble de la téte ATPase. De plus, en 2010, Hauk et ses collaborateurs ont réussi a
déterminer la structure de CHD1 ATPase + chromodomaine, en utilisant une expression en
E.coli et notamment une induction a basse température, 18°C (Hauk et al. 2010).

3. CHDIL Cter

La partie C-terminale (CterFL) correspondant au domaine carboxy-terminal entier, a encore
été divisée en plusieurs constructions CterN (région linker) et CterC (macrodomaine).

a. CterN

La construction CterN est celle qui a donné dans I'ensemble les meilleurs résultats. En effet,
j’ai pu obtenir une protéine avec une bonne polydispersité de 12 %, se comportant bien au
niveau de la concentration (maximum testé 10 mg/mL). Je n’ai pas pu concentrer d’avantage
du fait du rendement tout de méme faible de la purification (0.5 mg/L). Cette protéine est
également celle avec la thermostabilité la plus haute (Tm 55,8°C).

J'ai ainsi effectué deux essais de cristallisation sur deux batch de protéines différentes a 5 et
10 mg/mL avec les screens (Berkeley, Classics, Top96, PEG, Wizzard | et Il). Cependant, malgré
la présence de séparation de phase et de précipités encourageants, notamment dans les
screens PEGs et Top96, contenant divers PEGs comme précipitants, ces essais se sont avérés

infructueux.

Cette région charniére est prédite comme étant intrinsequement désordonnée (Figure 88).
Ainsi, du fait de la flexibilité potentielle de cette région, notre échantillon n’est sans doute pas
trés homogéne, ce qui peut expliquer I'absence de cristaux (malgré la polydispersité de 12%).
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Figure 88 : Prédiction des régions intrinsequement désordonnées de la protéine CHD1L en
utilisant I'interface en ligne d’lUPred (iupred2a.elte.hu)

En ordonnée sur le graphique, un score prédisant le désordre. Au-dessus de la ligne, on
considere la région comme intrinsequement désordonnée, en dessous comme ordonnée.

J'ai cependant observé une caractéristique intéressante de cette région. En effet, cette région
semble lier les acides nucléiques, méme si cette liaison est assez faible. De plus, cette région
est composée de nombreux résidus R et K chargés positivement, notamment au niveau du
NLS.

Cette caractéristique de liaison a I’ADN est retrouvée chez CHD1, qui est capable de lier 'ADN
via son domaine auxiliaire SANT-SLIDE. De maniere surprenante, CHD1L ne posséde pas ce
domaine de liaison a ’ADN. J'ai donc aligné la région de charniére de CHD1L au domaine SANT-
SLIDE de CHD1 (Figure 89).

Ces deux régions partagent 22 % d’identité, ce qui est un seuil bas d’homologie. Il est donc
possible que CHD1L ait un domaine de fixation de I’ADN dans cette région, méme s’il est peu
probable que ce soit un domaine SANT-SLIDE.
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Figure 89 : Alignement de séquences entre le CterN (région charniére) de hCHDIL et le
domaine SANT/SLIDE de hCHD1
Alignement réalisé avec Clustal Oméga
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b. Constructions contenant le macrodomaine

Le macrodomaine de CHD1L est unique parmi les remodeleurs. De plus, le fait que CHD1L ait
un role d’oncogene le rend d’un intérét particulier. Aucune structure a haute résolution n’est
disponible pour ce domaine.

e (CterC

Concernant la construction CHD1L-CterC contenant uniquement le macrodomaine, les
résultats de solubilité et de stabilité obtenus par minitests étaient encourageants, mais cette
construction s’est avérée totalement insoluble, lors du passage a une plus grande échelle (1L).

Il aurait été possible d’optimiser la purification en large scale et notamment d’abaisser la
température d’induction, afin de favoriser le bon repliement et la solubilité de la protéine.

L'index GRAVY de cette construction native est de — 0.363, ce qui signifie qu’elle n’est pas
particulierement hydrophobe, sinon il aurait pu étre intéressant d’ajouter des détergents lors
de la purification.

Cependant, ces optimisations ne pouvaient pas étre criblées au préalable par minitests, étant
donné que ces derniers ne sont pas reproductibles avec le large scale. |l aurait donc fallu plus
de temps pour effectuer plusieurs optimisations directement en large scale.

Une autre idée aurait été de solubiliser le macrodomaine avec I'aide de son partenaire. C'est,
par ailleurs, ce que nous avons testé en ajoutant la téte ATPase, qui n’est pas vraiment un
partenaire, car il s’agit d’un autre domaine de la méme protéine.

Le macrodomaine interagit également avec le poly(ADP-ribose) ou PAR, et plus précisément
avec le tri-ADP-ribose. Il aurait donc été intéressant d’ajouter du PAR lors de la purification.
La difficulté de cette manipulation réside dans le fait que le PAR n’est pas disponible de
maniére commerciale et qu’il doit étre synthétisé. La synthése chimique du trimére étant
laborieuse, une production enzymatique serait souhaitable. La production enzymatique de
PAR est possible en utilisant la poly(ADP-ribose) polymérase 1 et son cofacteur le NAD+, mais
peu d’informations ont été rapportées sur la facon de contrdler sa synthése (Roos 2020).

Ainsi, le macrodomaine de CHD1L parait particulierement difficile a manipuler. Une thése de
I"'université d’Uppsala en Suéde « Strategies for co-crystallizing human macro domains using
defined PAR oligomers » (Roos 2020) a d’ailleurs été dédiée entierement a cette
problématique sans parvenir a [l'obtention d’une structure cristallographique du
macrodomaine de CHD1L. Il est également a noter que ce domaine n’est pas trés grand (20
kDa sous forme native) et que de ce fait la cristallographie parait tout de méme étre I'approche
la plus raisonnable.
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o (CterFL

Je me suis ensuite intéressée a la construction CterFL contenant le CterC, ainsi que la région
charniere, prédite comme intrinséequement désordonnée.

Les analyses biophysiques de cette protéine ont montrés que cette derniére ne parait pas tres
stable. De nombreuses dégradations sont visibles sur gel SDS-PAGE aprés concentration. De
plus, le rendement final de cette purification est d’environ 0.1 mg/L, ce qui ne m’a pas permis
d’obtenir une protéine concentrée a plus de 0.5 mg/ml, afin d’avoir un volume minimal pour
poursuivre mes expériences. Ce faible rendement est aussi lié au fait que cette construction
lie 'ADN (ce qui n’est pas surprenant vu qu’elle contient le CterN). Il est donc nécessaire
d’ajouter une étape de purification par HiTraQ, permettant de retirer I’ADN et entrainant
forcément une perte protéique.

Pour ces différentes raisons, des essais de cristallisation n’ont pas pu étre réalisés.

La dégradation visible sur gel SDS-PAGE est possiblement liée au linker désordonné. Ce linker
bien que permettant la solubilisation du macrodomaine, pourrait entrainer une hétérogénéité
de I"échantillon. C'est également pour cela que la construction CterM (615-886) contenant
une partie plus courte de ce linker a été réalisée par la suite. Cette construction n’a pas été
testée seule, mais seulement en co-expression avec la partie Nter. Il serait donc valable
d’entreprendre cette purification.

Comme discuté précédemment pour le macrodomaine seul, il serait également intéressant de
stabiliser cette construction CHD1L-CterFL avec des oligoméres de PAR ou du tri-ADP-ribose.
Pour la suite de ce projet, il serait possible d’envisager une collaboration avec des spécialistes
des PARPs, comme par exemple I'équipe SCHALK/MISSLIN travaillant a I'IREBS a lllkirch-
Graffenstaden.

Lors de mes travaux, j’ai également tenté de stabiliser cette construction CHD1LCterFL en la
co-exprimant avec la partie N-terminale contenant la téte ATPase, formant ainsi le complexe
impliqué dans le mécanisme d’auto-inhibition de CHD1L.
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1. CHDI1L Nter + CterFL

J'ai réussi a former le complexe d’auto-inhibition entre la partie N-terminale (1-561) et C-
terminale (566-886) de CHD1L. J'ai également montré que cette interaction nécessitait le
macrodomaine et certainement une partie du linker. J'ai optimisé cette purification me
permettant d’obtenir un rendement de 0.6mg/L, ce qui reste tout de méme faible pour une
optique structurale par cristallographie. Il est a noter que la taille de ce complexe est de 126
kDa, ce qui se situe dans la limite basse des objets exploitables par cryo-EM, mais cette
technique serait envisageable.

Lorsque j'ai commencé ce travail, il existait une structure basse résolution/enveloppe de
CHD1L obtenue par SAXS, mais également par une classification 2D de données de cryo-
microscopie et de négative stain (Lehmann et al. 2017). Ces données supportées par des
données de crosslinking proposent que, in vitro, le mécanisme d’auto-inhibition soit porté par
des interactions électrostatiques entre le domaine C-terminal et le domaine N-terminal. lls
proposent ainsi deux modéles pour I'interaction d’auto-inhibition de CHD1L (Figure 90) :

- Le premier noté MC ou le macrodomaine (zone basique) interagit avec le lobe 2 de la
téte ATPase (zone acide)

- Le second noté MN oU le macrodomaine (zone basique) interagit avec le lobe 1 de la
téte ATPase (zone acide)
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Figure 90 : Modeéle initial d’interaction pour le mécanisme d’auto-inhibition de CHD1L
MC : macrodomaine - ATPase lobe 2

MN : macrodomaine - ATPase lobe 1

Source : (Lehmann et al. 2017)
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Il 'y aurait alors, in vitro, une coexistence en solution de ces deux modeles (Lehmann et al.
2017). Leurs données in vivo, notamment d’immunoprécipitation, montrent grace a une
approche mutationnelle que ce serait préférentiellement le lobe 2 de la téte qui interagirait
avec le macrodomaine (Lehmann et al. 2017). La méme hypothése a été proposée par
spectrométrie de masse par échange hydrogéne/deutérium (HDX-MS) dans une autre
publication (Hari R. Singh et al. 2017).

Ainsi, plusieurs équipes se sont attelées, avant le début de mes travaux, a I'obtention de
données structurales pour CHDI1L, sans parvenir a obtenir une structure atomique. Cela
démontre encore une fois de la complexité de ce remodeleur unique a macrodomaine.

2. CHDI1L Nter_Lobe2 + CterFL

Mes travaux ont donc permis de confirmer I’hypothéese de I'interaction entre le lobe 2 de la
téte ATPase et le macrodomaine, en découpant physiquement les deux lobes. Cela n’avait
jamais été réalisé. J'ai ainsi prouvé, in vitro, que l'interaction de ce mécanisme d’auto-
inhibition avec le macrodomaine est bien portée par le lobe 2 de la téte ATPase
(correspondant au modele MC). Ainsi la partie basique du macrodomaine pourrait interagir
avec la surface acide du lobe 2, via de nombreuses interactions électrostatiques.

De plus, jai également montré que seule la présence du lobe 2 est nécessaire a la mise en
place du mécanisme d’auto-inhibition. Mes travaux ont donc permis de mettre en évidence
un complexe stable entre la partie C-terminale contenant le macrodomaine et la région
charniére (566-886) et la partie N-terminale, le lobe 2 de |a téte ATPase (252-561).

Mes résultats soulignent que le lobe 2 est nécessaire et suffisant a la mise en place du
mécanisme d’auto-inhibition avec le macrodomaine.

Nous pouvons donc spéculer que I'isoforme court de CHD1L (comprenant le lobe2-linker-
macrodomaine) possede éventuellement un mécanisme similaire a celui d’auto-inhibition.
Une question reste en suspenses, qu’est ce qui est auto-inhibé ? En effet, ce mécanisme dans
la protéine CHD1L entiere permet d’inhiber le remodelage de la chromatine. Or, I'isoforme
court de CHDI1L étant dépourvu du lobe 1 de la téte ATPase, ce dernier
n’est probablement pas impliqué dans le remodelage de la chromatine.

De ce fait, le rOle de ce mécanisme pour I'isoforme court reste énigmatique. Nous avons donc
mis en évidence un nouveau mécanisme tres probablement indépendant de la liaison et de
I’hydrolyse de I’ATP.
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3. Stabilisation du complexe CHD1L Nter + CterFL

J'ai ensuite travaillé sur la stabilisation du complexe CHD1L Nter + CterFL. Pour ce faire, j'ai
comparé la thermostabilité du complexe protéique en I’'absence et la présence d’ATP et d’AGS.

La présence d’ATP et d’AGS permettent tous deux de stabiliser le complexe de respectivement
1,3 et 1,9 °C. Cette stabilisation démontre de maniére indirecte la liaison de I’ATP et de 'AGS
au complexe que j’ai purifié. Bien que cela soit en concordance avec la littérature (Lehmann
et al. 2017), cette interaction devra étre testée par des techniques directes telles que par ITC
ou anisotropie de fluorescence.

Les expériences que j'ai réalisées ne permettent cependant pas d’aboutir a une conclusion
quant a 'activité d’hydrolyse du complexe CHD1L Nter + CterFL, qui devra également étre
testée par des tests enzymatiques.

Dans la littérature, il a été prouvé que le complexe, au méme titre que la téte ATPase seule,
est capable de fixer et d’hydrolyser ’ATP (Lehmann et al. 2017) (Hari R. Singh et al. 2017). Cela
signifie que la fixation de 'ATP permet le déplacement de la téte ATPase en conformation
active, mais que le macrodomaine est toujours lié, inactivant I'activité de remodelage.

Il est a noter que la thermostabilité des complexes n’a pas été testée dans les deux
publications citées précédemment.

Grace a mes expériences de nanoDSF, j'ai également pu prouver que I’ATP et I’AGS n’ont pas
d’impact sur le complexe CHD1L Nter_Lobe2 + CterFL. Ce dernier, comme attendu, n’est donc
certainement pas capable de fixer 'ATP ou ses analogues.

Ainsi il serait intéressant d’effectuer un test d’activité ATPase avec ces deux complexes CHD1L
Nter + CterFL et CHD1L Nter_Lobe2 + CterFL pour :

1) comparer nos résultats du complexes CHD1L Nter + CterFL avec la littérature.

2) confirmer que CHD1L Nter_Lobe2 + CterFL ne fixe et n’hydrolyse pas I’ATP.

De plus, pour le complexe CHD1L-Nter_Lobe2 + CterFL, une bande de dégradation est toujours
visible sur gel SDS-PAGE. En effet, nous pouvons voir une bande de dégradation juste en
dessous des bandes correspondant au lobe 2 et au CterFL. Il serait ainsi intéressant de
déterminer les limites protéiques de cette bande par spectrométrie de masse. De maniere
plus générale, dans I'optique de stabiliser d’avantage ce complexe, il serait intéressant de
réaliser de la protéolyse ménagée, afin de déterminer de nouvelles constructions encore plus
stables avec les domaines minimums nécessaires a l'interaction.
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Nous pourrions également envisager une approche mutationnelle pour tenter de stabiliser ce
complexe. En effet, il a été reporté que la mutation G750E, se situant au niveau du
macrodomaine, perturbe la liaison du pyrophosphate de [I'ADP-ribose dans les
macrodomaines (Hari R. Singh et al. 2017). De ce fait, le complexe est toujours sous forme
auto-inhibé, et cela, méme en présence de PAR. Il serait donc intéressant de voir si un tel
mutant pourrait avoir un impact sur la stabilité thermique du complexe CHD1L-Nter _Lobe2 +
CterFL.

4. Remarques sur le lobe 2 de la téte ATPase et sur |'activation de
CHD1L

Nous avons vu précédemment que le lobe 2 est nécessaire et suffisant a I'interaction avec le
macrodomaine dans le mécanisme d’auto-inhibition de CHD1L.

Le lobe 2 de la téte ATPase est également impliqué dans le mécanisme d’auto-inhibition des
remodeleurs de la famille ISWI. Le lobe 2 interagit avec AutoN (qui a une structure H4-like).
Cette interaction d’auto-inhibition est levée par la fixation au nucléosome. Le lobe 2 pourra
alors interagir avec la queue de I’histone H4 (servant d’amarrage). Ce mécanisme d’inhibition
est également visible pour CHD1 de levure, ou les chromodomaines viennent se replier sur la
téte ATPase. De méme, ce mécanisme d’inhibition est aboli par la liaison au nucléosome et un
mécanisme d’amarrage avec H4 est aussi visible.

Cependant pour CHDI1L, la présence du nucléosome n’a pas été montré comme suffisante
pour casser ce mécanisme d’auto-inhibition et activer le remodeleur. En effet, il semblerait
gue ce soit la liaison du PARP1+NAD+ (créant le PAR) ou du PARP1-PARylé, qui permet un
changement conformationnel du remodeleur et son activation (Lehmann et al. 2017) (Hari R.
Singh et al. 2017).

Ainsi, dans les deux papiers, les tests montrent que le complexe d’auto-inhibition est capable
de fixer et d’hydrolyser I’ATP, mais que le remodelage est uniquement possible en présence
de PAR ou PARP1-PARylé. lls ont également montré que le macrodomaine est essentiel au
remodelage de la chromatine.

De plus, la littérature n’a pas fait état d’expériences sur la liaison au nucléosome, mais
uniquement sur son remodelage. C'est pour cela que je me suis tout d’abord intéressée a cette
étape de fixation au nucléosome par CHD1L.
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5. Liaison au nucléosome

a. CHDLL Nter + CterFL

Pour ce test de fixation au nucléosome, j’ai utilisé le complexe impliqué dans le mécanisme
d’auto-inhibition, CHD1L Nter + CterFL, stabilisé avec I’AGS. Ce test a été fait en I'absence de
PAR.

Nous voyons, sur le gel de retardation, que le complexe CHD1L Nter+CterFL semble bien
capable de lier le nucléosome, mais également I’ADN 601 libre. Cette liaison n’est visible
gu’avec le second ratio, ou il y a environ 6 fois plus de CHD1L Nter+CterFL que de nucléosome.
Il serait utile de tester des ratios intermédiaires, afin de voir a quel moment le décalage de la
bande est visible. Le fait que ce shift ne soit pas visible avec un ratio 1:1 n’est pas tres
surprenant et est certainement lié a la difficulté d’estimer avec précision la quantité de
nucléosome formé lors de la réaction d’assemblage.

Ainsi, CHD1L Nter+CterFL/AGS est bien capable de lier le nucléosome mais semble
également lier 'ADN 601 libre.

Il est également possible que cette fixation soit principalement médiée par le macrodomaine,
impliquant un mode de fixation différent des autres remodeleurs. En effet, il a été montré que
le macrodomaine seul peut lier le nucléosome avec une affinité de 2 uM (Lehmann 2017) (ainsi
qgue I'ADN linker, mais mon échantillon de nucléosome n’en contient pas). Cependant il
n’existe pas de données, a ma connaissance, sur la fixation du macrodomaine de CHDI1L a
I’ADN libre. D’autres macrodomaines ont été trouvés comme pouvant lier I’ADN dans un
contexte de régulation de la transcription (W. Han, Li, et Fu 2011).

Il est peu probable qu’il y ait eu une dissociation du complexe CHD1L Nter+CterFL, car sur gel
SDS page les deux protéines sont toujours bien présentes. Cette hypothése reste tout de
méme envisageable car je n’ai pas vérifié le contenu de la bande de gel shift par spectrométrie
de masse.

Il est également peu probable que CHD1L soit activé in vitro sans la présence de PARP et NAD+.
En effet, dans les publications de Singh 2017 et de Lehmann2017, des essais de remodelage
(translocation de nucléosome) ont montré que le complexe d’auto-inhibition n’est pas
capable de remodeler en absence de PARP1 et de son cofacteur NAD+.

Au vu de nos résultats, nous proposons un modeéle selon lequel CHD1L Nter+Cter se fixe tout
d’abord en conformation inactive au nucléosome. Son activation se fait dans un second
temps grace a la fixation du PAR au macrodomaine. Cette fixation permet de lever son
mécanisme d’auto-inhibition et de libérer le macrodomaine entrainant ainsi I’activation de

CHDL1L. De ce fait, cette activation se ferait potentiellement post-fixation au nucléosome. Le
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remodelage peut ensuite étre effectué, le macrodomaine servant d'ancrage est nécessaire
pour coupler efficacement la translocation de I'ADN induite par I’hydrolyse I’ATPase et ainsi
la translocation des nucléosomes.

Mon modele ne coincide pas avec ce qui a été proposé précédemment (Lehmann et al. 2017).
Dans leur modele, la PAR permet tout d’abord I'activation du remodeleur, qui se fixe au
nucléosome dans un second temps. CHD1L est donc fixé sous sa forme active au nucléosome.

Les deux modeles sont plausibles, il est nécessaire de poursuivre les expériences afin de mieux
caractériser les mécanismes impliqués dans la fixation de CHD1L sur le nucléosome.

Ainsi, CHD1L semble étre différent des autres remodeleurs. En effet, comme nous |'avons vu
précédemment pour la plupart des remodeleurs la liaison au nucléosome semble induire
I’activation du remodeleur, ce qui ne semble pas étre le cas pour CHD1L ou la liaison de PAR
est nécessaire.

L'obtention de la structure de CHD1L Nter+CterFL lié¢ au nucléosome permettrait de
déterminer les positions et les conformations de la téte ATPase et du macrodomaine.
Au vu des faibles quantités de complexes utilisées (0.4 ug de nucléosome et 2.4 ug de CHD1L),
des approches de cryo-microscopie électronique devraient étre envisagées.

b. CHDIL Nter_Lobe2 + CterFL et spéculations

Il serait important d’effectuer cette expérience de retardation sur gel avec le complexe d’auto-
inhibition CHD1L Nter-Lobe2 + CterFL. Cependant cette derniére expérience n’a pas été
effectuée par manque de substrat nucléosomal et par manque de temps pour en re-préparer.

Pour les futures expériences, il faudrait tester I'activité de remodelage des deux complexes en
présence de PARP1+NAD+.

Si le complexe CHD1L Nter_Lobe2 + CterFL n’est pas capable de remodelage (ce qui serait
justifié car il semblerait surprenant qu’il puisse lier I’ATP), cela signifierait que le réle de
CHD1L dans le sauvetage du phénotype en poisson zébre est différent de celui de
remodeleur. Par conséquent cette activité ATP-indépendante de CHDIL serait la plus
importante pour le développement neuronal, mais aussi de fait pour la fonction générale
de CHD1L au sein de I’organisme.

De plus, si CHD1L Nter-Lobe2 + CterFL est tout de méme capable de se fixer au nucléosome,
cela signifierait que CHD1L Nter-Lobe2 + CterFL pourrait par exemple servir de plateforme de
signalisation pour recruter d’autres effecteurs protéiques. Cela signifierait que CHDIL
pourrait avoir des fonctions encore méconnues a ce jour.
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Il ne s’agit ici que d’'une spéculation. Cependant, il a été vu dans la littérature que les
macrodomaines peuvent jouer des roles dans la régulation transcriptionnelle. lls peuvent ainsi
avoir un réle dans I'activation de la transcription, en fonctionnant comme des co-activateurs
de facteurs de transcription spécifiques. De méme, la liaison d’'un macrodomaine au niveau
d’un promoteur, pourrait avoir un réle dans la répression transcriptionnelle (W. Han, Li, et Fu
2011).

Grace a la base de données STRING, qui permet d’étudier les interactions protéines/protéines,
j’ai vérifié si CHDI1L interagissait potentiellement avec des facteurs de transcription.
Cependant, les interactions de CHD1L, dans cette base de données, sont uniquement des
interactions en lien avec son role dans la réparation de I’ADN. Ce qui concorde avec son role
précoce dans la relaxation de ’ADN apres un dommage, mais pas dans ce rble de régulateur
hypothétique.

1. Mutations de CHDI1L disponibles dans la littérature

Dans la littérature, I'effet de plusieurs mutations (SNPs) impliquées dans le cancer et
notamment les HCC a été étudié. Il s’agit principalement de mutations du macrodomaine
R857E, R857Q, R860W/R842H et d’une mutation du lobe 2, D340Y (COSMIC Database
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) (Hari R. Singh et al. 2017) (Lehmann et al. 2017). Ces

mutations ont été montrées comme déstabilisant I'interaction entre la téte ATPase et le
macrodomaine, permettant un remodelage de la chromatine constant et ne nécessitant plus
I’activation du PAR. De plus, certaines de ces mutations du macrodomaine ont également été
montrées comme empéchant le recrutement de CHD1L au niveau du site de cassure de ’ADN.

La mutation que nous avons étudiée est une mutation ponctuelle a I’état homozygote dans
le géne de CHD1L qui est inconnue des bases de données d’individus sains. Cette mutation
n’est pas impliquée dans les cancers, mais dans des phénotypes neurodéveloppementaux
et se distingue donc des mutations déja étudiées. Il s’agit a notre connaissance de la
premiére mutation de CHDI1L impliquée dans des maladies neurodéveloppementales
humaines.
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2. Roble de la mutation R392H sur CHD1L et sur le mécanisme d’auto-
inhibition

J’ai donc montré que cette mutation R392H entraine une expression et/ou solubilité et/ou
stabilité réduite par rapport a la protéine CHD1L non mutée.

On observe aussi une diminution de I'interaction entre les domaines CterFL et Nter_Lobe2 du
fait de la mutation R392H. Ces deux domaines étant impliqués dans le mécanisme d’auto-
inhibition, la mutation R392H du lobe 2 peut donc altérer ce mécanisme, bien qu’elle
n’abolisse pas entiérement cette interaction.

Cette expérience faite en singlicate devra donc étre répétée, en y incluant plus de controle,
notamment GST-CHD1L-Lobe 2 +/- R392H seul.

Afin d’avoir une vision plus complete, il serait également important de muter la partie N-
terminale entiere, afin d’étudier I'impact de la mutation sur l'interaction entre CHD1L Nter
R392H et la partie CterFL.

Nous pourrions alors également entreprendre de nombreuses manipulations : fixation au
nucléosome, remodelage de la chromatine par essai de translocation, mais également essayer
de déterminer la structure de ce complexe de maniére identique a ce qui a été discuté
précédemment.

Ce mutant R392H semble donc avoir un effet partiel sur CHD1L qui est toujours
exprimé/soluble/stable mais de maniére réduite. Il en est de méme pour l'interaction
impliquée dans le mécanisme d’auto-inhibition, ou cette mutation tend a entrainer une
diminution de I'interaction.

Ces résultats concordent ainsi avec les résultats de collaboratrices qui in vivo chez le poisson
zébre observent une mutation hypomorphe.

3. Localisation de la mutation

Si nous considérons le modele MC proposé précédemment par (Lehmann et al. 2017) (Figure
90), nous voyons que notre mutation se situe, au niveau de |'interface d’interaction avec le
macrodomaine, a c6té du résidu E391. Notre résidu muté est ainsi une arginine basique qui
est mutée par une histidine également basique dans ce patch acide. Cependant ce modele
structural n’étant pas disponible, il est difficile d’en conclure quoi que ce soit d’autre.
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Je me suis donc intéressée a la position de I'arginine équivalent de CHD1L dans la structure de
scChd1 avec le nucléosome (Farnung et al. 2017) (PDB: 509G). La Figure 91, permet de
localiser cette arginine, qui correspond a I'arginine R525 de scChd1. Nous voyons que cette
derniere semble coordonner deux acides aspartiques (D510 et D527). De plus, D510 semble
étre impliqué dans la liaison directe avec la queue de I'histone H4 (R17). Il est a noter que la
chaine latérale de cette R17 de H4 n’est pas représentée. De plus, jai tenté de mesurer des
distances entre ces différents acides aminés, mais ces données ne sont pas réellement
exploitables car la résolution de la structure globale est de 4,8A, ce qui ne permet pas d’aller
a ce niveau de détail.

Ainsi, cette arginine R525 scChd1/R392 hCHD1L semble jouer un rdole important de
coordination au sein du lobe 2 et est probablement nécessaire au bon repliement de ce lobe
2.

ADN nucléosomal

R525 scChd1l
R392 hCHD1L

A

Figure 91 : Structure de scChd1 centrée sur le résidu R525 équivalent du résidu R392 de
hCHD1L

R17* pas de chaine latérale dans la structure car la résolution est trop faible

Réalisé avec Pymol

J'ai ensuite muté ce résidu en histidine dans coot, j’ai également reconstruit le résidu arginine
17 de H4. Il est alors possible que le résidu H525 ne puisse plus coordonner les résidus D510
et D527.

De plus dans certaines conformations, la chaine latérale de R17 de H4 semble étre trop proche
de H525, pouvant potentiellement entrainer un clash stérique et une déstabilisation de
I'interaction.
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Comme nous l'avons vu dans la partie introductive de ce chapitre, les maladies
neurodéveloppementales, telles que le trouble de spectre autistique, sont des maladies
d'étiologie complexe et multifactorielles. Elles peuvent générer plusieurs comorbidités telles
que la déficience intellectuelle, des anomalies congénitales, des malformations cranio-
faciales, des problemes gastro-intestinaux, des malformations cardiaques et plusieurs
caractéristiques anthropométriques, incluant la circonférence de la téte (micro- et
macrocéphalie).

Cette étude a permis de montrer pour la premiére fois que CHD1L est un acteur impliqué dans
les phénotypes neurodéveloppementaux associées a la région 1g21.1., impactant la taille de
I’encéphale et la stature. De plus, CHD1L semble étre le seul géne de cette région a avoir un
effet sur la taille.

Par ailleurs, d’autres membres de la famille CHD sont impliqués dans les phénotypes
neurodéveloppementaux.

CHD1 arécemment été associé aux troubles neurodéveloppementaux. Ces mutations, de novo
pour la plupart, ont été trouvées dans un ensemble de patients atteints d'autisme, d'apraxie
de la parole, de retard de développement et de dysmorphie faciale (Pilarowski et al. 2018).

Le complexe NuRD (contenant les protéine CHD3 ou CHD4) a également récemment été
impliqué dans les troubles neurodéveloppementaux associés a la macrocéphalie (Pierson et
al. 2019).

Pour finir, CHD8 a récemment été associé aux troubles du spectre autistique (O’Roak et al.
2012) (Bernier et al. 2014).

Ainsi cette famille semble étre un acteur majeur impliqué dans les troubles neuro-
développementaux. De ce fait, I’étude des CHD est essentielle afin de mieux comprendre
ces pathologies complexes.
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Conclusion

Au cours de ce travail de thése, j'ai étudié plusieurs effecteurs épigénétiques, qui participent
au remodelage de la chromatine, grace a des mécanismes ATP-dépendants.

Mon premier objectif a porté sur I'étude de I'’ensemble des interactions entre le variant d'his-
tone H2A.Z et ses chaperons spécifiques YL1 et ANP32E, qui interagissent physiquement et
fonctionnellement avec les remodeleurs p400/TIP60 et SRCAP.

Les précédents travaux collaboratifs de mon équipe ont permis de déterminer la structure
d’une petite partie de ces chaperons, leur domaine ZID, complexée a la paire d’histones va-
riante H2A.Z/H2B. La caractérisation biophysique de l'interaction entre YL1 et H2A.Z/H2B,
ainsi que celle de plusieurs mutants de H2A ont également été réalisées.

Ces travaux ont mis en lumiére la nécessité de continuer la caractérisation de ces chaperons
humains, notamment ANP32E, ainsi que I'importance de caractériser le modéle humain dans
la biologie de H2A.Z, du fait des différences observées selon les especes.

J'ai donc effectué la caractérisation biophysique de I'interaction entre ANP32E et H2A.Z/H2B.
Mes résultats ont permis de comparer ces deux chaperons-ZID et de caractériser leurs diffé-
rences de liaison a H2A.Z/H2B. Ainsi, la liaison d’YL1-ZID a H2A.Z/H2B semble dix fois plus forte
que celle d’ANP32E1-ZID, avec respectivement des Kpde 2.3 a 4,4 nM et de 18 a 30 nM (selon
les étiquettes et les méthodes utilisées). D’un point de vue thermodynamique, le mode d’in-
teraction parait identique avec une contribution enthalpique majoritaire. Ce résultat est en
accord avec les données structurales précédemment obtenues, ou YL1 interagit avec un mé-
canisme similaire mais plus largement avec la paire d’histones H2A.Z/H2B.

De plus, les études mutationnelles que j’ai réalisées suggérent que I'absence d’un résidu gly-
cine et le résidu T821 de H2A.Z sont essentiels a la reconnaissance et a la spécificité de ces
deux chaperons. Cependant, la spécificité d’ANP32E pour H2A.Z par rapport a H2A fait inter-
venir d’autres déterminants, qui ne sont pas nécessaires pour YL1, et qu’il reste a caractériser.
Ainsi, ces résultats nous donnent une premiére explication sur la facon dont ces deux
chaperons peuvent avoir des roles opposés, malgré leur mécanisme structural quasi similaire
pour la liaison avec H2A.Z/H2B.

J’ai également montré que le domaine LRR d’ANP32E pourrait jouer un role dans le processus
d’éviction d’ANP32E, renforc¢ant ainsi la différence avec YL1.

J’ai résolu la structure d’ANP32E LRR et ai montré que ce domaine, en plus de son réle
d’interaction dans le complexe de remodelage de la chromatine p400/TIP60 et de son
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potentiel role stabilisateur dans linteraction entre ANP32E-ZID et H2A.Z/H2B, pourrait
également avoir un réle dans I'interaction et le chaperonnage de H3/H4.

Afin d’avoir une vision d’ensemble de ces chaperons en condition nucléosomique, j’ai mis au
point la production, la purification et la reconstitution des nucléosomes canoniques et H2A.Z
variant. Ce développement du nucléosome servira a plusieurs autres projets de I'équipe.

J'ai ainsi pu voir qu’ANP32E-ZID ne peut pas se lier directement au nucléosome H2A.Z. Ce ré-
sultat montre l'importance de l'implication au préalable du complexe de remodelage
p400/Tip60. Des expériences sont encore nécessaires pour compléter ces résultats, notam-
ment avec le domaine LRR d’ANP32E et YL1.

Mes travaux ont permis de poser les bases d’'un modele d’éviction d’"H2A.Z/H2B par

ANP32E. Cependant, les connaissances sur I'implication des remodeleurs p400/Tip60 et
SRCAP dans les processus de dépot et d’éviction d’H2A.Z restent encore limitées et
nécessiteront de plus amples études.
Mon travail contribue donc a une meilleure compréhension de processus de régulation
épigénétiques fondamentaux, permettant d'aborder les aspects mécanistiques et
fonctionnels de la biologie d’'H2A.Z et a plus long terme pouvant servir a leur modulation
pharmacologique.

Mon second objectif a porté sur la caractérisation du facteur de remodelage de la chromatine
CHD1L, unique parmi les remodeleurs. Notre attention s’est portée sur ce remodeleur grace
aux travaux préliminaires de nos collaboratrices de I'’équipe du Dr. Christelle GOLZIO a
I'IGBMC. Leurs travaux ont montré, grace a des modélisations faites chez le poisson zebre leur
permettant de suivre plusieurs de traits anthropométriques et anomalies congénitales, que le
géne CHDIL est un contributeur majeur aux phénotypes neuro-anatomiques et
neurodéveloppementaux associés au CNV en position 1g21.1 incluant des atteintes au niveau
du volume cranien et de la stature.

Ma contribution a permis d’étendre ces travaux et a notamment conduit a la mise en lumiere
et la discrimination des différents isoformes, long et court, de CHD1L. L'isoforme court de
CHD1L ne possédant pas le lobe 1 de la téte ATPase, il n’est probablement pas capable de lier
et d’hydrolyser I’ATP et ne peut donc pas étre considéré comme un remodeleur bona fide.

Toutefois, nos collaboratrices ont montré que I'isoforme court de CHD1L, au méme titre que
I'isoforme long (CHD1L entier et fonctionnel), permet de sauver le phénotype chez le poisson
zébre. Cette découverte nous interroge sur les fonctions de CHD1L dans ces phénotypes et
suggere que la fonction ATPase n’est pas essentielle.

J'ai ensuite tenté de caractériser biochimiquement et structuralement ces deux isoformes de
CHD1L afin d’investiguer leurs différences au niveau moléculaire. Malheureusement, les
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résultats obtenus au cours de cette étude n’ont pas permis |'obtention d’information
structurale sur CHDI1L, notamment sur le macrodomaine qui est unique parmi les
remodeleurs. Mon étude a tout de méme permis de faire progresser la compréhension
biochimique de ce remodeleur.

D’autant plus que je me suis également intéressée au mécanisme d’auto-inhibition présent
chez CHD1L, entre sa téte ATPase et son macrodomaine, permettant d’inhiber sa fonction de
remodelage. Mes résultats soulignent que le lobe 2 de la téte ATPase est nécessaire et
suffisant a la mise en place du mécanisme d’auto-inhibition avec le macrodomaine.

Cette découverte nous a permis d’avoir une premiére idée mécanistique qui permettrait
d’expliguer comment les isoformes court et long de CHD1L peuvent avoir une fonction
identique. Ainsi, mes résultats sont en faveur d’une implication de l'interaction d’auto-
inhibition, dans le sauvetage du phénotype, sans cependant faire utilisation d’une activité
ATPase. Cela signifierait que CHD1L pourrait avoir des fonctions encore méconnues a ce jour.

Mes travaux mettent également en avant une fixation potentielle de CHD1L au nucléosome
sous sa forme auto-inhibée. CHD1L semble donc se distinguer des autres remodeleurs, pour
lesquels les mécanismes d’auto-inhibition sont levés par la reconnaissance au nucléosome. Il
est donc possible que CHD1L ait un mode de fixation différent.

Pour finir, I'’étude d’une mutation clinique provenant d’un patient avec de sévéres troubles
neurodéveloppementaux (troubles du spectre autistique) est également en faveur du role de
CHD1L dans les phénotypes neurodéveloppementaux.

J'ai ainsi étudié I'impact de la mutation sur les isoformes long et court de CHD1L, ainsi que sur
le potentiel mécanisme d’auto-inhibition. Mes résultats montrent un effet partiel de cette
mutation sur les protéines, avec un complexe impliqué dans le mécanimse d’auto-inhibition
dont la formation semble affaiblie. Mes résultats concordent avec ceux de nos collaboratrices,
suggérant une mutation hypomorphe.

Nos résultats collaboratifs permettent donc de confirmer que CHD1L est bien un acteur
majeur associé aux phénotypes neurodéveloppementaux de la région 1g21.1 distale. De plus,
mes résultats soulignent le caractere unique du remodeleur CHD1L tant en composition, qu’en
mécanisme d’action. L’obtention d’informations structurales, aspect sur lequel mon équipe
continuera a travailler, devrait permettre de révéler les mécanismes moléculaires de CHD1L.
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Annexes

Annexe 1 : Posters réalisés au cours de la these
Le premier poster résume rapidement les expériences réalisées sur mon premier sujet de
thése sur le récepteur nucléaire HNF4a.

Le deuxieme poster présente une partie des résultats sur le variant d’histone H2A.Z et ses
chaperons YL1 et ANP32E.

Les deux posters sont visibles sur les pages suivantes.
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Introduction
) histone variant {12A.7Z va t has two chaperones 1 'and ANFS \
Epigenetic effectors, like histone variants, and chaperones H2AZ nucleosome We identified and analyzed the mode of action of two H2A.Z

to regulate t and nuclear processes.
H2A.Z is a histone variant of canonical H2A, that replaces H2A in
nucleosome formation. H2A.Z has unique and important functions
as depicted in Figure 1.

Tanscrigtion

P rsaion

ONArepsi

sctaalidmsnt

Figure 1: f H2A.. ing and
overview of H2A.Z biology. Adapted from (1] and [2].

Several studies have highlighted the implication of H2A.Z in

chaperones: YL1 and ANP32E [5,6]. YL1 deposits the H2A.Z/H2B
histone variant pair in the nucleosome, whereas ANP32E removes
it from the nucleosome (Figure 2 top).

Our work showed that sub-domains (H2A.Z-Interacting Domains;
ZID) of YL1 and ANP32E similarly recognize H2A.Z despite their
opposite functional roles (Figure 2 middle).

(n:% Deposixion\ﬂ/ Eviction “
4

Therefore, it is essential to understand precisely how the different
domains of these chaperones are involved in H2A/H2A.Z
exchange. | focused on ANP32E Leucine-Rich Repeat (LRR)
(Figure 2 bottom).

Qur goal is to decipher the mode of action of both chaperones to
propose an exchange model of H2A by H2A.Z onto the chromatin,
to be able to tackle its pharmacological modulation.

bjectives:
. Characterize the interactions between ANP32E-ZID or YL1-
ZID with H2A Z/H2B histone variant pair.

8

Figure 2 : (Top) Scheme of H2A.Z deposition and eviction by YL1 and ANP32E.
(Middle) Structure of YL1-ZID and ANP32E-ZID with H2A.Z/H28 histone pair

cancer, notably in carcinoma, and (Bottom) Organization of chaperones YL1 and ANP32E. 2. Understand the role of ANP32E LRR in the eviction process.
breast cancer [3,4]. Thus H2A Z represents a pharmacologically ZID: H2A.Z interacting domain, LRR: Leucine-Rich Repeat 3. Cf izethe of both with H2A.Z
attractive target. )
variant nucleosome.
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Conclusion : \
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Annexe 2 : Réactifs utilisés en routine au laboratoire

Souches bactériennes

Souche

Utilisation

Genotype

DH5a

Clonage

F ®80/aczAM15

A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl
hsdR17(rc, mi*)

phoA supE44

thi-1 gyrA96 relA1 N

Top10 one shot Clonage

F- mcrA A mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/lacZAM15
A lacX74 recAl araD139 A( araleu)7697 galU
galK rpsL(StrR) endAl

nupG

BL21 (DE3) Expression

F-ompT hsdS (r 'm ")
gal dcm (DE3)

BL21 (DE3) pRARE2 | Expression

F ompT hsdSg(rs” ms’)
gal dem pRARE2 (Cam®)

ArcticExpress Expression

E.coliBF ompT hsdS(r_ m ™) dem™ Tet" gal endA Hte [cpn10
cpn60 Gent']

Milieux de cultures

Milieu LB
5g/L NaCl
10g/L tryptone

5g/L extrait de levure

Milieu LB agar:

Milieu LB supplémenté de 15g/L d’agar

Milieu 2xLB

Milieu LB doublement supplémenté

Milieu TB

12 g/L tryptone 12 g/L
24 g/L extrait de levure

5 g/L glycérol

89 mM tampon phosphate KH2PO4/K2HPO4
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- Milieu Graffinity® (développé par la société Graffinity Pharmaceuticals GmbH) Ce milieu
se décompose en deux milieu le premier permettant la croissance cellulaire et le second

permettant I'induction

Milieu A :

Milieu B

2xLB
0.5% Glucose
+ antibiotique adéquat

2xLB
0.6% Lactose
20 mM Hepes pH 7

- Milieu d’auto-induction TB (FORMEDIUM AUTOINDUCTION MEDIA TB BASE

INCLUDING TRACE ELEMENTS »)
12g/L Tryptone
24g/L Extrait de levure

3,3 g/L Sulfate d'ammonium (NH4)2504
6,8g/L Phosphate de monopotassium KH2P0O4
7,1 g/L Hydrogénophosphate de sodium Na2HPO4

0,5 g/L Glucose
2 g/L Lactose

? g/L Sulfate de magnésium MgS04

0,003 g/L oligoélément
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Annexe 3 : Tableau des données cristallographiques d’ANP32E-LRR

Echantillon
Traitement

Affinement

Validation

Protéine
Résolution (A)
Groupe d’espace

Parametres de maille

Réflexions totales
Réflexions uniques
R-merge
R-meas
R-pim
CCi2
cc*
Redondance
Complétude (%)
l/o
Résolution (A)
Réflexions utilisées
Wilson B (A?)
Réflections utilisées pour R-
free
R-work (%)
R-free (%)
CC(work)
CC(free)
Atomes
Macromolécules
Solvant
Résidus de protéine
RMSD
Bonds lengths (A)
Bond angles (°)
Ramachandran favored (%)
Ramachandran allowed (%)
Ramachandran outliers (%)
Rotamer outliers (%)
Clashscore
Average B-factor (A?)

ANP32E-LRR

25.4 - 1.244 (1.288 - 1.244)
P1

29.678 32.731 40.735 88.948
73.851 66.887

120090 (8885)

35138 (3102)

0.05168 (0.3119)

0.06129 (0.3852)

0.03257 (0.2217)

0.997 (0.929)

0.999 (0.982)

3.4 (2.9)
92.82 (81.55)
13.36 (2.99)

35122 (3102)
11.30

1999 (176

)
15,26 (22,32)
17,67 (25,77)
0.972 (0.938)
0.956 (0.831)

1251
210
153

0.009
1,29
94.70
5.30
0.00
0.00
1.58
16.79
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Annexe 4 : Procédure d’assemblage NEB du nucléosome a petite échelle

Source : https://www.nebiolabs.com.au/protocols/2012/06/02/dilution-assembly-protocol-
e5350

Dilution Assembly Protocol (E5350)

Introduction

Reactions can be scaled up or down depending on the final nucleosome requirement. Methods for 50
pmol and 25 pmol are presented. If the scale is adjusted, it is important to also adjust 5 M NaCl
addition such that the starting concentration in the reaction is 2 M NaCl. With sequential dilutions
and incubation, the salt concentration is lowered to 0.25 M NaCl, allowing the octamer to bind the
DNA and form the nucleosome core particle.

Materials Required but not Supplied

5 M NacCl

Dilution Buffer: 10 mM Tris, pH 8.0

6% Polyacrylamide gel with gel apparatus and gel buffer (ex: Invitrogen 6% DNA retardation gel)
100% Glycerol

TriDye™ 100 bp DNA Ladder (NEB# N3271)

1X TBE

Protocol

For 50 pmol
This reaction, as described, can yield a maximum of 50 pmol nucleosome in 160 pl (0.3 pmol/ul; 0.3
UM nucleosome; 33.7 ug/ml protein).
1. Place 200 pl of Dilution buffer (10 mM Tris, pH 8.0) per reaction at room tem-
perature.
2. Prepare the Reaction Assembly Mix on ice in the following order (for user-sup-
plied substrate, suggested ratios have been included):

For Optimizing User-supplied

DNA Substrate

Control 05to1 1to1 1.5t0 1

DNA Only Octamer Octamer Octamer

(50 pmol) to DNA to DNA to DNA
Water 1wl Oto4.5ul 0to7ul Oto 1.5l
5M Na(Cl 4 ul 6 ul 4 ul 2 ul
DNA 5wl (10 pM) 50 pmol 50 pmol 50 pmol
20 uM Dimer Sul 2.5 ul Sul 7.5 ul
10 uM Tetramer S5ul 2.5ul S5ul 7.5 ul
Total 20 pul 20 pl 20 ul 20 ul
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The Dimer and Tetramer are supplied in 2 M NaCl.

Incubate reactions at room temperature for 30 minutes.

5. Add 7 ul room temperature dilution buffer to each reaction. This brings
the reactions to 1.48 M NaCl, 27 ul total volume. Incubate at room tem-
perature for 30 minutes.

6. Add 13 pul room temperature Dilution Buffer to each reaction. This brings
the reactions to 1.0 M NaCl, 40 ul total volume. Incubate at room tempe-
rature for 30 minutes.

7. Add 27 ul room temperature Dilution Buffer to each reaction. This brings
the reactions to 0.6 M NaCl, 67 ul total volume. Incubate at room tempe-
rature for 30 minutes.

8. Add 93 ul room temperature Dilution Buffer to each reaction. This brings
the reactions to 0.25 M NaCl, 160 pul total volume. Incubate at room tem-
perature for 30 minutes.

9. Store samples at 4°C.

10. Use gel shift assay to analyze samples.

B

For 25 pmol
This reaction can yield a maximum of 25 pmol nucleosome in 80 pl (0.3 pmol/ul; 0.3 uM nu-
cleosome; 33.7 ug/ml protein).
11. Place 100 pl of Dilution Buffer per reaction at room temperature.
12. Prepare the Reaction Assembly Mix on ice in the following order (for
user-supplied substrate, suggested ratios have been included):

For Optimizing User-supplied

DNA Substrate

Control 05t01 1to1l 1.5t0 1

DNA Only Octamer Octamer Octamer

(25 pmol) to DNA to DNA to DNA
Water 0.5 ul Oto4.5ul 0to7pl Oto 1.5l
5M Na(Cl 2 ul 3ul 2 ul 1 ul
DNA 2.5 ul (10 uM) 25 pmol 25 pmol 25 pmol
20 uM Dimer 2.5 ul 1.25 ul 2.5 ul 3.75ul
10 uM Tetramer 25 u 1.25 ul 2.5 ul 3.75 ul
Total 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl

13. The Dimer and Tetramer are supplied in 2 M NaCl.
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14.
15.

16.

17.

18.

19.
20.

Incubate reactions at room temperature for 30 minutes.

Add 3.5 pl room temperature dilution buffer to each reaction. This brings
the reactions to 1.48 M NaCl, 13.5 ul total volume. Incubate at room
temperature for 30 minutes.

Add 6.5 pl room temperature Dilution Buffer to each reaction. This
brings the reactions to 1.0 M NaCl, 20 pl total volume. Incubate at room
temperature for 30 minutes.

Add 13.5 pl room temperature Dilution Buffer to each reaction. This
brings the reactions to 0.6 M NaCl, 33.5 pl total volume. Incubate at
room temperature for 30 minutes.

Add 46.5 pl room temperature Dilution Buffer to each reaction. This
brings the reactions to 0.25 M NaCl, 80 pl total volume. Incubate at room
temperature for 30 minutes.

Store samples at 4°C.

Use gel shift assay to analyze samples.
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Résumé

La modulation de la structure de la chromatine régit 'accés a I’ADN. Elle régule ainsi les mécanismes nu-
cléaires avec des conséquences directes sur la santé. Les effecteurs épigénétiques tels que les variants
d’histone, chaperons d’histone et remodeleurs contribuent a cette modulation. Toutefois, de nombreuses
guestions subsistent sur la maniere dont ces acteurs régulent les processus cellulaires.

Au cours de ma thése, j'ai ainsi étudié plusieurs de ces effecteurs épigénétiques :

(1) L'interaction entre le variant d'histone H2A.Z et ses chaperons YL1 et ANP32E, interagissant avec les
remodeleurs p400/TIP60 et SRCAP.

(2) Les isoformes et le mécanisme d’auto-inhibition de CHD1L, remodeleur impliqué dans des troubles
neuro-développementaux.

Mes travaux ont permis de mieux comprendre I'action de YL1 et ANP32E et apportent de nouvelles carac-
téristiques fonctionnelles et structurales pour ANP32E. Ainsi, nous proposons un modeéle d'éviction de
H2A.Z/H2B par ANP32E.

Mes résultats ont également permis de caractériser deux isoformes de CHD1L, associées aux réarrange-
ments chromosomiques de la région 1g21.1. et aux phénotypes neuro-développementaux.

L’ensemble de ces travaux permet une meilleure compréhension des processus de régulation épigénétique,
ouvrant la voie au développement de thérapies ciblant ces effecteurs.

Mots clés : épigénétique, remodeleur, variant d'histone H2A.Z, chaperons d'histone, CHD1L, troubles
neuro-développementaux.

Summary

Modulation of chromatin structure regulates access to the genetic information, thereby regulating all nu-
clear processes with direct implications in health and disease. Epigenetic effectors such as histone variants,
histone chaperones, and ATP-dependent chromatin remodelers are major contributors to this modulation.
However, many questions remain on how the physical and functional interplays between epigenetic actors
regulate cellular processes.

During my Ph.D., | studied several of these epigenetic players:

(1) the interaction between histone variant H2A.Z and its specific chaperones YL1 and ANP32E, which in-
teract with the chromatin remodelers p400/TIP60 and SRCAP.

(2) the isoforms and auto-inhibitory mechanism of the remodeler CHD1L, involved in neurodevelopmental
diseases.

My results enlarge our knowledge on H2A.Z specific chaperones, YL1 and ANP32E. and provide new func-
tional and structural features for ANP32E. Thus, we propose an eviction model of H2A.Z/H2B by ANP32E.
My work also provided new biochemical data on the characterization of two CHD1L isoforms, associated
with chromosomal rearrangements of the 1g21.1 region and neurodevelopmental phenotypes.

This work contributes to a better understanding of epigenetic regulation processes, paving the way for the
development of therapies targeting these effectors.

Key words: epigenetics, ATP-dependent chromatin remodelers, histone variant H2A.Z, histone chaper-
ones, CHD1L, neurodevelopmental disorders
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