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Résumé 
 

 TRIP12 est une E3 ubiquitine ligase nucléaire de type HECT qui est surexprimée dans de 

nombreux cancers. TRIP12 est impliquée dans plusieurs fonctions nucléaires via son domaine 

catalytique HECT. En effet, elle joue un rôle dans la carcinogénèse pancréatique en contrôlant la 

stabilité de PTF1a, un facteur de transcription essentiel pour l’homéostasie pancréatique. TRIP12 

régule les complexes de remodelage de la chromatine SWI/SNF et PRC1 en induisant 

respectivement la dégradation de BAF57 et ASXL1. De plus, TRIP12 est impliquée dans les 

mécanismes de réparation des dommages à l’ADN en ciblant RNF168 et (par)PARP1. Récemment, 

nous avons identifié dans l’extrémité N-terminale de TRIP12, une région intrinsèquement 

désordonnée (IDR) qui lui permet d’interagir avec la chromatine. Les conséquences d’une 

surexpression de TRIP12 observée dans les cancers sur l’homéostasie de la chromatine et 

l’implication de son IDR dans ce processus sont méconnues.  

Ainsi, les objectifs de ma thèse étaient de caractériser le rôle de TRIP12 dans l’organisation 

de la chromatine et déterminer les conséquences de l’interaction TRIP12/chromatine sur des 

processus nucléaires tels que la réponse aux dommages à l’ADN.  

Pour cela, j’ai établi le proxisome de TRIP12. J’ai identifié 327 protéines statistiquement 

enrichies à proximité de TRIP12 dont des substrats déjà connus tels que ASXL1 et BAF57. Via des 

analyses de réseaux protéiques, j’ai constaté que les partenaires de TRIP12 sont majoritairement 

impliqués dans l’organisation de la chromatine et les modifications des histones suggérant un rôle 

de TRIP12 dans ces fonctions. Par des approches de microscopie à haute résolution, j’ai démontré 

que la surexpression de TRIP12 modifie l’organisation de la chromatine en formant de condensats 

d’hétérochromatine grâce à son domaine IDR et indépendamment de son activité catalytique. Ces 

condensats sont dynamiques, réversibles et sont contrôlés par une séparation de phase de type 

polymère-polymère. En parallèle, j’ai étudié les conséquences fonctionnelles de ces condensats de 

chromatine sur, entre autre, l’accessibilité du génome et les mécanismes de réparation de l’ADN. 

J’ai mis en évidence une importante diminution de l’accessibilité globale du génome suite à la 

surexpression de l’IDR de TRIP12. Par ailleurs, il est connu que le niveau de compaction affecte 

l’efficacité de mécanismes de réparation de l’ADN. J’ai observé une diminution drastique de la 

formation des foyers MDC1 après irradiation dans des cellules surexprimant TRIP12 et ce 

indépendamment de son activité catalytique. Cette inhibition affecte les effecteurs en aval de 

MDC1 tels que les protéines 53BP1 et BRCA1 en empêchant également la formation de foyers. 

L’ensemble de mes résultats révèle ainsi un nouveau rôle dynamique de TRIP12 dans 

l’homéostasie de la chromatine en induisant la formation de condensats. Le domaine IDR de 

TRIP12 est responsable de la formation de ces condensats. Ces derniers altèrent des processus 

biologiques majeurs tel que la réparation des dommages à l’ADN. La surexpression de TRIP12 

pourrait drastiquement modifier l’organisation et l’expression du génome de cellules cancéreuses 

ainsi qu’augmenter leur sensibilité aux chimiothérapies. 
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Abstract 
 

TRIP12 is a nuclear HECT-type E3 ubiquitin ligase that is overexpressed in numerous 

cancers. TRIP12 is involved in several nuclear functions via its catalytic domain HECT. Indeed, 

TRIP12 is implicated in pancreatic carcinogenesis by controlling the stability of PTF1a, an 

essential transcription factor for pancreatic homeostasis. TRIP12 regulates the chromatin 

remodeling complexes SWI/SNF and PRC1 by inducing the degradation of BAF57 and ASXL1, 

respectively. It is also involved in DNA damage repair by targeting RNF168 and parPARP1. 

Recently, we identified in the N-terminal extremity of TRIP12 an intrinsically disordered region 

(IDR) that is responsible for TRIP12 interaction with the chromatin. However, the consequences 

of TRIP12 overexpression observed in cancers on chromatin homeostasis and the involvement of 

its IDR in this process remain largely unknown. 

 

Thus, my PhD objectives were to characterize TRIP12 role on chromatin organization and 

to determine the consequences of TRIP12/chromatin interaction on nuclear processes such as 

DNA damage repair. 

 

To this aim, I established TRIP12 proxisome in which I identified 327 statistically enriched 

proteins, among them, already known substrates such ASXL1 or BAF57. Functional network 

analysis revealed that TRIP12 partners are massively involved in chromatin organization and 

histone modifications which are in favor of a TRIP12 role on these functions. Using high-resolution 

microscopy, I demonstrated that TRIP12 overexpression modifies chromatin organization by 

inducing heterochromatin condensates through its IDR and independently of its catalytic activity. 

These condensates are dynamic, reversible and governed by polymer-polymer phase separation. 

In parallel, I measured the functional consequences of TRIP12 induced-chromatin condensates on 

biological processes such as genome accessibility and DNA damage response. I highlighted an 

important decrease in genome accessibility after TRIP12 overexpression. Besides, it is well known 

that chromatin compaction is an important parameter in DNA damage repair efficacy. 

Interestingly, I observed a drastic inhibition of MDC1 foci formation in TRIP12-transfected cells 

and this independently of its catalytic activity. This inhibition affects downstream effectors of 

MDC1 such as 53BP1 and BRCA1 by inhibiting their foci formation.  

Altogether, my results reveal a new dynamic role of TRIP12 on chromatin homeostasis by 

inducing chromatin condensates. TRIP12 IDR is responsible of this chromatin condensates 

formation. Such condensates alter major biological processes such as DNA damage repair. 

Therefore, TRIP12 overexpression could dramatically modify the genome 

organization/expression of cancer cells and sensitize them to DNA damage-inducing 

chemotherapies. 
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Partie 1 : L’organisation de la chromatine 

 
 L’ADN est une macromolécule qui constitue la base de l’information génétique. Environ 

deux mètres d’ADN sont contenus dans le noyau de nos cellules qui mesure une dizaine de 

micromètres. Pour s’y organiser, l’ADN s’associe à des protéines pour former la chromatine. De 

remarquables mécanismes de compaction et d’organisation spatiale sont nécessaires pour 

contenir l’ADN dans les noyaux et en maintenir son intégrité.  

 

I. De l’ADN aux territoires chromosomiques 

 

a. L’unité de base de l’organisation de la chromatine : les nucléosomes 

 

 Chez tous les Eucaryotes, l’ADN s’enroule autour d’octamères de petites protéines 

appelées histones pour former les nucléosomes. Ils représentent l’unité de base de l’organisation 

de la chromatine.  

 Les octamères d’histones canoniques sont composés de deux copies des quatre histones : 

H2A, H2B, H3 et H4. Elles sont composées d’un domaine globulaire dans leur partie C-terminale, 

l’« histone fold » et d’une région intrinsèquement désordonnée dans leur partie N-terminale, la 

queue. Les histones s’agencent entre elles pour former le cœur (ou core) du nucléosome. Les deux 

paires de H3/H4 se tétramérisent et sont flanquées par deux dimères de H2A/H2B. L’ensemble 

constitue un octamère d’histones. Autour d’un octamère s’enroulent environ 146 paires de bases 

(pb) d’ADN pour former un nucléosome1,2. Il existe également l’histone H1, ou « histone linker », 

capable d’interagir avec le nucléosome pour former le chromatosome (Figure 1). Elle interagit 

également avec l’ADN situé entre les nucléosomes (ADN linker) et participe à la stabilisation du 

nucléosome3. 

 L’enchainement des nucléosomes forme une fibre de chromatine de 11 nm en « collier de 

perle » et représente le premier niveau d’organisation de la chromatine. Grâce à l’histone H1, ces 

filaments s’empilent et forment une nouvelle fibre de forme solénoïde de 30 nm de diamètre 

(Figure 1). 

 

Figure 1 : Représentation schématique d'un chromatosome et d’une fibre de chromatine. 

ADN

≈ 2 nm

Fibre de chromatine 

(collier de perle)

≈ 11 nm

Fibre solénoïde

≈ 30 nm
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b. Les modifications épigénétiques et variants d’histones 

 

 La chromatine est une structure dynamique. Ses différents niveaux de compaction et 

d’organisation sont finement contrôlés par de nombreux mécanismes. En effet, les histones et 

l’ADN sont modifiés de façon réversible, héritable au cours des divisions cellulaires, et sans 

altération de la séquence de l’ADN par l’ajout de groupements chimiques : on parle de 

modifications épigénétiques.  

i. Les modifications épigénétiques 

 

  La méthylation de l’ADN 

 Les bases nucléiques qui composent l’ADN peuvent être modifiées par méthylation. A ce 

jour, deux types de méthylation de l’ADN ont été identifiés chez les Eucaryotes : la 5-

méthylcytosine (5mC), et la N4-méthylcytosine (4mC). Cette modification est associée à la 

répression transcriptionnelle. 

  Les modifications post-traductionnelles des histones 

 Les histones subissent une pléiotropie de modifications post-traductionnelles (PTM pour 

Post-Translational Modifications). Ces marques sont apposées par des protéines spécifiques, les 

« writers », elles se retrouvent principalement au niveau de la queue des histones et dans une 

moindre mesure au niveau de leur domaine globulaire. Les principales sont la phosphorylation, 

l’acétylation, la méthylation et l’ubiquitination (Figure 1)4. Ces modifications peuvent conduire, 

de par leur nature biochimique, à la déstabilisation de l’interaction entre l’ADN et les histones 

entrainant une modification de l’état de compaction de la chromatine5. Par exemple, l’acétylation 

de l’histone H4 sur la lysine K16 (H4K16) déstabilise le nucléosome et favorise la décompaction 

de la chromatine6. Elles peuvent aussi servir de plateforme de recrutement pour des protéines 

« readers » qui assurent l’accumulation de protéines effectrices. En effet, en présence de cassures 

de l’ADN, la phosphorylation de l’histone H2A.X sur la sérine S139 (γH2AX) est reconnue par la 

protéine Mediator of DNA Checkpoint 1 (MDC1) et permet le bon déroulement des mécanismes 

de réparation (cf Chapitre 1 Partie 1.II.c). Les protéines « readers » sont capables de reconnaitre 

ces PTM grâce à des domaines protéiques spécifiques tels que les bromodomaines, les 

chromodomaines et les répétitions BRCT. 

 

Figure 2 : Représentation schématique des modifications post-traductionnelles de la queue N-terminale des histones 
(Adaptée de Millan-Zambrano et al.). 
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 L’ensemble de ces modifications sont dynamiques, réversibles et peuvent être retirées par 

des protéines « erasers ». Les PTM des histones sont impliquées dans l’homéostasie de la 

chromatine et de par conséquent de nombreuses altérations sont retrouvées dans ses protéines 

lors de pathologies telles que les cancers.  

ii. Les variants d’histones 

 

 En plus des PTM, il existe des variants d’histones distincts des histones canoniques. 

Contrairement aux histones canoniques, les gènes codant pour ces variants ne sont pas regroupés 

en « clusters », ils sont exprimés pendant tout le cycle cellulaire et possèdent une structure 

génique composée d’exons et d’introns. Leur incorporation aux nucléosomes a un impact sur les 

propriétés intrinsèques de la chromatine en modifiant sa compaction et/ou sa dynamique. Elle 

permet également le recrutement de protéines propres à chaque variant conférant des propriétés 

et fonctionnelles spécifiques7. Certains variants sont répartis uniformément sur tout le génome et 

présents dans tous les tissus tandis que d’autres sont retrouvés uniquement sur des régions 

génomiques précises et sont tissus-spécifiques. Par exemple, l’incorporation du variant d’histone 

H3, CENP-A (Centromeric Protein A) via HJURP (Holliday Junction Recognition Protein), est 

déterminante pour définir les régions centromériques. CENP-A interagit avec le kinétochore et est 

essentiel pour assurer une bonne ségrégation des chromosomes en mitose8. Ces rôles en font un 

acteur du maintien de l’intégrité du génome. Le variant d’histone H2A.Z , quant à lui, a un rôle 

ambivalent. Il est à la fois impliqué dans l’activation de la transcription9 et dans l’établissement 

d’hétérochromatine en augmentant les interactions entre le nucléosomes et l’hétérochromatine 

protéine 1a (HP1α)10. De par leur importance dans le maintien de l’intégrité du génome, les 

dérégulations de l’expression et de l’incorporation de ces variants d’histones sont communément 

retrouvées dans les cancers et les troubles développementaux7. 

 L’ensemble de ces modifications définit l’état de compaction de la chromatine. Elle peut 

être sous forme d’euchromatine décondensée ou sous forme d’hétérochromatine compactée. Ces 

différents états de compaction sont observables en microscopie électronique à transmission sur 

des noyaux interphasiques (Figure 2)11,12.  

 

Figure 3 : Photo d'un noyau d'une cellule humaine prise en microscopie électronique à transmission                           

(Source : Yale university). 

c. L’euchromatine  

 

 L’euchromatine est caractérisée par un faible état de compaction et elle apparait peu 

dense aux électrons en microscopie électronique à transmission (Figure 2). Au sein du noyau, 

l’euchromatine est localisée en position centrale et est exclue des régions périnucléaires et 

Hétérochromatine constitutive périnucléaire

Hétérochromatine constitutive périnucléolaire

Hétérochromatine facultative

Euchromatine

N

N : Nucléole

N
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périnucléolaires. L’euchromatine est également caractérisée par un espacement plus important 

entre les nucléosomes entrainant une plus grande accessibilité aux différents facteurs se fixant 

sur l’ADN tels que la machinerie transcriptionnelle. L’euchromatine est enrichie en gènes 

transcriptionnellement actifs et en éléments régulateurs tels que les promoteurs et « enhancers ». 

L’euchromatine est également associée à des modifications post-traductionnelles et des variants 

d’histones spécifiques qui sont résumés dans le Tableau 1. L’établissement et la maintenance de 

l’euchromatine sont assurés par de nombreux complexes protéiques. Les histones sont 

incorporées à l’ADN grâce à différentes chaperonnes d’histones de façon indépendante ou 

dépendante de la réplication de l’ADN. La restructuration des nucléosomes sur l’ADN (éviction, 

glissement, échange) est, elle, assurée par des complexes de remodelage de la chromatine 13 

(Tableau 1). 

 

 

 Euchromatine 
Hétérochromatine 

constitutive 

Hétérochromatine 

facultative 

Statut Accessible Non-accessible Accessibilité variable 

Position dans 

le noyau 
Centrale  

Périnucléaire 

Périnucléolaire 

Centrale 

Corpuscule de Barr 

Séquences 

présentes 

Promoteurs 

Eléments régulateurs 

Gènes actifs 

Télomériques 

Péricentromériques 

ADN satellites 

Eléments transposables 

Gènes impliqués dans la 

différenciation cellulaire et le 

développement  

Chromosome X chez les 

femelles 

Marques 

épigénétiques 

associées 

H3K4me3  

H3K27ac  

H3K26me 

H3K9ac  

H3K9me2/3 

H4K20me3 

ADN 5mC 

H2AK119Ub 

H3K27me3 

H3K9me3 

ADN 5mC 

Variants 

d’histones 
H2A.Z, H3.3 CENP-A macroH2A 

Protéines et 

complexes 

associés 

Asf1, CAF-1, HIRA, 

NAP1, FACT 

Ga9, Suv39H1/2, HP1, 

KAP1, HJURP 

Complexes répresseurs 

Polycomb 1 et 2 

Complexe de 

remodelage 

SWI/SNF, ISWI, CHD, 

INO80 

NuRD 

NoRC 

ISWI 

SWI/SNF 

- 

Tableau 1 : Principales caractéristiques de l'euchromatine, l'hétérochromatine constitutive et facultative. 

d. L’hétérochromatine 

 

i. Les caractéristiques principales 

 

 Le terme hétérochromatine a été défini pour la première fois en 1928 par le généticien 

allemand E. Heitz11 comme des régions chromosomiques qui ne se décondensent pas après la 
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mitose. Par opposition à l’euchromatine, l’hétérochromatine présente un fort niveau de 

compaction et est dense aux électrons en microscopie électronique à transmission (Figure 2). 

Dans des cellules humaines, elle est préférentiellement située en périphérie nucléaire et 

nucléolaire. En fonction des organismes et du stade de développement, l’hétérochromatine 

représente entre 25% et 90% du génome. Elle est retrouvée à proximité des centromères, des 

télomères et sur certaines régions chromosomiques enrichies en séquences répétées. Due à son 

niveau de compaction élevé, l’hétérochromatine est moins accessible à la machinerie 

transcriptionnelle. Bien que longtemps perçue comme « moins intéressante » que l’euchromatine 

en raison de sa faible densité en gènes transcrits, l’hétérochromatine est aujourd’hui considérée 

comme primordiale dans le maintien de l’intégrité du génome, le développement et la 

différenciation cellulaire14. L’hétérochromatine se divise en deux catégories aux caractéristiques 

différentes, l’hétérochromatine constitutive (HCc) et l’hétérochromatine facultative (HCf). 

  

Figure 4 : Représentation schématique de la répartition de l'hétérochromatine. 

ii. L’hétérochromatine constitutive (HCc) 

 

 L’hétérochromatine constitutive est appauvrie en gènes transcrits mais enrichie en 

séquences répétées qui se concentrent principalement au niveau des régions télomériques et 

péricentromériques. Les séquences répétées regroupent les ADN satellites et les éléments 

transposables (Figure 3). La famille des ADN satellites regroupe des répétitions courtes en 

tandem de quelques nucléotides à plus d’une centaine, qui s’étalent sur plusieurs mégabases. Par 

exemple, les régions télomériques sont composées de répétitions en tandem de la séquence 

TTAGGG qui permet de protéger les extrémités des chromosomes. Les éléments transposables 

sont des séquences répétées mobiles, vestiges de génomes viraux, pouvant se 

transposer/propager dans le génome. La majorité d’entre eux est inactive (non mobiles) et 

fragmentée (Figure 3)14. Les régions d’hétérochromatine constitutive sont conservées entre les 

différents types cellulaires.  

  La formation de l’hétérochromatine constitutive 

 La formation des domaines d’hétérochromatine se réalise en trois étapes : l’initiation, la 

propagation et la maintenance. Chez la levure Saccharomyces pombe et chez les plantes, des ARN 

non-codants transcrits à partir de séquences répétées sont à l’initiation de l’hétérochromatine. Ils 

sont par la suite maturés en petits ARN interférents et permettent le recrutement des 

méthyltransférases (Ga9 et SUV39H1/2 chez les humains) à l’origine de la triméthylation de 

l’histone 3 sur la lysine K9 (H3K9me3), marque caractéristique de l’hétérochromatine15. 

Cependant, chez les mammifères, le mécanisme d’initiation de l’hétérochromatine n’est à ce jour 

pas clairement caractérisé. A noter que des prérequis sont nécessaires à l’établissement de 

l’hétérochromatine comme notamment la déacétylation de l’histone H3 sur lysine K9. De même, 
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la méthylation de l’ADN (5mC) est liée à l’hyperméthylation sur H3K9 et est également une 

caractéristique majeure de l’hétérochromatine.  

 Une fois initiée, les domaines d’hétérochromatine sont propagés. L’hétérochromatine 

protéine 1 alpha (HP1α ou CBX5) interagit avec l’histone méthylée H3K9me3 via son chromo-

domaine (CD) et s’homodimérise via son chromo-shadow domaine (CSD). Cette 

homodimérisation induit un rapprochement des nucléosomes et participe à la compaction de la 

chromatine. HP1 induit le recrutement de protéines lesquelles assurent le maintien et la 

propagation des domaines (DNMT : DNA Methyl Transferase, HMT : Histone Methyl Transferase). 

De plus, différents complexes de remodelage de la chromatine sont impliqués dans la formation 

et la maintenance des régions d’HCc16(Figure 4). 

 

Figure 5 : Représentation schématique de l'établissement d'hétérochromatine constitutive. 

 La maintenance et le rétablissement de l’HCc a lieu après les évènements disruptifs de sa 

structure comme la mitose et la réplication de l’ADN. En effet, lors de la réplication, les histones 

parentales H3K9me3 sont aléatoirement dispatchées sur les brins néo-synthétisés. En fin de 

phase S, la protéine KAP1 (KRAB-Associated Protein 1) est phosphorylée et s’associe à la fourche 

de réplication. KAP1 entraine le recrutement de Suv39h1 laquelle entraine la triméthylation sur 

la lysine K9 des histones nouvellement incorporées et le recrutement d’HP1 restaurant la 

structure de l’hétérochromatine17.  

 Depuis quelques années, plusieurs études suggèrent que la formation d’hétérochromatine 

serait également initiée par un mécanisme biophysique de séparation de phase, ce processus sera 

détaillé dans la partie 2.II.a.ii.18,19.  

  Les rôles de l’hétérochromatine constitutive 

 L’HCc joue un rôle dans le maintien de l’intégrité du génome. Par exemple, chez 

Saccharomyces pombe, l’hétérochromatine péricentromérique est essentielle à l’incorporation du 

variant d’histone CENP-A, lequel est primordial pour l’attachement du kinétochore avec les 

microtubules lors de la mitose20. Elle participe au bon déroulement de ségrégation des 

chromosomes en mitose. Chez Drosophila melanogaster et Saccharomyces pombe, la déplétion des 

méthyltransférases (G9a, Suv39) sur H3K9 ou d’HP1 entrainent des erreurs de ségrégation des 

chromosomes augmentant l’instabilité chromosomique. Par ailleurs, l’HCc participe à la 

répression transcriptionnelle des séquences d’ADN répétées. La surexpression d’ARN 

correspondant aux répétitions d’hétérochromatine entraine la formation d’hybrides ADN:ARN 

capables de causer un effondrement de la fourche de réplication et de générer des cassures de 
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l’ADN14. L’hétérochromatine constitutive permet également le « silencing » (mise sous silence) 

des transposons, elle freine leur sauts/déplacements empêchant l’altération de régions codantes 

du génome. Enfin, lors de la réparation de dommages à l’ADN, l’hétérochromatine permet de 

limiter la recombinaison entre des séquences répétées sur des chromosomes non-homologues et 

maintient l’intégrité du génome en réduisant la formation de translocations chromosomiques. Des 

altérations de l’HCc sont communément retrouvées dans des cancers mais également lors du 

vieillissement physiologique et pathologique. Par exemple, une perte drastique de régions d’HCc 

est observée dans les cancers ce qui contribue à la progression et à l’hétérogénéité tumorale14.  

 

iii. L’hétérochromatine facultative (HCf) 

 

 Le développement et la différenciation cellulaire nécessitent l’expression de gènes 

spécifiques. En dehors de ces étapes, via l’action de protéines spécifiques et l’absence de signaux 

activateurs, ces gènes sont silencieux et forment l’HCf. Les régions d’HCf regroupent les gènes 

soumis à l’empreinte parentale, les gènes Hox impliqués dans la mise en place des structures 

cellulaires le long de l’axe antéro-postérieur, des régions régulatrices (promoteur/ « enhancer ») 

et le chromosome X inactivé chez les individus femelles21. Compte tenu du rôle des gènes contenus 

dans l’HCf lors de la différenciation cellulaire, les régions d’HCf varient en fonction du type 

cellulaire et de l’étape du développement. Ces régions présentent toutefois des caractéristiques 

communes. Elles arborent une large déacétylation des histones H3 et H4, une incorporation 

accrue du variant d’histone macro H2A, une hyperméthylation de l’ADN (5mC) au niveau des 

régions promotrices et la présence des complexes répresseurs Polycomb (PrC) 1 et 2 (PRC1 et 

PRC2). Ces deux complexes modifient post-traductionnellement les histones en apposant 

respectivement les marques H2AK119Ub et H3K27me322. A noter que ces marques ne sont pas 

exclusives à l’HCf, elles sont partagées avec les régions d’HCc. 

  La formation de l’hétérochromatine facultative  

 L’établissement de l’HCf varie en fonction du type de gènes/éléments. Par soucis de 

concision, seul l’exemple de l’inactivation du chromosome X sera abordé (pour les autres 

mécanismes, se référer à la référence n°22). Il consiste en l’extinction quasi-totale des gènes 

portés par l’un des deux chromosomes X chez une femme. Le chromosome X inactivé est visualisé 

en microscopie sous la forme d’une région dense au DAPI, appelée le corpuscule de Barr. 

L’inactivation du chromosome X s’initie lorsqu’une des deux copies commence à fortement 

exprimer le long ARN non codant Xist (17kb). Xist recouvre le chromosome entier, et induit une 

répression génique. Il conduit également au recrutement d’histones déacétylases et des 

complexes PrC. A ce jour, il est décrit que le complexe PRC1 est recruté dans un premier temps et 

ubiquitine l’histone H2A sur la lysine K119 via l’E3 ubiquitine ligase RING1b présente dans ce 

complexe. Dans un deuxième temps, le complexe PRC2 est recruté via l’intermédiaire du co-

facteur JARID2 et tri-méthyle l’histone H3 sur la lysine K27 via l’activité méthyltransférase d’EZH2 

(composant du complexe PRC2). Via cette tri-méthylation, PRC2 participe également à la 

maintenance de l’inactivation du chromosome X ainsi qu’au maintien du motif de méthylation de 

l’ADN (Figure 5).  
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Figure 6 : Représentation schématique de l'établissement d'hétérochromatine facultative. 

 Des altérations de l’inactivation du chromosome X sont retrouvées dans des pathologies 

comme les lupus érythémateux23 et le cancer du sein24. 

 

e. L’organisation 3D du génome 

 

 La répartition euchromatine/hétérochromatine et les modifications épigénétiques 

associées forment un niveau d’organisation en 2D du génome. De récentes avancées 

technologiques majeures ont mis en évidence que le génome se structure également de façon 

tridimensionnelle. Ces dernières années, le développement de techniques de microscopie à super 

résolution25 et de capture de conformation des chromosomes (3C, 4C, 5C, et Hi-C26) a permis 

d’appréhender des niveaux d’organisation supérieurs de la chromatine. 

i. Les boucles de chromatine 

 

 Une des caractéristiques du génome des Vertébrés est la présence d’éléments cis-

régulateurs (CRE pour Cis Regulatory Elements). Parmi ces CRE, les enhancers sont de petites 

régions d’ADN non-codantes (50-1500 pb) qui régulent la transcription de gènes. Elles peuvent se 

situer à plusieurs milliers paires de base en amont ou aval27. Le rapprochement spatial de 

l’ « enhancer » vers le promoteur du gène forme une boucle de chromatine qui constitue le 

premier niveau d’organisation 3D28 (Figure 6). La formation de ces boucles de chromatine serait 

en partie due à l’association des cohésines et du complexe co-activateur de la polymérase de l’ARN 

II, Mediator. L’exemple le plus connu est celui du « locus control region » du cluster de gènes de la 

β-globuline29. Cependant, ces contacts ne sont pas limités aux interactions 

« enhancers »/promoteurs. Ils sont également décrits pour des gènes mis sous silence par le 

complexe PRC228.  

ii. Les domaines topologiquement associés (TAD) 

 

 Les expériences d’Hi-C menées en 2012 par le groupe de Ren30 et Cavali31 suggèrent que 

les génomes se partitionnent en domaines topologiquement associées (TAD pour topologically 

associated domain). Il s’agit de domaines de chromatine qui interagissent préférentiellement 

entre eux au sein d’un même TAD. Les différents TAD sont séparés grâce à la présence de 

séquences « insulatrices » qui inhibent l’interaction entre deux TAD adjacents (Figure 6). Chez 
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les Mammifères, leur taille varie de quelques centaines de kilobases à quelques mégabases. Au 

sein d’une même espèce, les TAD sont relativement conservés selon les différents types cellulaires 

mais les contacts entre les différentes régions génomiques d’un même TAD dépendent du type 

cellulaire. Les TAD sont des domaines dynamiques. Lors de la différenciation cellulaire, un certain 

nombre de TAD subit une réorganisation de leur interaction intra-TAD32. 

 Le modèle actuel de formation de TAD est celui de la « loop extrusion ». Un complexe de 

cohésines forme un anneau encerclant l’ADN pour former un début de boucle qui s’agrandit 

jusqu’à la rencontre de deux sites convergents de la protéine « isolante » (insulator) CTCF (CCCTC-

binding factor) (Figure 6). Ainsi, grâce aux propriétés d’«isolement» de cette protéine, les gènes 

et éléments régulateurs appartenant à un TAD donné n’influencent pas ceux présent dans un TAD 

à proximité. Ce modèle est dynamique grâce à la protéine WAPL (Wings apart-like protein 

homolog) qui déstabilise le complexe de cohésines.  

iii. Les compartiments A et B 

 

 Les différents TAD effectuent des interactions longues distances pour former les 

compartiments A et B. Globalement, ils sont constitués respectivement de chromatine active 

(euchromatine) et inactive (hétérochromatine) et interagissent préférentiellement avec le 

compartiment de même nature (Figure 6). Tout comme les TAD, les compartiments sont 

dynamiques, des changements de compartiments A vers B ou B vers A sont observés notamment 

lors de la différenciation cellulaire.  

iv. Les territoires chromosomiques 

 

 La coalescence des compartiments de nature identique appartenant au même 

chromosome forme les territoires chromosomiques33. Ils représentent le volume qu’occupe 

chaque chromosome dans le noyau des cellules et sont le niveau le plus haut d’organisation de la 

chromatine 3D (Figure 6). Plusieurs études démontrent que des altérations de cette organisation 

tridimensionnelle sont retrouvées dans de nombreuses pathologies, notamment dans les 

cancers34. 

 

Figure 7 : Représentation schématique de l'organisation 3D du génome et preuves expérimentales associées. 

Ganji et al., Science, 2018Molecular Biology 
of the Cell

3D Genome Browser Cremer & Cremer, Nature Reviews Genetics, 2001
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II. L’importance de la dynamique de l’organisation du génome sur les 

processus nucléaires 

 

 Pour assurer un bon déroulement de la réplication de l’ADN, de la transcription ou encore 

des mécanismes de réparation des dommages à l’ADN, une réorganisation de la chromatine est 

nécessaire. Ces modifications sont transitoires et participent au maintien de l’intégrité du génome. 

La dynamique de l’organisation de la chromatine est donc primordiale pour ces processus 

nucléaires.  

a. La réplication 

 

 La réplication fidèle de l’ADN est un processus-clé pour assurer le partage du matériel 

génétique de la cellule-mère aux cellules filles. Elle se déroule durant la phase S (synthèse) du 

cycle cellulaire. Des facteurs de réplication sont recrutés au niveau de milliers d’origines de 

réplication lors de la phase G1. Au cours de phase S, d’autres facteurs sont recrutés au niveau des 

origines de réplication et permettent l’initiation de la réplication. Chacune des origines initiées 

forme une fourche de réplication bidirectionnelle35. L’ADN est répliqué par bloc chromosomique 

d’environ un mégabase appelé « domaine de réplication ». Les différentes régions du génome ne 

sont pas répliquées en même temps lors de la phase S, certaines le sont en début de fin phase S, 

d’autres en fin de phase S, on parle du « timing de réplication ». 

 La réplication de l’ADN se déroule dans un contexte d’organisation spatiale du génome. 

Une modification transitoire des marques épigénétiques des histones et une réorganisation 

spatiale sont observées au cours de cette phase36. En effet, lors de la réplication, la chromatine 

subit cinq grandes étapes de remodelage. La première est le désassemblage des nucléosomes en 

amont de la machinerie de réplication. Vient ensuite le recyclage des histones parentales dans les 

brins d’ADN néo synthétisés ainsi que l’incorporation d’histones nouvellement synthétisées. Ces 

deux types d’histone s’assemblent pour former les nucléosomes une fois la machinerie de 

réplication passée. La dernière étape consiste en la restauration des marques épigénétiques des 

histones et de l’ADN afin de restaurer la structure de la chromatine une fois la réplication 

terminée. Ces étapes sont principalement contrôlées par des complexes de protéines chaperonnes 

d’histones (FACT, ASF1, CAF1, HIRA) et des complexes de remodelage de la chromatine dépendant 

de l’ATP (ISWI, INO80). 

 Les niveaux supérieurs d’organisation du génome sont déterminants pour le timing de 

réplication. La répartition entre les compartiments A et B corrèle avec les régions répliquées en 

début de phase S ou en fin de phase S. Les régions répliquées précocement sont situées vers le 

centre du noyau, comme l’euchromatine/compartiment A et les régions tardives sont situées en 

périphérie nucléaire/nucléolaire, comme l’hétérochromatine/compartiment B. La position 

spatiale des régions génomiques influe de cette façon le timing de réplication37–39. De plus, Pope 

et al. ont démontré que les extrémités des domaines de réplication correspondent à des frontières 

de TAD40. Plus récemment, il a été mis en évidence que les limites des boucles de chromatine 

délimitées par CTCF définissent la localisation des origines de réplication en phase S chez 

l’Homme41. Enfin, la protéine RIF1 (Replication tIming regulatory Factor 1) recouvre les régions 

tardivement répliquées et limite les interactions physiques entre les domaines de réplication 
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ayant un timing de réplication différent. RIF1 fait lien moléculaire entre l’architecture nucléaire 

et le contrôle du timing de réplication42. 

b. La transcription 

 

 A l’instar de la réplication de l’ADN, la transcription entraine une modification de 

l’organisation de la chromatine. Lors de la transcription, la chromatine subit des modifications 

transitoires de sa structure pour permettre le recrutement de la machinerie transcriptionnelle. 

Cette ouverture est permise grâce à plusieurs étapes. Les modifications post-traductionnelles des 

histones apposées par des enzymes modificatrices d’histones spécifiques permettent non 

seulement de relâcher l’interaction ADN/histones mais servent également de plateforme de 

recrutement pour des protéines effectrices. Ces modifications participent également à la mise en 

place des niveaux d’organisation supérieurs du génome. Des complexes de remodelage de la 

chromatine dépendant de l’ATP tels que SWI/SNF, accompagnés d’histones chaperonnes 

modulent l’espacement des nucléosomes sur l’ADN pouvant même conduire à l’éviction des 

nucléosomes. Enfin, l’incorporation de variants d’histones tels que H3.3 favorise l’activation de la 

transcription43. 

 Plusieurs études soulignent la participation de la transcription à la structuration 

dynamique du génome. Il a été proposé que, lors de la transcription, le complexe Mediator (co-

facteur de l’ARN polymérase II) interagit avec les cohésines et participe à la formation des boucles 

« enhancer »/promoteur44. La déplétion par ARN interférent du complexe Mediator conduit à une 

diminution de la formation des boucles de chromatine45. D’autres études mettent en évidence le 

lien entre transcription et organisation de la chromatine via le phénomène de séparation de phase 

et seront abordés dans la partie 2.II.a.iii.  

 Par ailleurs, les zones transcriptionnellement actives se regroupent en « cluster » pour 

former des usines à transcription (ou « transcription factories ») et mettent en évidence la grande 

dynamique de la chromatine ainsi que l’importance de la transcription dans l’organisation en 

compartiments A/B du génome46. Par exemple, lors de la différenciation cellulaire neurale, un 

programme transcriptionnel propre au tissu est mis en place. Il est concomitant à la 

réorganisation des frontières de TAD contenant les gènes impliqués dans la différenciation. Ces 

données mettent en lumière l’étroite relation entre les différents niveaux d’organisation 

supérieurs du génome et la transcription. 

 

c. La réparation des cassures double brin de l’ADN 

 

 Tout au long de leur vie, les cellules sont constamment exposées à des agents inducteurs 

de dommages à l’ADN. Ces dommages peuvent être d’origine endogène (stress réplicatif, espèces 

réactives de l’oxygène) ou exogène (radiations ionisantes, tabac, chimiothérapies, composés 

chimiques)47. Les agents inducteurs de dommages conduisent à la formation de différents types 

de lésions de l’ADN dont les cassures simple et double brin (respectivement SSB et DSB). Par 

soucis de concision, uniquement les DSB seront abordées ici.  

 Les DSB sont les dommages les plus génotoxiques. Une seule cassure non ou 

incorrectement réparée peut être mutagène ou létale pour la cellule. Les cassures dans le génome 

entrainent la mise en place d’une réponse aux dommages de l’ADN ou DDR (DNA Damage 

Response) qui se divise en trois étapes : la détection, la signalisation et la réparation. Chez les 
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Mammifères, il existe principalement deux voies de réparation pour les DSB : la jonction des 

extrémités non-homologues (NHEJ pour non homologous-end joining), un mécanisme non 

conservatif et la recombinaison homologue (HR pour homologous recombination), un mécanisme 

conservatif qui nécessite une matrice d’ADN ou « template ». Au cours de ces mécanismes, la 

chromatine et sa dynamique sont grandement modifiées pour assurer l’efficacité de la réparation.  

Les DSB sont reconnues par des protéines senseurs (PARP1-2 (Poly(ADP-Ribose)Polymerase)/ 

complexe MRN (MRE11/RAD50/NBS1)/dimère Ku70-80). Cette reconnaissance entraine le 

recrutement de protéines de la famille des PI3K-related kinase impliquée dans la signalisation de 

la DDR : ATM/ATR/DNA-PK (Ataxia-Telangiectasia-Mutated/Ataxia-Telangiectasia and Rad3-

related/DNA-dependent Protein Kinase). Ces protéines, via leur activité kinase, entrainent l’arrêt 

du cycle cellulaire pour laisser le temps à la cellule de réparer la cassure. Elles phosphorylent le 

variant d’histone H2A.X pour former γH2A.X au niveau de la cassure. Cette phosphorylation se 

propage très rapidement sur de grands domaines (1-2 mégabases de part et d’autre de la cassure) 

par ATM. La protéine MDC1 (Mediator of DNA checkpoint 1) reconnait γH2A.X. L’E3 ubiquitine 

ligase RNF8 est recrutée via MDC1 et ubiquitine l’histone H148. Cette ubiquitination est reconnue 

par une autre ubiquitine ligase RNF168 qui, à son tour, polyubiquitine en chaine K63 (Chapitre 1 

Partie 3.II.a) les histones H2A et γH2AX sur leur lysine K13 ou K1549. L’ensemble de la 

signalisation permet d’amplifier le signal de la cassure et de recruter les effecteurs de la réparation 

(Figure 7). Le choix du mécanisme de réparation NHEJ vs HR se fait en fonction de l’étape du cycle 

cellulaire dans lequel se trouve la cellule, de la nécessité de résection des extrémités de la DSB 

mais également en fonction du contexte chromatinien dans lequel se trouver la cassure 

(euchromatine ou hétérochromatine). En effet, l’organisation nucléaire joue un rôle critique sur 

la maintenance de la stabilité génomique50. Outre ces modifications post-traductionnelles de 

signalisation des DSB, une réorganisation physique des histones est décrite51,52. Une 

décondensation de la chromatine est observée au niveau des cassures suite à l’action de complexe 

de remodelage de la chromatine (ISWI, FACT) qui, comme pour la transcription, participe à 

l’éviction des histones pour permettre le recrutement des effecteurs.  

 Les modifications que subit la chromatine lors d’une DSB dépend du contexte 

chromatinien dans lequel elle se trouve. En effet, lors d’une cassure dans une zone 

d’hétérochromatine, une relocalisation de la cassure dans une région plus accessible et 

décondensée est nécessaire pour qu’elle soit réparée efficacement. Cette cassure est relocalisée 

dans une région nucléaire où la réparation sera plus facile. Il a été démontré que cette 

relocalisation fait intervenir le réseau d’actine F, de myosine nucléaire ainsi que le complexe de 

nucléation de l’actine ARP2/3 (Actin related protein 2/3)53,54. De plus, une décondensation est 

observée au niveau de ces zones. Elle est possible grâce à la protéine KAP1 (KRAB Associated 

Protein 1). En effet, lors de l’activation de la DDR, ATM phosphoryle KAP1. Ceci résulte en une 

dissociation de CHD3 (chromodomain helicase DNA binding protein 3) (action de compaction) et 

permet le recrutement de ISWI (Imitation Switch) qui entraine une relaxation de la chromatine 

pour favoriser la réparation. 
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Figure 8 : Représentation schématique des mécanismes de détection d'une cassure de l'ADN. 

 Enfin, l’organisation tridimensionnelle du génome est primordiale pour le bon 

déroulement de la DDR55. L’équipe de G. Legube a récemment démontré que, suite à une DSB, la 

propagation de la phosphorylation de H2AX est dépendante de la formation de boucle de 

chromatine selon le mécanisme de « loop-extrusion » et est limitée aux frontières des TAD56. Cette 

étude souligne le lien étroit entre l’organisation de la chromatine et les mécanismes de réparation 

des dommages à l’ADN. 

 La séparation de phase est également requise pour une réparation des dommages à l’ADN 

efficace notamment via la protéine FUS (Fused-in Sarcoma)57. FUS est recrutée aux DSB via PARP1, 

elle permet le recrutement de la déacétylase d’histone HDAC1, laquelle est essentielle à la 

réparation des cassures58. FUS est capable d’induire une séparation de phase via une région 

intrinsèquement désordonnée (Chapitre 1 Partie 2.II.a.iv) au niveau de la cassure qui participe au 

recrutement des acteurs de la DDR59.  
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 L’ensemble de ces études met en avant la primordialité de l’organisation de la chromatine 

dans les processus nucléaires-clés que sont la réplication, la transcription et la réparation des 

dommages à l’ADN. Des altérations de ces mécanismes sont communément retrouvées dans les 

pathologies, notamment les cancers. Mieux décrypter les altérations de l’organisation s’avère 

essentiel pour une meilleure compréhension de ces maladies32,60.  

 

III. Les altérations de l’homéostasie de la chromatine dans une pathologie : 

l’exemple de l’adénocarcinome pancréatique 

 

 Le pancréas est un organe glandulaire du système digestif d’environ 18 cm de long. Il est 

divisé en trois grandes portions : la tête située à proximité du duodénum, le corps et la queue 

située à proximité de la rate. Le pancréas est une glande amphicrine c’est-à-dire qu’elle possède à 

la fois une activité endocrine et une activité exocrine. L’activité endocrine est assurée par les îlots 

de Langerhans qui représentent 1 à 2% du volume du pancréas (Figure 8). Les différentes 

hormones sécrétées telles que l’insuline et le glucagon participent à la régulation du métabolisme 

glucidique61. L’activité exocrine est assurée par les cellules acineuses ou acini et les canaux 

pancréatiques qui constituent 95% du volume du pancréas. Les acini permettent la synthèse et la 

sécrétion des enzymes digestives telles que l’amylase et la carboxypeptidase. Elles sont amenées 

des acini au tractus digestif via les cellules canalaires (ou ductales) qui forment les canaux 

pancréatiques. La quantité de protéines produite n’est égalée par aucun autre type cellulaire. Cette 

synthèse protéique intense engendre du stress cellulaire qui peut être accentué par des facteurs 

extérieurs (alcool, tabac, pancréatite). L’homéostasie de ce tissu est maintenue grâce une grande 

plasticité cellulaire permise grâce au processus de métaplasie acino-canalaire (MAC). En effet, les 

cellules acineuses ont la capacité de se dédifférencier et se transdifférencier en cellules 

ressemblant à des progéniteurs exprimant des marqueurs de cellules canalaires. La MAC permet 

la régénération des tissus pancréatiques exocrines après un stress. Cependant, dans un contexte 

oncogénique (activation d’oncogènes), ce processus devient irréversible et peut être à l’origine de 

l’initiation du cancer du pancréas (CP) (Chapitre 1 Partie 1.3.a.iv).  

 

Figure 9 : Représentation schématique de la localisation du pancréas et de sa forme (Gauche, adaptée de la fondation-

ARC.org). Coupe histologique du pancréas exocrine et endocrine (Droite, image de l’équipe). 
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a. Le cancer du pancréas 

 

i. L’épidémiologie et les facteurs de risque 

 

 D’après le Global Cancer Observatory (https://gco.iarc.fr/) en 2020, 496 000 nouveaux 

cas de cancer du pancréas ont été recensés dans le monde tout âge et sexe confondu avec un 

nombre de décès de 466 000 par an. Le CP est classé 12ème cancer le plus fréquent et 7ème plus 

mortel. Au sein de l’Union Européenne, un modèle de prédiction estime que le CP deviendra la 

3ème cause décès par cancer d’ici à 202562. De par l’absence de symptômes spécifique et de 

traitements réellement efficaces, le taux de survie à 5 ans pour le CP n’est seulement que de 12%63. 

Il existe différents types de CP mais l’adénocarcinome canalaire pancréatique (PDAC pour 

Pancreatic Ductal Adenocarcinoma) représente plus de 90% des cas. L’apparition de ce cancer est 

influencée par divers facteurs de risque. Ils peuvent se scinder en deux catégories : les facteurs 

modifiables et environnementaux tels que le tabac, l’obésité, l’alcool et la pancréatite 

aigüe/chronique ; et les facteurs non modifiables qui regroupent l’âge, le diabète de type II et les 

facteurs héréditaires64.   

ii. Les symptômes, le diagnostic et les traitements  

 

  Les symptômes 

 Une des caractéristiques du CP est l’absence de symptômes spécifiques de la maladie. Les 

patients présentent dans la majorité des cas des douleurs abdominales et/ou dorsales, une perte 

d’appétit et de poids, un changement de la consistance des selles ; une jaunisse peut également 

survenir. Ces symptômes peuvent être interprétés comme bénins et retarder le diagnostic de la 

maladie ainsi que la prise en charge des patients65. Près de 80% des cas sont diagnostiquées à des 

stades avancés, métastatiques et par conséquent plus agressifs. Les métastases sont retrouvées 

majoritairement au niveau des tissus hépatiques et pulmonaires. 

  Le diagnostic 

 A ce jour, il n’existe pas de marqueur sanguin spécifique du CP. Le diagnostic se fait par la 

détection d’une tumeur via des méthodes d’imagerie médicale telles que l’échographie 

abdominale, les scanners ou l’imagerie à résonnance magnétique (IRM). Une fois la présence de la 

tumeur confirmée, une biopsie suivie d’un diagnostic anatomopathologique sont réalisées afin de 

caractériser et stratifier la tumeur dans différents stades en fonction de trois critères : la taille de 

la tumeur, l’invasion des ganglions lymphatiques  et la présence de métastase66. Une grande 

diversité interindividuelle et intratumorale est observée. 

  Les traitements 

 La chirurgie combinée à de la chimiothérapie est le traitement le plus efficace et le seul à 

visée curative. Toutefois, à cause du diagnostic tardif souvent à des stades avancés et 

métastatiques, la chirurgie ne concerne que ~20% des patients. Pour la majorité des patients, il 

existe des traitements palliatifs chimiothérapeutiques. 

 La gemcitabine ou 2’-désoxy-2’,2’-difluorocytidine (dFdC) et le FOLFIRONIX sont les deux 

chimiothérapies les plus utilisées dans le traitement du CP. La Gemcitabine est un analogue de la 

désoxycytidine appartenant à la famille des anti-métabolites. Le métabolite final de la 

gemcitabine, le dFdCTP entre en compétition avec la désoxycytidine pour la synthèse d’ADN et 

https://gco.iarc.fr/
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bloque la progression de la réplication de l’ADN par terminaison de chaine masquée et induit 

l’apoptose des cellules67. Approuvée en 1997 par la FDA, la gemcitabine est utilisée depuis comme 

le traitement standard du CP.  

 Le FOLFIRINOX est un régime de chimiothérapies. Il est proposé aux patients avec peu de 

signes d’affaiblissement. Il est composé d’acide folinique, de fluorouracile (5-FU), d’irinotécan et 

d’oxaliplatine. Comme la gemcitabine, le 5-FU est un analogue de la thymidine de la famille des 

anti-métabolites, il inhibe la réplication de l’ADN. L’acide folinique potentialise l’action du 5-FU. 

L’irinotécan est un inhibiteur de la topoisomérase de l’ADN I qui est essentielle à la réplication de 

l’ADN. Il est responsable de l’activité cytotoxique du FOLFIRINOX68. L’oxaliplatine est un dérivé 

du cisplatine appartenant à la famille des sels de platine. Ils forment des liaisons entre les purines 

sur les brins d’ADN et génèrent des adduits (complexe platine/ADN). Ces adduits entrainent des 

distorsions de la double hélice d’ADN qui créent des cassures et conduisent à la mort 

cellulaire69.Malgré de réels progrès dans la prise en charge des patients, ces traitements restent 

peu efficaces et des phénomènes de résistance aux chimiothérapies surviennent dans la majorité 

des cas70,71. Cette résistance est due, entre autres, à de multiples altérations génétiques et 

épigénétiques, à l’hétérogénéité des tumeurs, à la redondance et à la compensation des voies de 

signalisation. De plus, le microenvironnement du CP est très fibrotique. Il forme une barrière 

physique aux chimiothérapies et limite la biodisponibilité des traitements 72.  

 Pour pallier à ces résistances, des nombreux essais cliniques sont en cours pour 

développer des thérapies ciblées et/ou des immunothérapies. Aujourd’hui, une seule thérapie 

ciblée (Olaparib) ciblant PARP1 est autorisée dans le CP chez des patients avec des mutations 

germinales sur les gènes BRCA traitées au FOLFIRINOX. Ces patients représentent environ 5% à 

7% des cas. Ils possèdent une réparation par recombinaison homologue déficiente73. En inhibant 

PARP1 via l’Olaparib, une létalité synthétique est induite. L’essai clinique POLO (Pancreas Cancer 

Olaparib Ongoing, NTC02184195) démontre le doublement statistiquement significatif de la 

survie sans progression de la maladie après traitement à l’Olaparib pour ces patients et une 

amélioration non statistiquement significative pour la survie globale74–76. Ces données mettent en 

lumière l’importance de mieux comprendre les mécanismes moléculaires du PDAC pour 

permettre le développement de nouvelles thérapies efficaces contre ce cancer mortel.  

iii. Les caractéristiques moléculaires du PDAC 

 

Le CP est caractérisé par la présence de mutations. Plus de 90% des cas possèdent une mutation 

sur l’oncogène Kras, lequel est considéré comme un oncogène « driver » essentiel pour le 

développement de la pathologie. D’autres mutations inactivatrices sur des gènes suppresseurs de 

tumeur sont retrouvées entre 50% et 90% des cas (Tableau 2). L’ensemble de ces altérations 

conduit à une prolifération incontrôlée et au développement de la pathologie. 

Gènes Fonction Altération Incidence Réf. 

Kras 
Prolifération cellulaire 

Oncogène 

Substitution dans l’exon 12 

(G12D, G12V, G12R) 
>90% 

Wood et al.77  

p16/CdknA 
Régulation du cycle cellulaire 

Suppresseur de tumeur 

Délétion homozygote 

Mutation non-sens 

Hyperméthylation du promoteur  

90% 

TP53 
Point de contrôle cellulaire 

Suppresseur de tumeur 
Mutation non-sens 75% 

Smad4/Dpc4 
Régulation de la voie TGFβ 

Suppresseur de tumeur 

Délétion homozygote 

Mutation non-sens 
50% 

Tableau 2 : Principales altérations génétiques retrouvées dans l'adénocarcinome pancréatique. 
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En plus de ces mutations caractéristiques, l’analyse de bases de données génétiques, montrent 

qu’environ 20% de gènes mutés chez les patients atteints de CP sont impliquées dans la réparation 

des dommages à l’ADN, faisant de la DDR une des voies de signalisation les plus altérées dans ce 
cancer78,79.  

 Les mécanismes qui contrôlent les modifications de la chromatine font également partie 

des voies les plus fréquemment altérées dans le PDAC80. De nombreuses altérations dans 

l’organisation de la chromatine sont décrites dans le CP et seront développées dans la partie 

1.III.b81. 

 Une grande hétérogénéité intra-tumorale et inter-individus est retrouvée chez des 

patients atteints de CP. Grâce à l’essor des techniques de séquençage à haut débit de l’ARNm, 

plusieurs études ont stratifié les tumeurs pancréatiques selon des caractéristiques épithéliales, 

immunogènes ou encore métaboliques80,82–86. Ces grandes classifications sont résumées dans la 

Figure 9, les différents sous-types sont corrélés au pronostic.  

 

Figure 10 : Les différents sous-types de PDAC en fonction de leur signature transcriptomique. (Adapté de Thakur et al.) 

iv. Le développement du CP 

 

 L’identification des cellules à l’origine du CP a longtemps été débattue. Grâce au 

développement de divers modèles murins. Il est aujourd’hui admis que les cellules acineuses et 

canalaires peuvent être à l’origine de ce cancer87. Toutefois, les acini sont environ 100 fois plus 

sensibles à une transformation oncogénique par KrasG12D 88. Par soucis de concision, seul le cas du 

développement du CP à partir des cellules acineuses sera abordé ci-dessous.  

 Comme mentionné précédemment, la métaplasie acino-canalaire (MAC) est garante du 

maintien de l’homéostasie du compartiment exocrine du pancréas. Au cours d’une inflammation 

du pancréas (pancréatite) et en présence de la mutation oncogénique KrasG12D, la MAC devient 

irréversible et est considérée comme une étape initiatrice de la carcinogénèse pancréatique. Elle 

se caractérise par une mise sous silence des gènes acinaires, une induction de gènes canalaires 

tels que la cytokératine 19 et par une augmentation de l’expression des facteurs de transcription 

impliqués dans le développement du pancréas89. La mutation KrasG12D entraine une activation de 

la voie EGFR (Epithelial Growth Factor Receptor), conduisant à la formation de lésions 

prénéoplasiques de type PanIN-1 (Pancreatic Intraepithelial Neoplasia). L’inactivation du gène 

suppresseur de tumeur p16/Cdkn2A, l’accumulation de mutations supplémentaires (TP53, 



 
42 

Smad4/Dpc4) induit la progression vers des lésions de haut grade PanIN-2/PanIN-3 et le 

développement de l’adénocarcinome pancréatique in situ et métastatique89,90. Ces différentes 

étapes s’accompagnent de modifications à la fois de la structure du tissu (métaplasie) et du 

microenvironnement qui devient fibrotique et immunosuppresseur (desmoplasie)91 (Figure 10).   

 

Figure 11 : Modèle linéaire de progression des acini en PanIN aboutissant à l'adénocarcinome pancréatique. Adapté de 

Storz 2017. 

 

b. Les perturbations de l’organisation de la chromatine dans le CP 

 

 Depuis quelques années, de nombreuses études mettent en avant l’altération des 

modifications épigénétiques, des complexes de remodelage et de la réorganisation de la structure 

de la chromatine dans les étapes de la carcinogénèse pancréatique soulignant l’importance de 

l’organisation de la chromatine dans le développement des cancers. 

i. Via la méthylation de l’ADN 

 

 La méthylation de l’ADN est un processus communément altéré dans les cancers92. Il est 

connu depuis les années 80 que les cellules tumorales présentent une hypométhylation globale 

de leur génome qui déstabilise les régions d’hétérochromatine et augmente l’instabilité 

génétique93. Paradoxalement, une hyperméthylation très localisée au niveau des promoteurs de 

gènes, notamment les suppresseurs de tumeur, est décrite94. Dans le CP, une augmentation de 

l’expression des méthyltransférases de l’ADN (ou DNMT pour DNA methyltransferase) est 

associée à un mauvais pronostic95. En effet, l’analyse de tumeurs de pancréas réséquées révèle des 

aberrations dans les profils de méthylation caractérisés par une hypométhylation globale de 

l’ADN notamment au niveau de régions d’HC. Ces altérations entrainent une désorganisation de 

ces régions associées à une hyperméthylation localisée de gènes codant pour des suppresseurs de 

tumeur tels que p16/CDKN2A, favorisant ainsi la carcinogénèse96–98. 
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ii. Via les modifications post-traductionnelles des histones 

 

 L’implication des enzymes modificatrices d’histones dans la carcinogénèse pancréatique 

est illustrée par de nombreuses études. Shibata et al. observent une répression épigénétique 

transitoire des gènes impliqués  dans l’identité acinaire (Ptf1a, Amylase, Mist) lors de la MAC. 

Toutefois, les auteurs ne s’intéressent pas aux acteurs responsables de cette inhibition99. 

L’exemple des complexes répresseurs Polycomb 1 et 2 sera détaillé ci-dessous. Il est important de 

noter que d’autres régulateurs épigénétiques possèdent des fonctions dans ces processus  ; les 

plus décrits sont regroupés dans la revue de Silverman et Chi 95. 

 Les complexes Polycomb PRC1 et PRC2 sont capables de réguler la MAC via le contrôle 

l’expression des gènes. D’une part, via RING1b, l’E3 ubiquitine ligase du complexe PRC1 

responsable de l’ubiquitination de l’histone H2A sur la lysine K119 (H2AK119Ub) (Chapitre I 

Partie 1.I.d.iii). Les travaux de Benitz et al. mettent en évidence une surexpression de RING1b dans 

les cas de CP. De plus, ils démontrent que RING1b catalyse la mise sous silence épigénétique des 

gènes garants de l’identité acinaire tel que Ptf1a (Pancreatic Transcription Factor 1a). Ceci 

favorise le processus de MAC et de carcinogénèse pancréatique100. Quelques années plus tard, le 

développement d’un modèle murin leur a permis de confirmer ces données en montrant qu’en 

présence de la mutation KrasG12D (condition oncogénique), l’invalidation du gène Ring1b dans les 

acini prévient la MAC et le développement du CP via la persistance de l’expression de gènes 

acinaires. Ainsi, ces études soulignent le rôle pro-tumoral de RING1b et montrent que la régulation 

épigénétique via PRC1 est un prérequis essentiel lors de la carcinogénèse pancréatique101 (Figure 

13).   

D’autre part, les complexes PRC régulent la MAC via EZH2, la méthyltransférase d’histone du 

complexe PRC2 qui appose les marques répressives H3K27me3 et participe à la formation d’HCf 

lors du développement/différenciation cellulaire. EZH2 est surexprimée dans les cas de CP et est 

associée à une agressivité des tumeurs102. Plusieurs études révèlent un rôle d’EZH2 dépendant du 

contexte dans la carcinogénèse pancréatique (Figure 13). Par exemple, dans un contexte 

d’inflammation (pancréatite), Mallen-St Clair et al. démontrent que la surexpression transitoire 

d’EZH2 est nécessaire à la régénération du compartiment exocrine. EZH2 conduit à la répression 

transcriptionnelle de l’inhibiteur du cycle cellulaire p16/Ink4a entrainant ainsi une prolifération 

et une redifférenciation en acini. EZH2 permet, de ce fait, de limiter la persistance des lésions suite 

à une pancréatite. En revanche, dans un contexte à la fois inflammatoire (pancréatite) et 

oncogénique (via KrasG12D), il a été démontré que EZH2 possède une activité pro-tumorale. En 

effet, EZH2 inhibe l’expression des microARN, mir128 et mir34a. Ces micro-ARN possèdent des 

propriétés anti-proliférative et anti-métastatique et sont sous exprimés dans les cas de CP. EZH2 

induit leur répression transcriptionnelle via une hétérochromatinisation de leur 

promoteur103,104(Figure 13). De plus, dans des modèles murins de CP exprimant l’oncogène muté 

KrasG12D, une étude a prouvé que l’expression d’EZH2 favorise l’expression d’un facteur de 

transcription oncogénique NFATc1 (Nuclear factor of activated T-cells) par un mécanisme non 

décrit 105.  

iii. Via le complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF 

 

 Alonso-Curbelo et al. ont mis en évidence que la MAC (en condition oncogénique ou non) 

s’accompagne de variations drastiques de l’accessibilité de la chromatine, lesquelles se traduisent 

par une perte d’expression des gènes acinaires et par une induction des gènes canalaires106. Dans 
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cette étude, les auteurs ne s’intéressent pas aux mécanismes globaux de cette réorganisation mais 

plusieurs études évoquent l’implication du complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF 

dans le CP. En effet, SWI/SNF fait partie des voies les plus altérées dans les cas de PDAC avec près 

de 14% de mutations inactivatrices des différentes protéines qui composent ce complexe80. La 

sous unité ATPasique BRG1 (Brahma related gene 1) de SWI/SNF possède un rôle complexe qui 

dépend à la fois de la cellule à l’origine du CP (acini ou canal) mais également de l’étape de la 

carcinogénèse107. En effet, l’équipe de H. Seno démontre que l’invalidation du gène Brg1 dans des 

acini adultes (porteurs du gène KrasG12D) atténue la MAC via la protéine SOX9. BRG1 se fixe sur sa 

région promotrice, induit l’expression de cette protéine oncogénique connue pour favoriser la 

MAC. Cette étude montre que BRG1 est requis pour la formation et la persistance des lésions 

prénéoplasiques de type PanIN (Figure 11). En revanche, l’invalidation du gène Brg1 dans des 

cellules canalaires (porteuses du gène KrasG12D) sensibilise les cellules à la transformation 

oncogénique soulignant le rôle suppresseur de tumeur de BRG1 dans ce contexte108. Enfin, la 

restauration de l’expression de BRG1 dans une tumeur pancréatique déjà établie induite à partir 

de cellules canalaires entraine une augmentation de la tumorigénicité. Ce phénotype agressif 

s’établit via l’induction d’une transition épithélio-mésenchymateuse, laquelle favorise la 

dissémination métastatique109 (Figure 11). Le rôle ambivalent de BRG1 dépendant à la fois du 

type cellulaire et de l’étape de la carcinogénèse souligne la complexité du remodelage de la 

chromatine dans le développement de pathologie. 

 ARID1a (AT-Rich Interaction Domain 1a) est une sous-unité du complexe SWI/SNF. Elle 

permet son recrutement au niveau des promoteurs et garantit  son bon fonctionnement110. 

ARID1a est la protéine la plus mutée du complexe SWI/SNF dans les cas de CP (6 à 10%). Sa perte 

d’expression et/ou mutation inactivatrice sont corrélées à un mauvais pronostic107. Plusieurs 

études soulignent le rôle suppresseur de tumeur d’ARID1a indépendamment du type cellulaire à 

l’origine du CP. Il existe un autre type de lésions prénéoplasiques, les néoplasmes mucineux 

papillaires intraductaux (IPMN pour Intraductal Papillary Mucinous Neoplasmes) qui ont pour 

origine les cellules canalaires du pancréas. Ces lésions peuvent conduire dans une moindre 

mesure au développement d’un CP111. Dans le compartiment canalaire, Kimura et al. démontrent 

qu’ARID1a inhibe la formation d’IPMN et leur dégénérescence en CP. Comme pour BRG1, cette 

action passe par l’inhibition de la dédifférenciation des cellules pancréatiques canalaires via la 

régulation négative de l’expression de la protéine oncogénique SOX9112 (Figure 11). Dans le 

compartiment acineux, le groupe de A.F. Hezel conclut qu’ARID1a est nécessaire à sa régénération 

via la MAC après une inflammation 113. De même, en présence de l’oncogène KrasG12D, ARID1a a 

pour rôle de limiter la MAC ainsi que l’apparition des lésions prénéoplasiques PanIN et leur  

dégénérescence en CP. ARID1a facilite l’accessibilité à la machinerie de transcription au niveau 

des gènes spécifiques des acini et prévient ainsi une perte d’identité acinaire114 (Figure 11).  

 L’ensemble de ces données soutient l’idée que lors de la carcinogénèse pancréatique, les 

modifications épigénétiques et le remodelage de la chromatine sont des processus-clés aux 

actions pouvant être ambivalentes en fonction du contexte cellulaire. 

iv. Via la modulation de l’organisation 3D du génome 

 

 A ce jour, très peu d’études se sont intéressées aux altérations de l’organisation 3D du 

génome dans l’établissement et la progression du CP. En 2021, Li et al. constatent que lors de 

l’étape initiatrice du CP, la mutation oncogénique KrasG12D entraine la mise en place d’un 

programme transcriptionnel via les contacts « enhancers »/promoteurs. En effet, la signalisation 
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KrasG12D induit l’expression des facteurs de transcription JUN-B et FOS-L1. Ces derniers, en 

association avec d’autres facteurs de transcription spécifiques de la cellule à l’origine du cancer, 

verrouillent les contacts et participent à la carcinogénèse pancréatique115. Cependant, les auteurs 

n’ont pas réalisé à proprement parler d’étude de capture de conformation des chromosomes ; ils 

tirent leur conclusion à partir d’approches d’immunoprécipitation de chromatine.  

 Par la suite, deux groupes ont réalisé des expériences d’Hi-C sur des lignées cancéreuses 

pancréatiques de référence (Panc-1, Capan-1, BxPC3). Ren et al. mettent en évidence une 

différence d’organisation 3D du génome entre une lignée cellulaire cancéreuse primaire (Panc-1) 

et une lignée cellulaire cancéreuse issues d’une métastase hépatique (Capan-1) via une approche 

de capture de conformation des chromosomes « genome wide » (Hi-C). La réorganisation 

observée se traduit par un changement de compartiment A/B, la fusion, la formation de nouveaux 

TAD et une augmentation des contacts « enhancer » /promoteur. Ces modifications entrainent 

l’expression de gènes impliqués dans la progression tumorale et facilitent l’adaptation de la cellule 

métastatique à son nouvel environnement116. Ainsi, la reprogrammation 3D du génome participe 

à la mise place de l’invasion métastatique du CP (Figure 11). Ces résultats ont été confirmés, en 

partie, par un autre groupe qui a étudié l’impact des variations de structure (SV) sur l’organisation 

3D du génome de lignées dérivées de CP (BxPC3 et Panc-1). Les SV contribuent à la 

carcinogénèse117. Dans ces lignées, les insertions et les délétions sont les principales SV, elles sont 

majoritairement localisées dans les régions intergéniques et introniques. Ces SV entrainent un 

changement de compartiment (A  B et B A), une perturbation des frontières des TAD et une 

augmentation des contacts « «enhancer »/promoteur. Des délétions génomiques sont observées 

au niveau des gènes CdknA et Smad4/Dpc4. La délétion de ces régions entraine une 

altération/fusion des TAD avoisinants, ce qui conduit respectivement à l’expression d’un 

microARN pro-tumoral (mir31HG) ou à des réarrangements très importants de  chromosomes 

appelés chromothripsis118 (Figure 11). 
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Figure 12 : Représentation schématique des principales altérations de l'organisation de la chromatine dans le CP. 

Bien que pionnières dans l’analyse des altérations du génome 3D dans le CP, ces deux études sont 

réalisées sur des lignées cancéreuses pancréatiques de référence. Elles ne tiennent pas compte de 

la forte hétérogénéité retrouvée les tumeurs et ne décryptent pas les altérations lors de l’initiation 

de la carcinogénèse.  

 L’ensemble de ces études illustre l’importance de l’organisation spatiale de la chromatine 

au sein des noyaux. Elle est primordiale pour le bon déroulement de processus nucléaires 

physiologiques tels que la réplication de l’ADN, la transcription ou la réparation des dommages à 

l’ADN. De nombreuses données mettent en évidence que des altérations de cette organisation sont 

impliquées dans la carcinogénèse pancréatique.  
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Partie 2 : Les protéines à régions intrinsèquement désordonnées 
 

 Au cours de ces dernières années, les protéines à IDR (pour intrinsically disordered 

regions) ont émergé comme des actrices importantes de l’organisation de la chromatine via 

notamment des mécanismes de séparation de phase. De plus en plus d’études démontrent leur 

implication dans des pathologies.  

 

I. Les protéines à IDR 

 

 En 1973, C. Anifinsen postule que la fonction d’une protéine est due à la structure 

tridimensionnelle qu’elle adopte, elle-même définie par sa séquence primaire en acides aminés ; 

on parle du paradigme « structure=fonction »119. La majorité des protéines s’organisent en 

structures tridimensionnelles bien définies. Cependant, depuis les deux dernières décennies, de 

de nombreuses protéines sont décrites comme possédant des séquences protéiques qui 

n’adoptent pas de structure tertiaire. Selon une étude, ~40% des protéines possèdent des régions 

désordonnées bousculant ainsi le postulat d’Anifinsen120.  

a. Les caractéristiques des protéines à région intrinsèquement désordonnée 

 

 Les régions intrinsèquement désordonnées (IDR) sont des séquences de faible complexité 

enrichies en résidus basiques, chargés positivement, hydrophiles (lysine, arginine, histidine, 

sérine) et appauvries en résidus hydrophobes (leucine, alanine, valine, isoleucine…) qui ne 

forment pas de structure tertiaire. Les IDR peuvent représenter l’entièreté de la séquence, comme 

la protéine P27, ou des régions plus ou moins grandes (de quelques acides aminés à plusieurs 

centaines) comme par exemple la queue N-terminale des histones. Les protéines qui possèdent 

une ou plusieurs IDR sont appelées IDP pour « intrinsically disordered proteins »121.  

 La faible complexité de séquence des IDP leur permet de fournir des sites d’interactions 

multiples avec des protéines et/ou des acides nucléiques. Au contact de leur partenaire, certaines 

IDR adoptent une structure tridimensionnelle, on parle du concept de « disorder-to-order » via le 

couplage de l’interaction et de la structuration122 (Figure 12). Par exemple, la protéine P53 

contient une IDR dans son domaine d’interaction avec MDM2. Cette IDR possède une 

prédisposition à former des structures hélicoïdales. Lorsque P53 interagit avec MDM2, l’IDR se 

stabilise et forme une hélice alpha amphiphile augmentant l’affinité d’interaction entre ces deux 

protéines123.   

 

Figure 13 : Représentation schématique du concept du "disorder to order". 
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D’autres IDR restent sous forme désordonnée après liaison avec leur partenaire, elles forment des 

complexes « fuzzy »122. Ces IDR apportent à la structure macromoléculaire de la flexibilité et de la 

dynamique. Ainsi grâce aux IDP, les complexes protéiques peuvent exister sous différents états 

structurels dynamiques et interchangeables définies par le terme d’ensemble 

conformationnel124,125 (Figure 13). Ce continuum de structure augmente les capacités 

d’interaction et module la formation de complexe protéique tertiaire. 

  

Figure 14 : Illustration du concept d'ensemble conformationnel des protéines à IDR. 

 

Les protéines à IDR sont présentes dans tout le règne du vivant et chez les virus. Elles présentent 

une évolution rapide. Les IDR hautement conservées au cours de l’évolution sont impliquées dans 

la régulation de la transcription et/ou l’interaction avec les acides nucléiques121.   

 Plusieurs approches sont possibles pour identifier des régions intrinsèquement 

désordonnées (Tableau 3). Tout d’abord, des outils de prédiction bioinformatiques sont capables 

d’estimer le « désordre » d’une région en analysant la composition et les propriétés biochimiques 

d’une séquence peptidique. Expérimentalement, il existe trois techniques principales pour 

identifier les protéines à IDR : la résonnance magnétique nucléaire (RMN), la diffusion des rayons 

X aux petits angles (SAXS pour Small Angle X-rays Scattering) et le transfert d’énergie entre 

molécules uniques fluorescentes (smFRET pour single-molecule Fluorescence Resonance Energy 

Transfer). Le principe de ces techniques est résumé dans le Tableau 3. D’autres méthodes sont 

également utilisées. Elles sont regroupées dans une revue de référence126. Il existe également des 

bases de données en ligne (D2P2, IDEAL, DisProt) qui collectent l’ensemble des régions et des 

protéines validées expérimentalement.  
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Nom Principe 

Sites web 

Références 

Prédiction 

IUPred Energie totale d’interaction 
Site web  

127 

PONDR 

Composition en acides aminés 

Site web 
128 

PrDOS 
Site web  

129 

ESpritz Composition en acides aminés + machine learning 
Site web 

130 

Technique 

RMN 
Spectroscopie basée sur les propriétés magnétiques des atomes des 

molécules 
131 

SAXS 

 

Analyse basée sur l’intensité des rayons X diffusés par les molécules 

 

132 

smFRET 

 

Analyse basée sur le transfert de fluorescence au sein d’une même 

molécule pour évaluer son repliement 

 

133 

Base de 

données 

D2P2 
Démonstrations/preuves expérimentales + compilation de neuf sites 

de prédiction 

Site web 
134 

IDEAL 
Démonstrations/preuvesexpérimentales + spécialisés dans le concept 

de « disorder to order » 

Site web 
135 

DisProt Démonstrations/preuves expérimentales +fonctions biologiques 
Site web 

136 

Tableau 3 : Principaux outils expérimentaux et bioinformatiques pour l'identification de protéines à régions 

intrinsèquement désordonnées. 

 

b. Les classes fonctionnelles des protéines à IDR 

 

Les protéines à IDR sont impliquées dans de nombreuses fonctions biologiques (Chapitre 1 Partie 

2. II.). Ces fonctions sont regroupées en 6 classes décrites ci-dessous121 (Figure 14).  

 

Figure 15 : Diagramme circulaire représentant les classes fonctionnelles des protéines à IDR. 

https://iupred.elte.hu/
http://www.pondr.com/
https://prdos.hgc.jp/cgi-bin/top.cgi
http://protein.bio.unipd.it/espritz/
https://d2p2.pro/
https://www.ideal-db.org/
https://disprot.org/
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i. Les chaînes entropiques 

 

 Les chaînes entropiques (ou chaines désordonnées) regroupent les IDR qui tirent bénéfice 

de leur absence de conformation en jouant le rôle de « linker » flexible entre deux domaines 

protéiques structurés ou encore le rôle d’« espaceur » pour réguler la distance entre deux régions 

de la protéine. Par exemple, la protéine RPA70 (Replication Protein A 70) possède trois « linkers » 

désordonnés qui relient ces quatre domaines globulaires. Ces « linkers » sont impliqués dans 

l’interaction de RPA70 avec l’ADN et contrôlent la fonctionnalité de RPA70137.  

ii. Les sites de modifications post-traductionnelles 

 

 Les IDR sont des lieux préférentiels de modifications post-traductionnelles. De par leur 

absence de structure, les IDR possèdent une flexibilité et une accessibilité qui facilitent non 

seulement les interactions transitoires spécifiques avec les enzymes responsables de PTM mais 

également la reconnaissance de ces modifications par les protéines effectrices138. De plus, les IDR 

sont enrichies en résidus lysine, arginine, et histidine connus pour être des cibles de PTM. 

L’exemple le plus documenté est celui de la queue N-terminale des histones (Chapitre 1 Partie 

1.I.a). Elle est la cible de nombreuses PTM qui jouent sur l’homéostasie de la chromatine et la 

régulation de l’expression des gènes.  

iii. Les chaperonnes  

 

 Les protéines chaperonnes facilitent la structuration d’ARN ou de protéines pour assurer 

leur fonctionnalité. Plus de la moitié des protéines chaperonnes d’ARN et plus d’un tiers des 

protéines chaperonnes de protéines possèdent une ou plusieurs IDR. Toujours grâce à leur 

flexibilité, les IDR s’adaptent à de nombreux partenaires. De plus, les régions désordonnées 

permettent des interactions macromoléculaires rapides qui facilitent le repliement et 

l’organisation tertiaire des protéines et des ARN121.  

iv. Les effectrices 

 

 Comme décrit précédemment, les protéines à IDR peuvent adopter une structure via leur 

interaction avec un partenaire (« disorder to order »). Ces deux paramètres (interaction et 

structuration) entrainent une modification de son activité ou de l’activité de son interactant. Par 

exemple, la protéine P27 (une kinase inactivatrice des cyclines) adopte une structure tertiaire 

lorsqu’elle interagit avec son partenaire CDKN2A. Leur interaction et la structuration de P27 

déclenche par ce biais son activité inhibitrice139.   

v. Les assembleuses 

 

 Les IDP ont la capacité de rassembler des partenaires et de participer à la formation de 

complexe protéiques et nucléo/protéiques tels que la chromatine138. Deux modèles de 

participation des IDR à ce processus sont admis. Un premier selon lequel les IDR aident à stabiliser 

les complexes qu’elles forment ; un deuxième dans lequel elles servent d’échafaudage pour 

réguler spatio-temporellement l’assemblage du complexe protéique121. 
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vi. Les « scavengers » ou piégeurs moléculaires 

 

 Les protéines à IDR peuvent servir de piège moléculaire. Grâce à leur capacité 

d’interaction multivalente, certaines IDP peuvent stocker et neutraliser des petits interactants . 

C’est le cas pour les glycoprotéines salivaires qui retiennent et séquestrent les tanins dans le tube 

digestif121. 

c. Une propriété biophysique remarquable des protéines à IDR : la séparation de 

phase 

 

 Les protéines à IDR possèdent une propriété biophysique notable : elles sont capables 

d’induire une séparation de phase (SP). La SP est un processus par lequel une solution de 

macromolécules (protéines ou acides nucléiques) homogène se sépare spontanément telles des 

gouttelettes d’huile dans de l’eau, en deux phases distinctes : une phase dense fortement enrichie 

en un ensemble de protéines données et une phase diluée. La forte concentration en protéine de 

la phase dense lui permet de fonctionner comme un compartiment à part entière sans nécessité 

d’une barrière physique du reste de la cellule : on parle de condensat biomoléculaire140. En 

fonction des protéines présentes, la phase dense se comporte comme un liquide ou comme un 

hydrogel141. Ce processus est régie par les lois thermodynamiques140. 

 Les IDR induisent une SP grâce à leur séquence de faible complexité, enrichies en acides 

aminés chargés et non structurée qui permet la formation d’interactions faibles et multivalentes 

avec des protéines et/ou des acides nucléiques. Les liaisons qui régissent la SP sont non covalentes 

faibles de type électrostatiques (charge/charge ; π-π ; π-cation)142,143. Par conséquent, les 

condensats formés par SP sont sensibles aux inhibiteurs d’interactions faibles tel que le 1,6-

hexanediol. De plus, les condensats biomoléculaires formés via la SP sont caractérisés par les 

propriétés biophysiques suivantes (Figure 15) :  

 Leur taille dépend de la concentration de la protéine à l’origine de la SP.  

 Leur formation est régie par les PTM et la valence des protéines qui les composent. 

 Des facteurs extérieurs (température, pH, pression…) modulent leur formation. 

 Leur composition diffère du nucléoplasme environnant. 

 Leur cinétique d’assemblage et de dissolution est très dynamique. 

 Des échanges rapides entre le condensat et le nucléoplasme s’effectuent. 

 

 

Figure 16 : Représentation schématique d’un diagramme de phase. 



 
52 

 

 Ces condensats présentent des fonctionnalités qui permettent de réguler l’environnement 

biochimique de la cellule. Tout d’abord, ils augmentent la concentration locale en protéine donnée, 

augmentant ainsi la cinétique de réaction biochimique. Ils favorisent également la spécificité de 

réaction en regroupant des acteurs impliqués dans une même fonction biologique. Ils ont la 

capacité de séquestrer des protéines du reste du nucléoplasme pour inhiber leur action. Enfin, 

grâce à leur dynamique, ils assurent une modulation très rapide des processus biochimiques via 

leur assemblage/dissolution140. La première étude de SP remonte à 2012 quand Li et al. 

démontrent que le complexe protéique néphrine/NCK/N-WASP (Non-Catalytic region of tyrosine 

Kinase adaptor protein 1/Neural Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) induit la formation d’un 

condensat biomoléculaire fonctionnel par SP via des interactions multivalentes entre les régions 

de faible complexité des protéines NCK et N-WASP. La formation de ce condensat est contrôlée 

par le statut de phosphorylation de l’IDR de la néphrine, ce qui souligne l’importance des PTM 

dans la régulation de la SP144. 

 

II. Les fonctions biologiques nucléaires des protéines à IDR via la séparation 

de phase 

 

 Au cours de la dernière décennie, plusieurs études ont mis en évidence des rôles 

fonctionnels de la SP et des condensats biomoléculaires dans les processus physiologiques. Des 

altérations de ce phénomène sont de plus en plus décrites dans certaines pathologies comme les 

maladies neurodégénératives et les cancers. Par soucis de concision, seules les grandes fonctions 

physiologiques nucléaires seront décrites dans le prochain paragraphe. Les rôles cytoplasmiques 

des IDR sont passés en revue dans les références 122,145. 

a. Les fonctions physiologiques des protéines à IDR via la séparation de phase 

 

i. La formation des corps nucléaires  

 

 Dans le noyau, le nucléole, les corps de Cajal ou encore les « paraspeckles » sont des 

compartiments non délimités par des membranes. Ces corps nucléaires sont définis par leur 

capacité à regrouper des protéines et des acides nucléiques impliqués dans des fonctions précises 

comme la maturation d’ARN, la réparation des dommages à l’ADN ou l’induction de l’apoptose. La 

formation de ces compartiments nucléaires passe, entre autre, par le processus de SP grâce à la 

présence de protéines à IDR. Ils sont induits à partir d’une certaine concentration . Leur taille 

dépend de la concentration en protéine, ils sont dynamiques et peuvent fusionner entre eux140. 

Par exemple, la SP est le moteur principal de formation du nucléole. Les protéines nucléolaires 

que sont fibrillarine et la nucléophosmine possèdent plusieurs IDR dans leur séquence. En 

condition de transcription active d’ARN ribosomiques et de concentration suffisante en 

fibrillarine et nucléophosmine, ces trois composés interagissent de façon multivalente et 

induisent une SP liquide-liquide. Par la suite, d’autres protéines nucléolaires à IDR rejoignent cette 

phase dense jusqu’à aboutir à la formation d’un nucléole146. Cette compartimentalisation permet 

de regrouper les acteurs de la maturation des ARN ribosomiques et de faciliter la production de 

ribosomes fonctionnels.  
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ii. L’organisation du génome  

 

 Comme mentionné précédemment, la formation de domaines de chromatine peut être 

contrôlée par un mécanisme biophysique de SP18,19. Par exemple, les régions d’HCc peuvent être 

initiées par ce processus. Les groupes de G. Karpen19 et de GJ. Narlikar18 relatent que les 

orthologues de HP1α chez les Mammifères et la Drosophile sont capables d’induire une SP via la 

phosphorylation de l’IDR d’HP1. Cette induction de SP permet le recrutement, l’accumulation et la 

séquestration des acteurs impliqués dans l’homéostasie de l’HC (Figure 16). Cependant, les 

travaux de F. Erdel chez la Souris sont en désaccord avec les études précédentes ; ils proposent 

que les capacités de la forme murine d’HP1 d’induire de la SP sont limitées 147,148. 

 

Figure 17 : Modèle schématique de la formation d'hétérochromatine via la séparation de phase. Adapté de Larson et al. 

A ce jour, Erdel et Rippe proposent que deux mécanismes non-exclusifs de SP soient à l’origine de 

la formation de sous-ensemble de chromatine : la SP liquide-liquide (LLPS) et la SP polymère-

polymère (PPPS) (Figure 17). Ces deux processus sont réalisés par des protéines à IDR. 

 Comme pour la formation des corps nucléaires, des protéines associées à la chromatine 

(ex : HP1α) peuvent induire une LLPS grâce à leur capacité d’interactions électrostatiques 

multivalentes. Ceci résulte en la formation de gouttelettes liquides enrichies en protéines 

spécifiques qui peuvent favoriser ou inhiber des réactions biochimiques. Par conséquent, la 

composition de la phase dense diffère de celle du nucléoplasme. La phase dense reste stable même 

en l’absence de la composante chromatine. La formation de condensats de chromatine par LLPS 

dépend de la concentration des protéines les composant. Plus la concentration augmente, plus le 

condensat de chromatine est grand. Par conséquent la région de chromatine contenue dans le 

condensat varie (plus compacte ou région plus grande) pour s’ajuster à la taille de la gouttelette.  

 La PPPS est induite par la fixation de protéines de pontage (bridging) sur la chromatine. 

Ceci induit le rapprochement physique de la chromatine formant un réseau de chromatine. La 

composition au sein du compartiment ne diffère pas de celle du nucléoplasme. La stabilité du 

réseau dépend de la présence de chromatine. Ce type de condensat ne dépend pas de la 

concentration des protéines de pontage, si leur concentration augmente, la taille n’observera 

aucun changement ; le domaine et l’état de compaction ne seront pas affectés par ces variations 

de concentration149.  

 La LLPS et la PPPS peuvent promouvoir la formation de sous-ensembles chromatiniens 

bien que reposant sur des propriétés moléculaires différentes. Il est encore compliqué de 

HP1 α s’assemble sur la 
chromatine

La forte concentration des 
oligomères d’HP1α induit 

une séparation de phase

Les macromolécules interagissant avec HP1a sont 
incorporées dans la phase d’hétérochromatine

Les macromolécules n’interagissant pas avec HP1a sont 
exclues de la phase d’hétérochromatine

Nucléosome

H3K9me3

HP1a

Phase d’hétérochromatine
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distinguer, via des approches expérimentales, par lequel de ces mécanismes sont régis les sous-

ensembles chromatiniens. Cependant, ces deux types de SP peuvent être induits par des protéines 

à IDR et renforcent l’importance de ce type de protéine dans l’organisation nucléaire. 

 

 

Figure 18 : Modèle schématique de formation de compartiments sous chromatiniens par séparation de phase.  
(Adapté de Erdel et Rippe149) 

 De plus, outre le modèle de « loop extrusion », il est proposé que la 

formation/réorganisation des TAD requiert un processus de SP150. Une étude récente démontre 

que la réorganisation des TAD observée lors de la reprogrammation de cellules pluripotentes 

murines est, en partie, due à la capacité du facteur de transcription OCT4 (Octamer-binding 

transcription factor 4) d’induire une SP via son IDR151.  

iii. La régulation de la transcription 

 

 De plus en plus d’études reportent l’importance de la SP induite par IDP dans la régulation 
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de la transcription152. Les IDP peuvent réguler la transcription via la formation de condensats 

transcriptionnels (Chapitre 1 Partie 1.II.b). Une étude pionnière de l’équipe de R. Young a 

démontré que les co-activateurs de l’ARN polymérase II, MED1 (Mediator of RNA polymerase II 

transcription subunit 1) et BRD4 (Bromodomain-containing protein 4) induisent la formation de 

condensats transcriptionnels au niveau de « super-enhancers » via la SP153 (Figure 18). La 

condensation de MED1 et BRD4 entraine le recrutement des acteurs essentiels de la transcription. 

Les condensats ainsi formés répondent aux propriétés de SP : ils dépendent de la concentration 

de MED1 et BRD4, sont hautement dynamiques et sont sensibles à l’1,6-hexanediol ainsi qu’aux 

variations de pH. Les auteurs ont identifié l’IDR de MED1 comme responsable de l’induction de la 

SP et plus particulièrement l’importance des résidus sérine dans ce processus. In cellulo, 

l’induction de l’IDR seule de MED1 est capable de former les condensats transcriptionnels au 

niveau des « super-enhancers ». En revanche, l’IDR muté sur les résidus sérines de MED1 n’induit 

pas de SP soulignant la nécessité de cet acide aminé. Cette étude relie pour la première fois la 

régulation de la transcription, l’organisation 3D du génome et le processus de SP.  

  

Figure 19 : Représentation schématique d'un condensat transcriptionnel formé via séparation de phase. 
(Adapté de Sabari et al.153) 

Plus tard, Lu et al. ont également mis en évidence  un lien entre transcription et SP. Ils ont 

démontré que le co-régulateur transcriptionnel TAZ (Transcriptional co-Activator with PDZ-

binding motif) est capable grâce à différents domaines IDR, d’induire in vitro et in cellulo des 

condensats via SP. Ces condensats répondent aux différentes propriétés de la SP et sont enrichis 

en protéines impliquées dans la transcription comme l’ARN polymérase II, ses co-activateurs 

MED1 et BRD4 et en facteur de transcription (TEAD4 (TEA domain transcription factor 4)). La 

capacité d’induction de SP de TAZ est contrôlée par son état de phosphorylation. La déplétion du 

domaine responsable de la SP de TAZ conduit à la disparition des condensats transcriptionnels 

ainsi qu’à une altération du profil d’expression des gènes154.  
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iv. La régulation des mécanismes de réparation de l’ADN 

 

 Brièvement abordée en partie 1.2.c., la SP est un processus qui garantit l’efficacité de 

réparation de dommages à l’ADN. Les DSB sont reconnues par les protéines PARP. Celles-ci 

ajoutent des résidus PAR (pour poly(ADP)-ribose) sur elles-mêmes, sur des protéines impliquées 

dans la réparation et sur les histones situées aux extrémités de la cassure. Il s’agit du processus 

de parylation. Ces motifs PAR sont très chargés négativement et recrutent les protéines à IDR FUS, 

EWS et TAF15 (protéines FET) via des interactions électrostatiques multivalentes155. Grâce à leur 

IDR, ces protéines induisent la formation de gouttelettes via SP. Cela permet le recrutement, la 

concentration et la compartimentalisation des acteurs de la DDR assurant l’efficacité de 

réparation des DSB57 (Figure 19). Du reste, les gouttelettes induites sont dynamiquement 

régulées par l’état de phosphorylation de FUS155.  

 D’autres acteurs en aval de la signalisation de la cassure sont tout autant capables 

d’induire une SP. C’est le cas de la protéine 53BP1 (p53 binding protein 1) qui possède à son 

extrémité C-terminale une région enrichie en acides aminés impliqués dans la SP. 53BP1 est 

premièrement recrutée au niveau des cassures via des interactions protéine/protéine spécifiques, 

puis s’oligomérise pour induire une SP (Figure 19). La formation de condensats de 53BP1 

entraine le recrutement et l’activation de P53 pour permettre l’activation des points de contrôle 

de réparation suite à la cassure. Lorsque la SP induite par 53BP1 est inhibée, une déficience de 

l’activation de P53 et une réparation altérée des dommages de l’ADN sont observées156.  

 De façon indirecte, la SP est également importante pour la réparation des cassures dans 

l’HC. Pour être réparées, ces DSB sont relocalisées hors de l’HC dans un contexte chromatinien 

plus relâché et accessible aux acteurs de la réparation. La relocalisation s’effectue grâce aux 

réseaux nucléaires d’actine-F et de myosine et dépend du complexe ARP2/3 (Actin Related 

Protein 2/3). L’assemblage d’ARP2/3 et, par conséquent, la nucléation des filaments nucléaires 

d’actine sont contrôlés par la SP, illustrant une fois de plus le rôle crucial de la SP dans la 

réparation des dommages à l’ADN 53,54,57,157 (Figure 19). 

 

 

Figure 20 : Représentation schématique des différents condensats de réparation observés lors de cassures à l'ADN. 
(Adapté de Spegg et Altmeyer57) 
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b. Les protéines à IDR et pathologies 

 

 Les protéines à IDR sont impliquées dans la régulation de processus biologiques-clés. De 

ce fait, leur dysfonctionnement est retrouvé dans des pathologies comme les cancers et les 

maladies neurodégénératives. L’altération des protéines à IDR affecte le mécanisme de SP dont le 

rôle pathologique est de plus en plus décrit. 

i. Les altérations des protéines à IDR dans les maladies neurodégénératives 

 

 Les maladies neurodégénératives (MND) sont caractérisées, entre autre, par une inclusion 

d’agrégats de protéines mal conformées au sein des neurones qui conduit à leur perte de fonction 

progressive et à leur mort. Le mauvais repliement et l’agrégation des protéines à IDR sont 

particulièrement retrouvés dans ce type de pathologies158. C’est le cas pour les synucléinopathies. 

Il s’agit d’un groupe de maladies neurodégénératives (maladie de Parkinson (PD pour Parkinson 

Disease), démence à corps de Lewy, atrophie multisystématisée) caractérisé par la présence 

d’agrégats fibrillaires d’α-synucléine dans le cytoplasme d’une catégorie de neurones et de 

cellules gliales. L’α-synucléine est le prototype d’une IDP, elle contient une IDR dans sa partie C-

terminale et son ensemble conformationnel dépend de l’environnement. En fonction des 

conditions, la protéine change d’état structurel et se bloque dans un certain état. Dans les cas de 

maladie de Parkinson, un fort stress oxydatif est observé158. Dans ces conditions, l’α-synucléine 

est bloquée sous sa forme fibrillaire et entraine la formation d’agrégat (Figure 20). Il a récemment 

été démontré que l’α-synucléine conduit à la formation de gouttelettes liquides via SP et que cette 

SP précède la formation d’agrégats. De plus, des mutations retrouvées chez les patients atteints 

de PD augmentent la capacité de SP et accélèrent l’agrégation de la protéine159. Leur accumulation 

dans ces agrégats conduit à la mort des neurones160,161.  

 La maladie d’Alzheimer se caractérise, elle aussi, par la présence d’agrégats protéiques, 

notamment de la protéine tau. Cette protéine ne possède pas de structure 3D stable, elle est 

considérée comme entièrement désordonnée. Elle est le lieu de nombreuses PTM et des formes 

mutées sont décrites dans la maladie d’Alzheimer. Dans des conditions encore mal définies, des 

modifications de ses PTM conduisent à son agrégation sous forme d’enchevêtrement fibrillaire. 

Ces amas entrainent une neurotoxicité et la mort cellulaire162. Comme pour l’α-synucléine, Kanaan 

et al. reportent que tau induit la formation de gouttelettes liquides via la SP en conditions 

physiologiques. Les auteurs démontrent ensuite que des formes mutées ou hyperphosphorylées 

(les deux retrouvées chez les patients) augmentent les capacités de formation de gouttelettes de 

la protéine (Figure 20). Cette SP augmentée conduit à la formation d’agrégats pathogéniques de 

la protéine tau163.  

 Dans la sclérose latérale amyotrophique (SLA ou maladie de Charcot), la protéine FUS est 

mutée dans sa partie intrinsèquement désordonnée. Comme précédemment mentionné (Chapitre 

Partie 2.II.a.iv), FUS induit la formation de gouttelettes via SP. Patel et al. mettent en évidence 

qu’au cours du vieillissement, ces compartiments liquides induits par FUS tendent à changer de 

nature et devenir des agrégats solides fibreux (Figure 20). Chez les patients atteints de SLA, ce 

changement d’état est accéléré par les mutations de FUS164. 
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Figure 21 : Modèle de l'impact des altérations des protéines à IDR sur le développement de maladies neurodégénératives. 
(Inspirée de Patel et al.164 et Zbinden et al.165) 

 L’ensemble de ces données souligne le rôle-clé des protéines à IDR dans les MND. Leurs 

altérations (mutations, fusion…) peuvent conduire à des phénomènes de SP aberrants entrainant 

la formation d’agrégats de protéines, au centre du développement de bon nombre de ces maladies 

neurodégénératives165.  

ii. Les altérations des protéines à IDR dans les cancers 

 

 De plus en plus d’études s’intéresse aux fonctions des protéines à IDR et à la SP dans le 

processus de carcinogénèse143. Par exemple, SPOP (Speckles-Type POZ Protein) est une protéine 

adaptatrice d’E3 ubiquitine ligase nucléaire impliquée dans la dégradation d’oncogène (entre 

autres c-MYC et PTEN)166. Les régions d’interaction avec ses substrats sont localisées dans des 

IDR. De plus, SPOP est capable de s’oligomériser. DAXX (Dead domain associated protein) est une 

protéine-substrat de SPOP, ils interagissent par des interactions multivalentes faibles. Bouchard, 

Otero et al. ont démontré que leur interaction entraine la formation de gouttelettes via la SP 

transmise à la fois par les interactions multivalentes faibles entre SPOP et DAXX et par 

l’oligomérisation de SPOP. Ces gouttelettes sont fonctionnelles et regroupent les acteurs 

nécessaires à l’ubiquitination de DAXX. Par ailleurs, les auteurs soulignent que les mutations de 

SPOP dans le domaine d’interaction avec ses substrats sont communément retrouvées dans les 

cancers de la prostate (entre 6-15% selon les cohortes167) et du sein (environ 16%168). Ces 

mutations perturbent la formation des gouttelettes SPOP/DAXX  et conduisent à l’accumulation 

d’oncogènes169. 

 Dans les cancers, notamment les sarcomes et les leucémies, les gènes codant pour les 

protéines FET (FUS/EWS/TAF15) présentent fréquemment des translocations (de quelques 

pourcents à plus de 85% selon le type de translocations) qui affectent particulièrement leurs 

régions intrinsèquement désordonnées170. Ces régions sont impliquées dans la formation des 

condensats de réparation des cassures et dans la reconnaissance des motifs de parylation. 
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Altmeyer et al. proposent que cette absence de SP entraîne une moins bonne reconnaissance et 

réparation des cassures qui favorise par conséquent l’instabilité génétique des cancers 

concernés155.  

 Des translocations de la protéine EWS (Ewing Sarcoma) sont également décrites chez des 

patients atteints de sarcome d’Ewing. L’une des plus caractérisées résulte de la fusion entre le 

facteur de transcription FLI1(Friend leukemia integration 1 transcription factor) et l’IDR N-

terminale de la protéine EWS171. La protéine de fusion résultante EWS-FLI1 est oncogénique et 

est souvent la seule altération génétique retrouvée dans ce sarcome. Boulay et al. ont mis en 

évidence le rôle fonctionnel de cette translocation. EWS-FLI1 se lie avec le complexe de 

remodelage de la chromatine SWI/SNF et le recrute sur des répétitions GGAA(n) présentes au 

niveau d’« enhancer ». Sur ces régions, l’IDR d’EWS de la protéine fusion EWS-FLI1 entraine une 

SP qui permet l’activation de l’« enhancer » et conduit à l’expression de gènes oncogéniques 

impliqués dans le développement du sarcome d’Ewing172 (Figure 21). 

 

 

Figure 22 : Représentation schématique de l'implication de la protéine de fusion EWS-FLI1 dans la carcinogénèse. 

 

 Enfin, une étude récente met en évidence pour la première fois le lien entre SP, 

organisation 3D du génome et carcinogénèse. De nombreux cancers sont caractérisés par la fusion 

entre un gène codant pour une IDR et une protéine interagissant avec la chromatine. Dans les 

hémopathies malignes humaines, la translocation du gène codant pour l’IDR de la nucléoporine 

NUP98 et le facteur de transcription HOXA9 est retrouvée de façon récurrente (quelques 

pourcents à 35% selon les cohortes étudiées)173. Ahn et al. démontrent que l’expression de la 

protéine de fusion NUP98IDR/HOX9A induit la formation de gouttelettes via SP et qu’elle est 

suffisante pour induire la transformation oncogénique de cellules hématopoïétiques saines. La SP 

induite augmente l’interaction de NUP98IDR/HOX9A avec la chromatine au niveau de « super-

enhancer » et active un réseau transcriptionnel oncogénique. De plus, les auteurs mettent en 

évidence que la SP induite par l’IDR de NUP98 dans la protéine de fusion NUP98IDR/HOX9A 

entraine la formation de boucle de chromatine (« enhancer »/promoteur) de manière 

indépendante de CTCF174. Cette étude est la première preuve de concept du lien entre 

translocation oncogénique, IDR, SP et organisation 3D du génome.  

 La compréhension des protéines à IDR et des condensats biomoléculaires est primordiale 

pour apporter de nouvelles connaissances sur le développement de certaines maladies. Grâce à 

leur multitude de fonctions et leur implication dans des pathologies, les protéines à IDR émergent 
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comme des nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. Malgré leur abondance dans le génome 

humain, aucune drogue ciblant les protéines à IDR n’est, à ce jour, approuvée par les autorités 

sanitaires. En effet, l’absence de structure 3D complexifie le design de potentiels composés ciblant 

les IDR. De plus, les IDP sont difficiles à cibler car l’interaction avec leur partenaire se fait via des 

interactions faibles et transitoires160. Néanmoins, de nombreux essais pré-cliniques et cliniques 

ciblant ces protéines via des composés chimiques, anticorps intra-cellulaires ou immunothérapies 

sont en cours de développement160 et certaines  start-up se spécialisent dans le ciblage des 

condensats biomoléculaires175. 
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Partie 3 : L’E3 ubiquitine ligase TRIP12 
 

I. Des généralités sur l’E3 ubiquitine ligase TRIP12 

 

a. La découverte 

 

 L’ADNc de TRIP12 (Thyroid hormone Receptor Interacting Protein 12) a été identifié 

initialement en 1994 dans une lignée cellulaire humaine de leucémie myéloïde aiguë KG-1. Cette 

étude avait pour objectif d’identifier de nouveaux gènes humains et ne comprenait pas d’étude 

fonctionnelle. Une homologie partielle de séquence fût retrouvée chez Saccharomyces cerevisiae 

avec la protéine UFD4 (Ubiquitin Fusion Degradation 4). UFD4 n’étant pas encore identifiée dans 

la base de données GenBank, les auteurs nommèrent arbitrairement la séquence de l’ADNc de 

TRIP12, KIAA0045 (numéro d’accession GenBank : D28476)176. Un an plus tard, dans une étude 

qui visait à identifier des partenaires du récepteur à l’hormone thyroïdienne T3 (TRβ1), Lee et al. 

mentionnent pour la première fois TRIP12177. En effet, ils identifient, chez le Rat, 15 protéines non-

apparentées appelées les Thyroid hormone Receptor Interacting Proteins (TRIP1-15). Parmi les 

TRIP identifiées, des homologies de séquence avec des protéines connues sont trouvées. TRIP12 

est la douzième protéine de la liste et présente notamment une homologie de séquence avec la 

partie carboxy-terminale de la protéine E6-AP (E6-associated protein), une oncoprotéine à 

activité E3 ubiquitine ligase178. De plus, les auteurs décrivent que TRIP12 interagit avec TRβ1 en 

l’absence de l’hormone thyroïdienne T3 et qu’elle n’affecte pas son activité. D’autres travaux de 

1995 relatent une homologie de séquence de 55% entre TRIP12 et le domaine Homologue à 

l’Extrémité Carboxy-Terminale (domaine HECT) de l’E3 ubiquitine ligase oncogénique E6-AP la 

définissant comme une E3 ubiquitine ligase179. Ce n’est que plusieurs années après son 

identification, en 2008, que Park et al. démontreront, pour la première fois, l’activité E3 ubiquitine 

ligase de TRIP12180.  

b. Le gène Trip12 

 

 Sur le génome humain, le gène codant pour l’ARNm Trip12 est situé sur le bras long du 

chromosome 2 locus q36.3 (Chr2q36.3) et s’étend sur près de 168 kb. L’expression de l’ARNm de 

Trip12 est contrôlée par un promoteur bidirectionnel qui régule également l’expression de 

l’ARNm de FbxO36 (F-Box Only protein 36) en direction opposée (Figure 22). La fonction exacte 

de la protéine FBXO36 n’est à ce jour pas connue. Elle fait partie de la famille des protéines à 

domaine F-Box, motif d’environ 50 acides aminés, décrits pour être impliqué dans les interactions 

protéine-protéine. La première protéine à F-Box identifiée, FBP, fait partie du complexe SCF (SKP, 

CULLIN, F-BOX containing complex) qui dirige l’ubiquitination et la dégradation par le 

protéasome 26S de protéines impliquées dans le cycle cellulaire.  

 Les promoteurs bidirectionnels sont représentés à hauteur de ~10% dans le génome 

humain et sont retrouvés dans de nombreuses espèces. La plupart des gènes contrôlés  par un 

promoteur bidirectionnel partagent une fonction similaire (réparation des dommages à l’ADN, 

régulation du cycle cellulaire ou métabolisme)181. La présence d’un promoteur bidirectionnel 

permettrait une co-régulation des gènes concernés, ici TRIP12 et FBXO36. Le promoteur de 

Trip12 contient 555 paires de base et est situé au cœur d’une région riche en dinucléotides CG 

(cytosine-guanosine), également appelée îlot CpG (Cytosine-phosphate-Guanosine), de 1753 
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paires de base. La régulation et le niveau de méthylation de ce promoteur TRIP12/FBXO36 restent 

à ce jour peu connus.  

           

Figure 23 : Représentation schématique de la position du gène Trip12 sur le chromosome 2 et de l’organisation du 

promoteur bidirectionnel. 

 

c. La structure et l’expression de l’ARNm de Trip12 

 

 Il a été identifié 26 variants d’épissage de l’ARNm de Trip12. Leur taille varie entre 9 065 

nucléotides à 10 492 nucléotides. Ils sont composés de 41 à 43 exons. Le niveau d’expression et 

les fonctions spécifiques de ces variants ne sont pas connues. L’ARNm de Trip12 possède une 

région 5’-non traduite (5’-UTR) d’environ 180 nucléotides. Il existe deux formes de la région 3’-

UTR de l’ARNm de TRIP12, une forme courte de 340 nucléotides et une forme longue de 3 717 

nucléotides dus à la présence de deux signaux de poly-adénylation (PAS) (Figure 23). Ces deux 

variants possèdent une efficacité de traduction différente. En effet, lors d’une activation de la voie 

de signalisation mTORC (mammalian Target Of Rapamycin Complex 1), la forme courte est 

traduite plus efficacement que la forme longue182.  

 

                            

Figure 24 : Représentation schématique de la structure de l'ARNm et de la protéine TRIP12. 
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 L’ARNm de Trip12 est exprimé de manière ubiquitaire dans les tissus humains bien qu’il 

existe une grande hétérogénéité d’expression en fonction des tissus étudiés (Human Protein 

Atlas). A titre d’exemple, les testicules et les muscles squelettiques sont les tissus qui expriment 

le plus l’ARNm de TRIP12, le pancréas, quant à lui, présente un faible niveau d’expression (Figure 

24). 

 

        

Figure 25 : Histogramme du niveau d'expression de l'ARNm de Trip12 dans les tissus humains. 

 

d. La structure et l’expression protéique de TRIP12 

 

 Les variants d’épissage de l’ARNm de TRIP12 peuvent être traduits en 14 isoformes 

protéiques. Parmi elles, on distingue 12 longues isoformes d’une taille variant de 1772 à 2068 

acides aminés (aa) soit un poids moléculaire compris entre 189 kDa et 227 kDa. Seules deux 

isoformes courtes sont décrites, une de 411 aa et une de 440 aa, elles contiennent uniquement la 

partie N-terminale de la protéine TRIP12. Historiquement, les isoformes longues de 2025 et 1992 

acides aminés sont les plus étudiées. Mes travaux de thèse reposent sur l’étude de cette dernière 

isoforme référencée sous le numéro d’accès : NP_004229.1 (Figure 23). A l’exception de ces deux 

variants, l’existence des autres isoformes n’a jamais été expérimentalement prouvée.  

 Bien que la structure 3D de la protéine TRIP12 n’ait jamais été cristallisée, des données 

sur son organisation spatiale sont disponibles. En effet, grâce à des analyses de séquence et des 

approches biochimiques, il a été démontré que TRIP12 possède au moins 4 domaines protéiques; 

un domaine d’activité catalytique HECT à l’extrémité C-terminale179, deux domaines d’interaction 

protéine/protéine WWE183 (Tryptophane-Tryptophane-Glutamate) et ARM184 (Armadillo 

repeats). Plus récemment nous avons identifié une région intrinsèquement désordonnée (IDR) à 

l’extrémité N-terminale185. Chacun de ces domaines est associé à une fonction de TRIP12 (Figure 

25).  
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Figure 26 : Domaines protéiques de TRIP12 

 

i. Le domaine HECT  

 

 Le domaine HECT (~40kDa) est situé à l’extrémité C-terminale entre les acides aminés 

1552 et 1992179. Il s’agit du domaine d’activité catalytique qui permet de classer TRIP12 dans la 

famille des 28 E3 ubiquitine ligases de type HECT. Ce domaine confère à TRIP12 la capacité 

d’ubiquitiner des protéines180,186 (cf Chapitre 1 - Partie 3.2). Le résidu cystéine localisé en position 

1959 est crucial. Son échange avec un résidu alanine abolit l’activité catalytique de TRIP12185. Ce 

domaine permet à TRIP12 d’être impliquée dans de nombreux processus cellulaires qui seront 

détaillés dans la partie 3. 2. 

ii. Le domaine WWE 

 

 Le domaine WWE est situé entre les acides aminés 749 et 836. Cette région est 

caractérisée par la présence d’acides aminés hydrophobes, aromatiques et par la conservation de 

deux résidus glutamate (WW) et d’un résidu tryptophane (E). Il est requis pour les interactions 

protéines/protéines. Il est notamment essentiel pour la famille des E3 ubiquitine ligases et les 

poly-ADP ribose polymérases (PARP). Le domaine WWE permet l’interaction de TRIP12 avec les 

protéines APP-BP1180 (Amyloid Precursor Protein-Binding Protein 1), PTF1a187 et la forme parylée 

de PARP1188 afin d’en assurer leur adressage au protéasome via une polyubiquitination. 

iii. Le domaine Armadillo 

 

 Le domaine Armadillo (ARM) est situé entre les acides aminés 437 et 715. Ce domaine est 

caractérisé par la présence de répétitions en tandem d’environ 42 résidus d’acides aminées 

hydrophobes. Ces répétitions sont fortement impliquées dans les interactions protéine/protéine. 

Les protéines  avec des répétitions Armadillo interviennent dans une multitude de processus 

biologiques tels que l’adhésion cellule/cellule, la signalisation cellulaire, l’organisation du 

cytosquelette, le trafic nucléaire et l’ubiquitination189. Une étude a démontré qu’au sein de la 

protéine UFD4 (homologue de TRIP12 chez Saccharomyces cerevisiae (Chapitre 1 Partie 3 I.d.vi), 

le domaine ARM permet la reconnaissance du signal de dégradation des substrats par fusion de 

l’ubiquitine183. De plus, le domaine ARM permet à TRIP12 d’interagir avec les protéines PTF1a187 

et USP7190(Ubiquitin Specific Protease 7). 
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iv. La région intrinsèquement désordonnée 

 

 Une région intrinsèquement désordonnée (IDR) est située à l’extrémité N-terminale entre 

les acides aminés 1 et 440185. Comme mentionné dans la partie 2, les IDR sont des séquences 

enrichies en acides aminés basiques, chargés positivement, et hydrophiles tels que la lysine, 

l’arginine, la sérine et l’histidine. Elles sont caractérisées par une absence de structure 3D et sont 

présentes dans environ 40% du protéome121. En dépit de leur absence de structure, de plus en 

plus d’études mettent en avant une fonction de ces régions protéiques, allant ainsi à l’encontre du 

paradigme « structure = fonction ». Les protéines à IDR sont impliquées dans les interactions avec 

les protéines mais aussi avec les acides nucléiques (ARN+ADN)191,192. En effet, la présence d’IDR à 

l’extrémité N-terminale d’une protéine favorise une interaction avec l’ADN193. Nous avons 

démontré que TRIP12 interagit avec la chromatine via son domaine IDR185. L’IDR de TRIP12 est 

également nécessaire mais pas suffisante pour l’interaction avec la déubiquitinase USP7 et pour 

l’interaction avec la glucocerebrosidase (GCase)194. 

v. La localisation subcellulaire, l’expression protéique et les modifications 

post-traductionnelles de TRIP12 

 

  La localisation subcellulaire et l’expression protéique 

 En accord avec le Human Protein Atlas, nos travaux et ceux de nos collègues décrivent une 

localisation nucléaire de la protéine TRIP12195. Cette localisation dans le noyau des cellules 

s’explique très probablement par la présence de deux séquences prédites (acides aminés 73 à 94 

et 136 à 152) de localisation nucléaire (NLS) retrouvées au sein de l’IDR. Nos travaux soulignent 

également que, dans un modèle cellulaire HeLaS3, la présence de TRIP12 varie au cours du cycle 

cellulaire : TRIP12 est induite en fin de phase S, perdure en phase G2 pour atteindre son maximum 

d’expression en mitose et disparaître en début de phase G1. 

 La protéine TRIP12 est exprimée de façon ubiquitaire et à des niveaux comparables (faible 

à moyen) dans la plupart des tissus humains. Les testicules sont le tissu où TRIP12 est la plus 

exprimée. Son expression n’est cependant pas détectée dans le foie, les tissus mous et adipeux et 

dans la rate196. Il est intéressant de noter qu’une étude décrit une localisation et une action au 

niveau du réticulum endoplasmique de TRIP12 au niveau de cellules neuronales dopaminergiques 

de la substantia nigra pars compacta (Chapitre 1 Partie 3 III.b.) chez des patients atteints de la 

maladie de Parkinson194. 

  Les modifications post-traductionnelles 

 Comme une vaste majorité de protéines, TRIP12 est post-traductionnellement modifiée. 

La base de données PhosphoSitePlus®197 recense les acides aminés modifiés identifiés lors 

d’études expérimentales. Pour TRIP12, elle dénombre 83 sites de phosphorylation, 40 sites 

d’ubiquitination, 5 sites de mono-méthylation et 4 sites d’acétylation (Figure 26). Ces 

modifications sont le plus souvent retrouvées dans son IDR de par ses propriétés intrinsèques 

(Chapitre 1 Partie 2.I.c.). Parmi les nombreuses phosphorylations identifiées, seulement trois ont 

été attribuées à des kinases : la sérine S424 par la kinase CDK1 (Cyclin Dependent Kinase 1), la 

sérine S1078 par la kinase CHK1 (Checkpoint Kinase 1) et la sérine S1577 par les kinases 

ATM/ATR (Ataxia-Telangiectasia-Mutated/Ataxia-Telangiectasia and Rad3-related). Deux études 

fonctionnelles mettent en évidence la poly-ubiquitination de TRIP12 sans pour autant identifier 
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l’E3 ubiquitine ligase impliquée198,199. De plus, il n’est pas exclu que TRIP12 puisse s’auto-

ubiquitiner. Une de ces études reporte également qu’USP7 stabilise TRIP12 grâce à son activité 

déubiquitinase. De surcroît, Liu et al.190 démontrent que TRIP12 interagit et poly-ubiquitine USP7 

entrainant sa dégradation par le protéasome. De ce fait, il existe une boucle de régulation entre 

TRIP12 et USP7 via le contrôle des modifications post-traductionnelles. Malgré les nombreuses 

études sur TRIP12, aucune ne montre l’effet de ces modifications PTM sur la régulation de son 

activité catalytique, de sa capacité d’interaction ou de sa localisation subcellulaire.  

                         

Figure 27 : Modifications post-traductionnelles de la protéine TRIP12. 

 

vi.  La conservation de TRIP12 entre les espèces 

 

 La protéine TRIP12 possède de nombreux orthologues dans différentes espèces. Certains 

orthologues de TRIP12 portent un nom différent par exemple, CTRIP (Circadian TRIP) chez 

Drosophila melanogaster, KAKTUS (KAK ou UPL3) chez Arabidospsis thaliana et UFD4 (Ubiquitin 

Fusion Degradation 4) chez Saccharomyces cerevisiae195. La taille des orthologues de TRIP12 varie 

de 3 140 acides aminés pour CTRIP à 1 483 acides aminés pour UFD4 (Figure 27). La séquence 

d’acides aminés de TRIP12 est très conservée chez les Vertébrés variant de 82% d’identité chez 

Danio rerio à 97.7% pour Mus musculus comparativement à la séquence de l’Homme. Ce 

pourcentage diminue fortement chez les Invertébrés avec 38% d’identité pour Drosophila 

melanogaster et seulement 27.2% pour Saccharomyces cerevisiae (Figure 27).  

 A l’exception du domaine WWE qui est présent chez tous les Vertébrés et Schmidtea 

mediterranea mais pas chez Arabidospsis thaliana et Saccharomyces cerevisiae; l’IDR, les 

répétitions ARM et le domaine HECT sont présents chez tous les orthologues. Due à l’absence de 

structure 3D, il est décrit que le taux d’évolution des IDR est plus élevé que les domaines 

structurés121. Cependant, et en accord avec nos résultats précédents, les régions IDR avec une forte 

conservation au cours de l’évolution sont souvent retrouvées dans des protéines impliquées dans 

la régulation de la transcription et l’interaction avec l’ADN121. La grande conservation des 

domaines de TRIP12 au cours de l’évolution souligne l’importance des fonctions de cette protéine 

dans le monde vivant. 
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Figure 28 : Représentation schématique des domaines de la protéine TRIP12 dans différentes espèces. 

 

II. Les fonctions de TRIP12 liées à son activité catalytique 
 

a. L’ubiquitination des protéines  

 

 Grâce à son domaine catalytique HECT, TRIP12 fait partie du système d’ubiquitination des 

protéines. Découverte en 1978200 et depuis récompensée par un prix Nobel en 2004, 

l’ubiquitination est un processus biologique dépendant de l’ATP qui permet la modification post-

traductionnelle d’une protéine-cible par liaison covalente d’ubiquitine. L’ubiquitine est un peptide 

de 76 acides aminés (8,5 kDa) très conservé au cours de l’évolution. Cette liaison se fait entre le 

résidu glycine 76 (G76) de l’extrémité C-terminale de l’ubiquitine et une lysine du groupement 

amine latéral du substrat protéique. La fonction la plus décrite de l’ubiquitination est l’adressage 

des protéines au protéasome 26S pour y être dégradées. Ce processus est retrouvé dans une 

grande partie des fonctions cellulaires telles que la réparation des dommages à l’ADN, 

l’endocytose, le contrôle de la localisation subcellulaire, les interactions protéine/protéine et 

l’apoptose201. 

 Selon la base de données BioGrid202, TRIP12 compte 215 interactants. Les données 

proviennent de différentes approches expérimentales comme la spectrométrie de masse, 

l’immunoprécipitation suivie de Western blot ou le double hybride. Dans la vaste majorité des 

études (193), TRIP12 est retrouvée dans l’interactome de protéines. Les données de la littérature 

mettent en évidence que TRIP12 régule la stabilité et induit la protéolyse d’uniquement 12 

protéines répertoriées dans le Tableau 4. Il est intéressant de noter qu’à ce jour, aucune étude 

protéomique à large échelle se focalisant sur TRIP12 n’a été réalisée. 

 

 

 

Nom de l’espèce
Nom de TRIP12

Accession 

number

Taille Domaines protéiques
% d’identité

Homo sapiens
TRIP12, ULF
NP_004229.1

1992 -

Mus musculus
TRIP12

XP_006496492.1
1998 97,7% 

Danio rerio
TRIP12

XP_005159284.1 
2026 82% 

Drosophila 

melanogaster
ctrip

NP_001189172.2 
3140 38% 

Arabidopsis

thaliana
KAKTUS, UPL3

NP_849567.2 
1888 31.4% 

Schmidtea 

mediterranea
Smed-Trip12

GAKN01001286.1 * 
2120 28%

Saccharomyces 

cerevisae
UFD4

NP_012915.3 
1483 27,2%

IDR ARM repeats WWE HECT

404 443 721 755 842 1596 19981

440
437 715 749 836 1552 19921

437 476 755 789 876 1624 20261

1042 1083 1367 1396 1743 26151 3140

157 194 521 1471 18881

603112 156 474 212018
555

667

475

1737

117 167 458 1102 14831

Numéro  
d’accès 
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Noms 

Dénominations 
Fonctions biologiques Références 

APP-BP1  

Amyloid Precursor Protein-Binding Protein1 
Neddylation 180 

BAF57 

BRG1-Associated Factor 57 
Remodelage de la chromatine 203 

p14/ARF 

p14/Alternative Reading Frame 
Régulation du cycle cellulaire 198,204 

RNF168 

Ring Finger Protein 168 
Réparation des dommages à l’ADN 205 

Sox6 

SRY-Box transcription factor 6 
Différenciation cellulaire 206 

PTF1a 

Pancreas Transcription Factor 1a 
Différenciation cellulaire 187 

USP7 

Ubiquitin Specific Peptidase 7 

Régulation du cycle cellulaire 

Réparation des dommages à l’ADN 
190 

ASXL1 

Additional Sex Combs Like 1  
Remodelage de la chromatine 207 

PARP1 

Poly(ADP-Ribose) Polymerase 1  
Réparation des dommages à l’ADN 188 

YY1 

Ying Yang 1 
Organisation 3D du génome 208 

FBW7 

F-Box and WD Repeat Domain Containing 7  
Différenciation cellulaire 209 

GCase 

Glucocerebrosidase 
Métabolisme glycolipidique 194 

Tableau 4 : Liste des substrats identifiés de TRIP12. 

i. Le système ubiquitine-protéasome  

 

 La réaction d’ubiquitination se fait en trois étapes et nécessite une machinerie 

enzymatique composée d’enzymes E1 (ou ubiquitin-activating enzyme), E2 (ou ubiquitin-

conjugating enzyme) et E3 (ou ubiquitine ligase). A ce jour, on dénombre deux E1, 37 E2210 et plus 

de 600 E3211. La première étape dite « d’activation de l’ubiquitine » est réalisée par l’E1 et requiert 

de l’ATP. Elle consiste en la formation d’une liaison thioester entre le résidu G76 de l’ubiquitine et 

un résidu cystéine de l’E1212. Lors de la deuxième étape dite « de conjugaison », l’ubiquitine est 

transférée sur un résidu cystéine de l’E2. Enfin, lors de la dernière étape dite « de ligation », l’E2 

chargée de l’ubiquitine interagit avec une E3 ubiquitine ligase et qui reconnait et/ou catalyse le 

transfert de l’ubiquitine sur la protéine-cible. La reconnaissance des substrats par les E3 

ubiquitine ligases se fait via une séquence spécifique, présente sur les protéines cibles, appelée 

degron213. De plus, la réaction d’ubiquitination est réversible grâce à aux déubiquitinases (DUB)214 

(Figure 28).  
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Figure 29 : Représentation schématique du mécanisme d'ubiquitination des protéines. 

ii. Les familles de E3 ubiquitine ligases 

 

 Dans le système d’ubiquitination, les E3 ubiquitine ligases apportent la spécificité de 

substrat. Elles sont classées en trois grandes familles (RING, HECT, RBR) en fonction de leur 

capacité de liaison avec le complexe E2-Ubiquitine211.  

 RING 

 La famille des RING (Really Interesting New Gene) est la plus grande famille et compte 

plus de 600 membres. Les E3 RING interagissent avec le complexe E2/Ub via un domaine RING et 

l’ubiquitine est directement transférée de l’E2 au substrat sans passer par un complexe 

intermédiaire E3/Ub. Les protéines RING1b et RNF168 respectivement mentionnées dans les 

parties 1.III.b.ii et 1.II.c font partie de cette famille. 

 HECT et RBR 

 A contrario, pour les E3 de la famille HECT (environ 30 membres), dont fait partie TRIP12 

et RBR (Ring1 Between Ring2, ~10 membres), l’ubiquitine est transférée de l’E2 sur une cystéine 

conservée du domaine HECT ou Ring2 de l’E2 via une liaison thioester avant d’être ajoutée sur le 

substrat. 

iii. Les différents types d’ubiquitination 

 

 Les substrats peuvent être mono-ubiquitinés (une ubiquitine sur un site), multi-mono-

ubiquitinés (une ubiquitine sur plusieurs sites) ou poly-ubiquitinés (plusieurs ubiquitines sur un 

site) (Figure 29)215. Les chaînes de poly-ubiquitination se font entre les résidus lysine K6, K11, 

K27, K29, K48 ou K63 de l’ubiquitine précédente. Elles peuvent être de longueurs et de topologies 

différentes (homotypique/hétérotypique) ce qui affectent le devenir de la protéine ubiquitinée. 

Par exemple, la poly-ubiquitination par chaines liées en K48 induit l’adressage et la dégradation 

par le protéasome 26S de la protéine concernée alors que des chaines non-K48 sont impliquées 

dans des processus de signalisation (endocytose, réparation des dommages à l’ADN, signalisation 

intracellulaire216). Les mono- et multi-mono-ubiquitinations jouent uniquement un rôle dans la 
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régulation de fonctions biologiques telles que la transcription, l’apoptose et la réparation des 

dommages de l’ADN. 

 

Figure 30 : Représentation schématique des différents types d'ubiquitination 

 

b. L’implication de TRIP12 dans le remodelage et l’organisation de la chromatine 

 

i. Via le complexe SWI/SNF 

 

 Les deux mètres d’ADN contenus dans le noyau de nos cellules s’organisent en s’enroulant 

par portion de 146 pb autour d’octamères d’histones formant une structure appelée nucléosome. 

Leur positionnement a un rôle central dans de nombreux processus nucléaires comme la 

transcription et les mécanismes de réparation des dommages à l’ADN (Chapitre 1 Partie 1). Les 

complexes protéiques SWI/SNF (Switch/Sucrose Non-fermentable) sont des régulateurs-clés du 

positionnement des nucléosomes. Ils peuvent déplacer, insérer ou éjecter des octamères 

d’histones le long de l’ADN via l’hydrolyse d’ATP. Ils sont composés d’une douzaine de protéines 

et l’activité ATPasique est portée par les protéines BRG1 (Brahma Related Gene 1) et BRM 

(Brahma). Pour être complètement fonctionnels, les complexes requièrent la présence des 

protéines BRG1-Associated Factors (BAF). Ces protéines sont dégradées lorsqu’elles ne sont pas 

associées au complexe SWI/SNF. Le contrôle de l’assemblage via la stœchiométrie des différents 

acteurs de tels complexes protéiques est essentiel à leur bon fonctionnement. Une dérégulation 

de la stœchiométrie de ces facteurs est fréquemment observée dans les cancers et entraîne une 

altération du fonctionnement du complexe (accessibilité et expression des gènes)217. Ainsi, la 

régulation de la stabilité de ces protéines contrôlées par le protéasome est cruciale pour le bon 

fonctionnement des complexes SWI/SNF. A titre d’exemple, la protéine BAF57 est stabilisée par 

sa liaison avec BAF155. Keppler & Archer démontrent que TRIP12 poly-ubiquitine le « pool » 

nucléaire libre de BAF57 (SMARCE1) (Figure 30)203. TRIP12 est ainsi impliquée dans le contrôle 

de la stœchiométrie des protéines du complexe SWI/SNF.  
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Figure 31 : Représentation schématique de la relation entre TRIP12 et BAF57. 

 

ii. Via le complexe Polycomb 

 

 Les modifications épigénétiques des bases de l’ADN et des histones jouent un rôle crucial 

dans la régulation de l’expression des gènes (Chapitre 1 Partie 1). Les histones peuvent être 

méthylées, acétylées, phosphorylées, ubiquitinées et sumoylées. L’ADN, quant à lui, peut être 

méthylé sur trois résidus nucléotidiques : la 5-méthylcytosine (5mC)218, la N4-méthylcytosine 

(4mC)219 et la N6-méthyladenosine (6mA)220. Chez les Eucaryotes et les Vertébrés, il a récemment 

été démontré que la 6mA est associée aux marques épigénétiques répressives207 telles que 

H2AK119Ub et H3K27me3. Elles sont déposées de façon réversible par les complexes répresseurs 

Polycomb 1 (PRC1) et 2 (PRC2) et permettent la répression de gènes lors de la différenciation 

cellulaire, par exemple. L’ubiquitination de H2A sur la lysine K119 est réversible grâce au 

complexe Polycomb Repressive Deubiquitinase complexe (PR-DUB) formé les protéines BAP1 

(BRCA1 Associated Protein 1) et ASXL1 (Additional Sex Combs Like 1). BAP1 porte l’activité 

déubiquitinase et est stabilisée par ASXL1. En 2019, Kweon et al. démontrent que les 6mA situées 

au niveau des gènes réprimés par PRC1/2 sont reconnues par le PR-DUB et que TRIP12 participe 

au maintien de ses marques répressives en induisant la déstabilisation du complexe PR DUB via 

la poly-ubiquitination et la dégradation d’ASXL1 (Figure 31). 
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Figure 32 : Représentation schématique de la relation entre TRIP12 et ASXL1.. 

De plus, d’autres analyses protéomiques suggèrent que TRIP12 s’associe à des composants de 

PRC2 comme SUZ12, EZH2, EED221 mais également à BAP1 du composant PR-DUB. L’ensemble de 

ces études met en évidence l’implication de TRIP12 dans la régulation épigénétique de 

l’expression des gènes via son activité d’E3 ubiquitine ligase. TRIP12 émerge ainsi comme une 

protéine régulatrice-clé de l’homéostasie de la chromatine. 

iii. Via le facteur de transcription YY1 

 

 L’expression des gènes est également contrôlée par des facteurs de transcription. Ying 

Yang 1 (YY1) est un facteur de transcription ubiquitaire chez les Mammifères222 capable de 

moduler la transcription en recrutant des cofacteurs activateurs ou répresseurs de la 

transcription. De nombreuses études décrivent des altérations du niveau d’YY1 dans différentes 

pathologies telles que la maladie de Parkinson, d’Alzheimer, le syndrome de déficience 

intellectuelle et les cancers222. Dans un contexte de surcharge hépatique en fer, Tang et 

collaborateurs ont démontré que TRIP12 induit la dégradation d’YY1 transmettant une 

inflammation hépatique via l’axe HNF4α (Hepatocyte Nuclear Factor 4 Alpha)/mir-122/CCL2 

(Chemokine (C-C motif) Ligand 2)208. De façon intéressante, les groupes R.Young et de Y. Wang 

expliquent que la fonction de régulation de la transcription d’YY1 est, en partie, due à sa capacité 

de structurer des boucles d’ADN par des interactions « enhancer »/promoteurs ou G4 

quadruplexes223,224. Ces travaux proposent YY1 comme un nouvel « organisateur » du génome 3D 

et, bien qu’encore débattu225, cette fonction d’YY1 ancrerait TRIP12 comme un nouveau régulateur 

de l’organisation tridimensionnelle du génome.  

 

c. L’implication de TRIP12 dans la progression du le cycle cellulaire l’intégrité 

génome 

 

 Le cycle cellulaire est un processus très finement régulé qui conduit à la formation de deux 

cellules-filles à partir d’une cellule-mère. Chez tous les organismes vivants, le cycle cellulaire se 

divise en deux grandes étapes : l’interphase et la mitose (division cellulaire). Pour les Eucaryotes, 

l’interphase est la phase la plus longue du cycle cellulaire (environ 90%), elle est divisée en trois 

étapes préparatoires à la division mitotique. Pendant la première phase G1 (Gap1), la cellule croît 
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et contrôle l’intégrité de son génome. Durant la deuxième phase dite S (Synthèse), la cellule 

incorpore des nucléotides pour répliquer son ADN. Enfin, lors de la troisième phase dite G2 (Gap2), 

la cellule vérifie une deuxième fois l’intégrité de son génome et termine sa croissance. Vient 

ensuite la mitose, elle s’accompagne d’une succession de nombreuses modifications 

morphologiques et biochimiques qui aboutit à la séparation en deux lots égaux des chromosomes 

de la cellule-mère entre les deux cellules-filles226. La progression d’une cellule dans le cycle 

cellulaire est régulée notamment par des CDK (Cyclin Dependent Kinase) qui phosphorylent les 

protéines sur des résidus thréonine ou sérine. Leur activité dépend des cyclines avec lesquelles 

elles interagissent et forment un complexe labile CDK/cycline spécifique pour chaque transition 

de phases du cycle. L’activité des CDK est modulée par des interactions transitoires avec des CKI 

(Cyclin dependent Kinase Inhibitors) qui inhibent leur action 226. 

 Plusieurs groupes ont démontré le rôle-clé de TRIP12 dans la régulation du cycle 

cellulaire. En effet, les travaux de Chen et collaborateurs204,227,228 reportent que TRIP12 est l’E3 

ubiquitine ligase responsable de la dégradation de la protéine p14/ARF (Figure 32). Ils 

renomment ainsi TRIP12 en ULF pour Ubiquitin Ligase for ARF. p14/ARF joue un rôle majeur 

dans la progression du cycle cellulaire. Dans une cellule saine, l’E3 ubiquitine ligase MDM2 (Mouse 

Double Minute 2) entraîne la dégradation du gardien du génome, P53. ARF interagit avec MDM2 

et inhibe son action sur P53, ce qui conduit à l’accumulation de P53, àl’arrêt du cycle cellulaire 

et/ou au déclenchement de l’apoptose. TRIP12 poly-ubiquitine ARF et diminue sa quantité, MDM2 

dégrade alors P53 permettant ainsi la progression dans le cycle cellulaire204. 

 Plusieurs protéines modulent l’interaction/dégradation d’ARF par TRIP12. En effet, le 

même groupe a identifié deux régulateurs protéiques protégeant ARF de sa poly-ubiquitination 

par TRIP12: la nucléophosmine204 (NPM) et c-MYC228. NPM interagit et séquestre ARF dans le 

nucléole, la rendant inaccessible à l’action de TRIP12 uniquement présent dans le nucléoplasme 

(Figure 32). De même, une forte surexpression de c-MYC (contexte oncogénique fort) améliore la 

demi-vie d’ARF en déstabilisant l’interaction ARF/TRIP12. Par la suite, un autre groupe démontre 

que la nucléostémine (NS) nucléolaire stabilise le complexe ARF/NPM alors  que la NS nucléaire 

déstabilise le complexe ARF/TRIP12 limitant ainsi la dégradation d’ARF229. De plus, TRIP12 se lie 

avec la forme nucléaire de la protéine TRADD (Tumour necrosis factor Receptor-Associated Death 

Domain), protéine-clé de la signalisation pro-inflammatoire du Tumor Necrosis Factor (TNF)230 

(Figure 32). La translocation nucléaire de TRADD protège ainsi ARF de sa poly-ubiquitination et 

de sa dégradation induite par TRIP12. 
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Figure 33 : Représentation schématique de la régulation de la voie ARF/P53 par TRIP12. 

 

 Enfin, les résultats in vivo de Kajiro et al. corroborent les études précédentes. Chez la 

Souris, une mutation homozygote inactivant l’activité ubiquitine ligase de TRIP12 conduit à une 

létalité embryonnaire au stade E11.5231. In vitro, les cellules ES issues de ces embryons présentent 

une croissance cellulaire réduite et une accumulation anormale en phase G2/M et sub-G1. Les 

auteurs expliquent ce phénotype par l’accumulation de la protéine ARF dont TRIP12 contrôle la 

stabilité et par l’induction anormale de la CKI p16 ink4A induisant une progression non-contrôlée 

dans le cycle cellulaire. 

 TRIP12 est très impliquée dans le contrôle de la progression dans le cycle cellulaire. 

Jusqu’il y a peu, une faible quantité de données était disponible quant à la régulation de TRIP12 

au cours du cycle cellulaire. Nous avons démontré que l’expression de la protéine TRIP12 est 

induite en fin de phase S, perdure en phase G2, atteint son maximum d’expression en mitose et 

bien que fortement associée à la chromatine en mitose, TRIP12 disparaît très rapidement en début 

de phase G1. A noter que les mécanismes de régulation de l’expression de TRIP12 au cours du cycle 

ne sont pas encore connus. De plus, nous avons montré que TRIP12 conditionne l’entrée en mitose 

en contrôlant la durée de la réplication de l’ADN en phase S et ce grâce à son interaction avec la 

chromatine via son IDR185.  

 

d. L’implication de TRIP12 dans les mécanismes de réponse aux dommages à l’ADN 

 

i. Via la voie ARF/53 

 

 Dans des conditions de stress oncogénique élevé (grande quantité de l’oncogène c-MYC) 

couplées à l’induction de cassures de l’ADN par la doxorubicine, Chen et al. démontrent que c-MYC 

empêche l’interaction entre ARF et TRIP12 en interagissant avec TRIP12228. De ce fait, ARF est 

stabilisée ce qui conduit à une accumulation de P53 et à une induction de l’apoptose en réponse 

aux cassures de l’ADN. Ils confirment ces résultats en observant une stabilisation d’ARF puis une 

induction de l’apoptose via P53 dans des fibroblastes embryonnaires murins (MEF) invalidés pour 

TRIP12 et soumis à des traitements induisant des cassures à l’ADN. D’autre part, il est décrit qu’en 
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condition de dommages à l’ADN, ATM active la protéine phosphatase 1 (PP1). PP1 déphosphoryle 

NPM complexée à ARF au niveau des nucléoles. Cette déphosphorylation entraine une libération 

d’ARF dans le nucléoplasme la rendant accessible à son ubiquitination par TRIP12232 (Figure 33). 

Ce mécanisme entraine un blocage de la réponse apoptotique après dommages à l’ADN. TRIP12 

agit ainsi comme un modulateur ambivalent voire ambiguë de la voie ARF/p53/apoptose lors des 

mécanismes de réparation des dommages à l’ADN. Toutefois, une étude a identifié la sérine S1577 

de TRIP12 comme étant phosphorylée par les kinases ATM/ATR233. Il est donc probable que les 

modifications post-traductionnelles de TRIP12 soient essentielles pour comprendre le rôle 

complexe de TRIP12 dans les mécanismes de réparation des dommages à l’ADN. Il est intéressant 

de noter que lors de la réparation des dommages à l’ADN, la chromatine subit de nombreux 

changements de son organisation. Grâce à une succession de modifications post-traductionnelles 

telles que l’ubiquitination des histones, la chromatine subit des réarrangements structurels 

(décompaction, évictions des histones…) pour assurer le bon déroulement de la DDR234,235.  

ii. Via l’ubiquitination des histones 

 

 Une étude de S. Gasser révèle l’implication d’UFD4 (orthologue de TRIP12 chez la Levure) 

dans la réorganisation nucléosomale observée lors de la réparation de dommages à l’ADN236. Une 

éviction des histones par le complexe INO80-C suivie de leur dégradation est observée lors de 

cassures à l’ADN pour permettre une décompaction et une augmentation de la mobilité de la 

chromatine afin de faciliter les mécanismes de réparation237. Challa et al. montrent que UFD4 grâce 

à son activité catalytique participe à l’éviction des histones en réponse à des dommage de l’ADN. 

De ce fait, UFD4 facilite la mobilité globale de la chromatine et l’invasion du brin complémentaire 

facilitant le recrutement des acteurs de la réparation de l’ADN (Figure 33). Dans cette étude, les 

auteurs n’étudient pas précisément les histones ciblées par TRIP12.  

 L’ubiquitination des histones joue un rôle crucial dans le recrutement des protéines 

responsables de la détection et de la réparation des dommages à l’ADN. L’E3 ubiquitine ligase 

RNF8 ubiquitine les histones H2A et H2AX au niveau des cassures. Cette primo-ubiquitination est 

ensuite amplifiée et étendue par une autre E3 ubiquitine ligase, RNF168. Ces chaines de poly-

ubiquitination servent de plateforme de recrutement pour les protéines-clés de la réparation que 

sont 53BP1 et le complexe RAP80/BRCA1. Une sur-amplification du signal d’ubiquitination peut 

être désastreuse pour la cellule. En effet, les protéines 53BP1 et BRCA1 sont séquestrées sur des 

régions d’ADN non endommagées empêchant leur action de détection au niveau des cassures. 

TRIP12 en collaboration avec UBR5 (ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 5) 

empêchent la sur-propagation de l’ubiquitination induite par RNF168205(Figure 33). Bien que les 

auteurs ne démontrent pas l’interaction/ubiquitination directe de RNF168 par TRIP12, ils 

affirment que TRIP12 contrôle le niveau de RNF168 pour prévenir une ubiquitination excessive 

après cassures. 

iii. Via la déubiquitinase USP7 

 

 En condition physiologique, la déubiquitinase USP7 stabilise MDM2 et par conséquent 

déstabilise P53. En condition de cassures à l’ADN, USP7 est déphosphorylée par PPM1G (3′-

protein-phosphatase-1G) et USP7 stabilise préférentiellement P53 plutôt que MDM2. De plus, 

USP7 stabilise RNF168 et favorise l’arrêt dans le cycle cellulaire et la réparation des cassures de 

l’ADN2. Dans ces même conditions, Liu et al. démontrent que TRIP12 interagit et poly-ubiquitine  

USP7 conduisant à sa dégradation par le protéasome190 (Figure 33). Par conséquent TRIP12 
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contrôle indirectement la stabilité des protéines protégées par USP7 telles que P53, 53BP1 et 

CHK1, lesquelles sont essentielles à la régulation de la DDR. Auparavant, une étude (cf Partie 

3.3.c.ii) a démontré que TRIP12 est stabilisée par USP7 via son activité de DUB. Etant donné les 

rôles opposés de TRIP12 et USP7 sur le niveau de RNF168, leur contrôle mutuel est un modulateur 

essentiel au bon déroulement de la réparation des dommages de l’ADN198. 

iv. Via PARP1 

 

 Le recrutement de la poly(ADP-ribose) polymérase 1 (PARP1) au niveau de différents 

types de lésions de l’ADN (SSB, DSB, stress réplicatif) est une des étapes les plus précoces dans la 

DDR. PARP1 est recrutée au niveau des cassures grâce à sa capacité de liaison de l’ADN et induit 

la synthèse de chaînes de 20 à 50 résidus d’ADP-ribose (PARylation) à sa surface et à la surface de 

différentes protéines. La PARylation entraine l’engagement de protéines impliquées dans la DDR 

et dans le remodelage de la chromatine en réponse aux cassures238. Un déficit ou une inhibition de 

PARP1 entraîne une latence dans les mécanismes de réparation des dommages de l’ADN comme 

la phosphorylation des histones H2A.X ou de P53238. Des inhibiteurs de PARP1 sont utilisés en 

oncologie pour induire la mort cellulaire par létalité synthétique dans un contexte déficient pour 

les mécanismes de réparation de l’ADN par recombinaison homologue (BRCA1 muté). Le turn-

over de la PARylation est très contrôlé pour assurer une réparation efficace. Gatti et al. 

démontrent que TRIP12 est impliquée ce processus. En effet, via son domaine WWE, TRIP12 

interagit et poly-ubiquitine PARP1 ce qui entraine sa dégradation par le protéasome188 (Figure 

33). L’inhibition de TRIP12 par siARN entraine une sensibilisation de diverses lignées 

cancéreuses (U2OS, HeLa, HCC1143 et MCF7) aux inhibiteurs de PARP1. Une fois de plus, TRIP12 

limite l’accumulation supra-physiologique d’un acteur de la DDR au niveau des cassures.  

v. Via le phospho-protéome de Ku70 

 

 Après irradiations induisant des DSB, la protéine Ku70 est phosphorylée sur sa sérine 

S155239. En condition de DSB, l’hétérodimère Ku80/70 reconnait les extrémités libres de la 

cassure et permet le recrutement des effecteurs de la réparation par 70. Un étude récente montre 

qu’après cassures, TRIP12 est à proximité de la forme phosphorylée de Ku70 sur la serine S155240. 

Malgré l’absence d’étude fonctionnelle entre les deux protéines, ce travail place encore TRIP12 

comme un modulateur de la DDR.  

 Ces différentes études mettent en évidence la forte implication de TRIP12 dans les 

mécanismes de réparation des dommages de l’ADN. Cependant, ces données soulignent une 

fonction ambivalente de TRIP12 sur la DDR qui peut être à la fois activatrice188,236 ou 

inhibitrice190,205 selon le contexte cellulaire et le substrat associé.  
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Figure 34 : Représentation schématique de la régulation de la réponse aux dommages de l'ADN par TRIP12 

 

e. L’implication de TRIP12 dans la différenciation cellulaire 

 

 La différenciation cellulaire est un processus via lequel les cellules se spécialisent en un 

type cellulaire particulier en acquérant une morphologie et des fonctions spécifiques. Plusieurs 

études démontrent la forte implication de TRIP12 dans ce processus. En effet, TRIP12 est 

indispensable à l’embryogénèse chez la Souris. Des embryons homozygotes portant une mutation 

qui inactive l’activité catalytique de TRIP12 présentent un retard de développement dès le stade 

embryonnaire E8.5 avec une réduction du nombre de somites (structures embryonnaires 

transitoires donnant naissance aux vertèbres, aux muscles et à la peau) et des malformations 

placentaires. L’ensemble de ces altérations conduit à une létalité au stade embryonnaire E11.5231. 

Dans une étude dédiée aux planaires Schmidtea mediterranea, vers connus pour leur capacité de 

régénération accrue, Henderson et al. montrent que la déplétion de l’orthologue de TRIP12, smed-

TRIP12, empêche la régénération de la région caudale après amputation241. Bien qu’aucune 

mécanistique ne soit décrite dans cet article, les auteurs mettent en avant la nécessité de TRIP12 

à la régénération cellulaire des tissus postérieurs. De plus, nos travaux et ceux de nos 

collaborateurs montrent que TRIP12 est non seulement l’E3 ubiquitine ligase contrôlant la 

stabilité de deux facteurs de transcription PTF1a187 et SOX6 (SRY-Box transcription factor 6)206 

mais également de FBW7209(F-Box And WD Repeat Domain Containing 7). Ces trois protéines sont 

des protéines régulatrices de la différenciation cellulaire et du développement tissulaire. SOX6 est 

nécessaire à la différenciation des fibres musculaires squelettiques chez la Souris. PTF1a est un 

régulateur de la différenciation des neurones GABAergique et du pancréas, tout comme FBW7 qui 

régule entre autre, la différenciation des cellules pancréatiques canalaires. Ainsi, ces études 

ancrent profondément TRIP12 comme une protéine-clé dans la régulation de ces processus.  
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 Enfin, il est important de rajouter que TRIP12 est impliquée dans la régulation des 

complexes SWI/SNF et Polycomb. Ces deux complexes sont très fortement impliqués dans le 

développement et la différenciation cellulaire242,243 et renforcent l’importance de TRIP12 dans le 

processus de différenciation cellulaire. 

 

III. L’implications de TRIP12 en physiopathologie. 

 

a. Dans les cancers 

 

i. L’altérations du gène et de l’ARNm 

 

 La base de données cBioPORTAL recense toutes les mutations et altérations géniques 

(fusions, délétions, altérations multiples) identifiées chez des patients atteints de cancers244. 

D’après ces données, 4% des patients présentent une altération au niveau du gène de Trip12. 399 

mutations dans la séquence de Trip12 sont identifiées dans différents types de cancers. Le taux 

de mutation varie entre 11,26% pour les cancers de l’endomètre et tombe à 0,2% pour les cancers 

thyroïdiens. Parmi ces mutations, 71 correspondent à des variants structuraux et 9 génèrentdes 

formes où uniquement la partie IDR est exprimée (Figure 34). Malgré toutes ces mutations, 

seulement sept études s’y sont intéressées en détail (regroupées dans le Tableau 5). De plus, les 

cohortes étudiées sont le plus souvent petites et aucune analyse fonctionnelle n’a été réalisée pour 

tenter de définir leur statut « driver » ou « passenger », ni pour comprendre les conséquences de 

telles mutations sur la carcinogénèse. 

 

Figure 35 : Représentation schématique des mutations et des variations du nombre de copies du gène Trip12 dans les 

cancers humains. (sources : cBioPortal) 

 

 

 

Mutation 

Variant structural 
Amplification 

Délétion profonde 
Altérations multiples 
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Types de 

mutations 

Mutation 

en nt et aa 
Localisation Fréquences Cancers Ref. 

Insertion 
c.273InsA  

(p.P92TfsX8) 
Exon 3 

1/27 

3,7% 

Adénocarcinome 

gastrique à 

instabilité micro-

satellitaire 
245 

Délétion 
c.3583delT  

(p.S1195LfsX24) 
Exon 24 

1/32 

3,1% 

Adénocarcinome 

colorectal à 

instabilité micro-

satellitaire 

Substitution 

(SNP) 
g. 230467943 C > A Intron 1  Cancer du sein 246 

Faux-sens g. 230670518 G > C Exon 8 9/12 
Adénocarcinome 

pulmonaire 
247 

Mutation 

conduisant à 

saut d’exon 

chr2:230725122-

230725247 
Exon 2 – Exon 4  Leucémie aiguë 

myéloïde 
248 

Faux-sens 
c.590C>T 

(R1595X) 
Exon 3 

3/20 
Carcinome 

squameux anal 
249 Non-sens 

c.4783C>T 

(S197F) 
Exon 33 

Délétion c.5462_5469del Exon 37 

Fusion TRIP12-NPM1 Exon 20 1/369 

Leucémie aiguë 

myéloïde 

pédiatrique 

250 

Délétion 
c.1286_1288delGAA 

(p. R429del) 
Exon 8  Lymphome à larges 

cellules B 
251 

Tableau 5 : Mutations du gène Trip12 et cancers associés. 

 Peu d’études s’intéresse à la régulation de l’expression de l’ARNm de TRIP12 dans les 

cancers. La base de données GEPIA répertorie son niveau d’expression dans différents cancers et 

le compare à des tissus sains252. Elle montre qu’il existe une grosse hétérogénéité d’expression en 

fonction du cancer étudié. Certains cancers, comme le CP, présentent une surexpression de 

l’ARNm de Trip12 tandis que d’autres, tels que le cancer du thymus, ont une diminution de 

l’expression. Gao P. et al. relatent l’existence d’un variant d’épissage correspondant au saut de 

l’exon 3 chez une patiente en totale rémission d’une leucémie aigüe myéloïde post-traitement248. 

Sans pour autant réaliser d’étude fonctionnelle sur une cohorte plus grande, les auteurs avancent 

que cet épissage alternatif pourrait entrainer l’activation de la voie ARF/P53/apoptose en 

inhibant la dégradation d’ARF transmise par TRIP12.  

i. Les altérations de la protéine TRIP12 

 

 Il existe très peu de données concernant l’expression protéique de TRIP12 dans les 

cancers. D’après le Human Protein Atlas qui recense le niveau d’expression protéique dans des 

tissus humains sains et issus de cancers, l’expression de la protéine TRIP12 est très hétérogène253 

(Figure 35). TRIP12 est retrouvée plus fortement exprimée dans les cancers ORL, les gliomes et 

les cancers testiculaires. En revanche, elle est faiblement retrouvée dans les cancers de la prostate. 



 
80 

A ce jour, seulement sept études démontrent l’implication de TRIP12 dans différents types de 

cancers.  

 

Figure 36 : Histogramme du niveau d'expression de la protéine TRIP12 dans différents types de cancers. 

 

  Via la voie ARF/P53 

 Comme décrit précédemment dans la partie 3.2.c, TRIP12 est un régulateur-clé de la voie 

de signalisation ARF/P53. Cette voie est très fréquemment altérée dans les cancers, quatre études 

mettent en évidence le lien entre cancer et l’implication de TRIP12 dans cette voie23,28,50,72. La 

nucléophosmine (NPM) qui protège ARF de sa dégradation par TRIP12 est mutée dans un tiers 

des cas de leucémies aigues myéloïdes. Cette mutation provoque une translocation de NPM dans 

le cytoplasme. Ainsi, ARF n’est plus maintenu dans le nucléole et elle est dégradée par TRIP12 

dans le nucléoplasme. Par conséquent, la voie ARF/P53 est inhibée et la prolifération de cellules 

issus de leucémies myéloïdes aigües est favorisée. D’autre part, les travaux de Cai et al. décrivent 

une surexpression de la déubiquitinase USP7 dans des tissus de carcinome hépatocellulaire 

corrélée à un mauvais pronostic. Cette surexpression entraine une stabilisation de TRIP12 (cf 

Partie 3.2.d) qui conduit à la dégradation d’ARF via sa poly-ubiquitination favorisant la 

prolifération cellulaire198. L’infection par Helicobacter pylori est le facteur de risque prédominant 

pour les cancers gastriques. Par un mécanisme encore inconnu, l’expression de TRIP12 est induite 

lors de l’infection par cette bactérie via son facteur de virulence CagA (Cytotoxin-Associated Gene 

A)254. Cette surexpression de TRIP12 est retrouvée chez des patients atteints de cancer gastrique. 

Elle induit la dégradation de la protéine ARF conduisant à une réduction de l’autophagie, 

processus essentiel à la prolifération de cellules cancéreuses. 

  Via la transition épithélio-mésenchymateuse 

 Dans une étude de 2021, Lee et al. démontrent qu’une expression élevée de l’ARNm de 

Trip12 est associée positivement à une meilleure survie des patientes atteintes de cancer du sein 

non métastatique255. Ils mettent en évidence que la déplétion de Trip12 entraîne une transition 

épithélio-mesenchymateuse via, entre autre, l’induction de l’expression de l’ARNm du facteur de 

transcription pro-métastatique ZEB1/2 (Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1). Bien que les 

mécanismes de régulation transcriptionnelle de Trip12 sur les gènes de la TEM ne soient pas 

élucidés dans l’étude, les auteurs mettent en évidence un rôle inhibiteur de TRIP12 dans la 

dissémination métastatique des cancers du sein. 
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  Via la radiosensibilisation 

 L’équipe de HD. Skinner a démontré à deux reprises que TRIP12 est impliquée dans la 

radiosensibilité des tumeurs ORL en fonction de leur statut pour l’infection par le papillomavirus 

humain (HPV)256,257. Les patients victimes de cancers tête & cou HPV positifs présentent une 

meilleure réponse à la radiothérapie et ont une meilleure survie globale comparativement à des 

patients HPV négatifs. Les patients HPV positifs avec un niveau élevé de TRIP12 ont une survie 

globale plus courte. Mécanistiquement, l’infection par HPV entraine une surexpression de la 

protéine P16 (une protéine CDKi), qui par un mécanisme encore inconnu, déstabilise TRIP12. 

TRIP12 est une protéine régulatrice de la DDR via le contrôle de la stabilité de RNF168 (Partie 

3.II.d.ii) ; sa déstabilisation provoque l’accumulation de RNF168. Ceci conduit à une ubiquitination 

incontrôlée des histones en réponse aux dommages de l’ADN, une moins bonne efficacité de 

réparation et donc une sensibilité accrue à la radiothérapie. De cette façon, les auteurs proposent 

que TRIP12 pourrait être utilisée comme un marqueur prédictif de réponse à la radiothérapie. 

  Via la sensibilisation aux inhibiteurs de PARPi 

 L’utilisation des inhibiteurs de PARP est un traitement est en plein essor mais les 

prédictions de réponses qui reposent sur l’abondance de PARP1 restent encore imprécises. 

Comme décrit en 3.II.d.iv, TRIP12 limite l’accumulation supra-physiologique de PARP1 au niveau 

des cassures et réduit ainsi l’efficacité du « piégeage de PARP » par ses inhibiteurs. Gatti et al. 

proposent que le niveau de TRIP12 pourrait être utilisé comme un marqueur prédictif de 

sensibilité aux inhibiteurs de PARP en mettant en avant que le niveau de PARP1 est négativement 

corrélé à celui de TRIP12 dans deux cohortes de patientes atteintes de cancers du sein et des 

ovaires188.  

b. Dans l’autisme, les déficiences intellectuelles et neurodégénératives 

 

i. Les altérations du gène et de l’ARNm de Trip12 

 

 La base de données ClinVar (Clinical Variation) dénombre 98 variants pathogéniques du 

gène Trip12258. La grande majorité d’entre eux est retrouvée dans des cas de troubles neuro-

développementaux. En effet, les mutations du gène de Trip12 sont associées aux désordres neuro-

développementaux (OMIM #604506). Plusieurs études mettent en évidence que le gène Trip12 

est l’un des plus mutés dans les cas de déficiences intellectuelles (DI)259,260. Les DI sont les 

désordres développementaux les plus communs, elles touchent 1 à 3% de la population mondiale. 

Quatre publications relient des mutations dans le gène Trip12 aux troubles autistiques260–263. Par 

ailleurs, des altérations du gène Trip12 sont référencées comme une cause du syndrome de Clark-

Baraitser264–266 (CLABARS; OMIM617752). Le tableau clinique de ce syndrome est caractérisé par 

une DI, accompagnée ou non de trouble du spectre autistique, un retard dans l’acquisition de 

parole, une altération du comportement et une dysmorphie cranio-faciale. Pour le diagnostic de 

ce syndrome, van der Laan et al. ont développé une signature épigénétique spécifique qui repose 

sur le profil de méthylation de l’ADN associés aux variants pathogéniques de TRIP12265. Enfin, une 

étude récente a recensé 54 variants de Trip12 à partir des données de littérature et grâce à une 

nouvelle cohorte de 38 individus atteints de DI266. Parmi ces différentes mutations, 11 sont des 

mutations non-sens génératrices des protéines tronquées (Figure 36). Il est intéressant de noter 

que toutes ces mutations non-sens peuvent générer des formes catalytiquement inactives de 

TRIP12 et que cinq d’entre elles génèrent une protéine avec uniquement  le domaine IDR de 
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TRIP12. Connaissant l’implication de l’IDR dans l’interaction de TRIP12 avec la chromatine, cette 

donnée suggère une fonctionnalité de l’IDR dans la pathogénicité de ces mutations dans le 

syndrome de Clark-Baraitser. 

 

Figure 37 : Représentation schématique des mutations non-sens répertoriées dans les déficiences intellectuelles, autisme 

et syndrome de Clark-Baraitser. (Adapté de Aeder et al. 2023).). 

 Toutes ces études démontrent que TRIP12 est un gène-clé dans les troubles neuro-

développementaux. Cependant, ces études ne sont que descriptives et ne mettent pas en évidence 

les conséquences de ces mutations sur les processus cellulaires impliqués dans le développement 

de ces troubles. 

ii. Les altérations de la protéines TRIP12 

 

 A ce jour, une seule étude relate une augmentation de l’expression protéique de TRIP12 

dans le cerveau issus de patients atteints de forme sporadique de la maladie  de Parkinson194. Un 

stress du réticulum endoplasmique (caractéristique de la maladie) induit l’expression de l’ARNm 

de Trip12 via le facteur de transcription ATF6 (Activating Transcription Factor 6). La protéine 

TRIP12 se retrouve localisée dans le réticulum endoplasmique où elle poly-ubiquitine la 

glucocérébrosidase (GC) sur la lysine K293. Les agrégats d’α-synucléine, caractéristiques de la 

maladie de Parkinson, dépendent du niveau de la GC (relation inconnue), moins il y a de GC, plus 

il y a d’agrégats d’α-synucléine. L’étude révèle que la déplétion de TRIP12 dans le striatum de 

modèles murins de la maladie de Parkinson prévient la neurotoxicité des agrégats d’α-synucléine 

via le rétablissement des niveaux de GC. Cette inhibition a un effet protecteur contre la 

neurodégénération des neurones dopaminergiques, caractéristique de la pathologie. Par cette 

étude, TRIP12 se positionne comme une nouvelle cible thérapeutique potentielle pour la maladie 

de Parkinson. 
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Chapitre 2 : Résultats expérimentaux 
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Partie 1 : Les objectifs des travaux de thèse 
 

 L’équipe dans laquelle j’ai réalisé ma thèse consacre une partie de ses recherches sur la 

compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la carcinogénèse pancréatique. En 

2014, le groupe a identifié TRIP12 comme l’E3 ubiquitine ligase responsable de la dégradation de 

PTF1a, un facteur de transcription pancréatique essentiel au maintien du phénotype acinaire187. 

Depuis ce jour, TRIP12 est au cœur des recherches de mon équipe.  

 

I. Les rôles de TRIP12 dans l’organisation de la chromatine 

 

 Plusieurs études mettent en évidence l’implication de TRIP12 dans le remodelage de la 

chromatine via son activité d’E3 ubiquitine ligase. Elle contrôle notamment la stabilité de 

protéines impliquées dans l’homéostasie des complexes SWI/SNF et Polycomb (cf. Partie 

3.II.b)203,207. Des travaux précédents de l’équipe ont démontré que TRIP12 possède une région 

intrinsèquement désordonnée de 440 acides aminés à son extrémité N-terminale. Cette IDR 

confère à TRIP12 la capacité d’interagir avec la chromatine. De plus, cette étude apporte les 

premières indications suggérant un rôle de TRIP12 sur l’organisation de la chromatine185.  

 De ces données préliminaires découlent mes objectifs de thèse qui étaient de caractériser 

le rôle de TRIP12 sur l’organisation globale de la chromatine et de comprendre les conséquences 

fonctionnelles de l’action de TRIP12 sur des processus biologiques nucléaires tels que la 

réparation des cassures de l’ADN.  

 Ces travaux constituent la partie principale de ma thèse et font l’objet de la rédaction d’un 

article en cours de finalisation intitulé : « The intrinsically disordered region of the E3 

ubiquitin ligase TRIP12 induces the formation of chromatin condensates and perturbs 

important cellular processes. » (Chapitre 2. Partie 2. I) dans lequel je suis première auteure. 

Cette partie sera complétée par des résultats complémentaires sur l’implication de TRIP12 dans 

les mécanismes de détection des dommages à l’ADN.  

 

II. Les rôles de TRIP12 dans l’initiation et la progression de l’adénocarcinome 

pancréatique 

 

 D’après les différentes bases de données, l’expression de l’ARNm de Trip12 est augmentée 

chez des patients atteints de CP (Chapitre 1 Partie 3.III.A.i). De plus, l’équipe a démontré que 

TRIP12 dégrade PTF1a187. Considéré comme un suppresseur de tumeur, l’expression de PTF1a 

est perdue dès les premières étapes de la carcinogénèse pancréatique et sa ré-expression permet 

la redifférenciation de cellules prénéoplasiques en cellules acinaires267,268. De plus, TRIP12 

contrôle la stabilité de FBW7 qui régule entre autre, la différenciation des cellules pancréatiques 

canalaires209 et dont l’expression réduite participe à la carcinogénèse pancréatique269. Malgré cela, 

l’implication de TRIP12 dans la carcinogénèse pancréatique reste peu décrite. Ainsi, l’objectif de 

cette étude était de déterminer l’implication de TRIP12 dans l’initiation du cancer du pancréas 

grâce au développement de modèles murins invalidés pour le gène Trip12. 
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 Ces travaux constituent une partie annexe de ma thèse et font l’objet de la rédaction d’un 

article en cours de finalisation intitulé : « The E3 ubiquitin ligase TRIP12 is required for 

pancreatic acinar cell plasticity and pancreatic carcinogenesis. » (cf Chapitre 2. Partie 2. III). 

Je suis deuxième auteure dans ce papier, position justifiée par ma participation :  

- aux discussions, à l’interprétation et à la critique de l’ensemble du manuscrit. 

- aux prélèvements des pancréas de souris. 

- à la mise en place et à l’optimisation du protocole d’extraction, de mise en culture et de 

transdifférenciation des acini issus des modèles murins (Figure 2). 

- à la validation des modèles murins et des lignées murines par RT-qPCR et Western blot (Figure 

5). 

- à la mise en place des tests de migration et d’invasion des lignées cellulaires murines (Figure 5). 

 

III. La rédaction d’une revue de la littérature sur l’E3 ubiquitine ligase TRIP12 

 

 La pandémie de COVID-19 a entrainé la fermeture du laboratoire (Mars à Mai 2020) lors 

de ma première année de thèse. En 2020, aucune revue concernant TRIP12 n’était disponible dans 

la littérature. Nous avons décidé de mettre à profit cette période pour en rédiger une dans laquelle 

je suis co-première auteure. Nous l’avons intitulée « E3 ubiquitine ligase TRIP12 : Regulation, 

Structure and Physiopathological Functions » et l’avons publiée cette même année dans le 

journal « International Journal of Molecular Sciences ».  

Ma participation a consisté : 

- à l’élaboration du plan, à la création des illustrations et aux diverses discussions concernant la 

revue.  

- à la rédaction de la partie concernant les domaines protéiques, leur conservation et la partie sur 

le rôle de TRIP12 dans le remodelage de la chromatine. 

Cette revue a servi de support à la partie introductive sur TRIP12 (Chapitre 1 Partie 3) de cette 

thèse.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
87 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Partie 2 : Les publications et les résultats complémentaires 
  



 
88 

 



 
89 

I. Article n°1: The intrinsically disordered region of the E3 ubiquitin ligase 
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ABSTRACT 

 Chromatin compaction is crucial for the expression and integrity of the genome. We 

previously showed that the nuclear HECT-type E3 ubiquitin ligase Thyroid hormone Receptor 

Interacting Protein 12 (TRIP12) is tightly associated to chromatin. Overexpressed in several types 
of cancers, we explored herein the consequences of a TRIP12 overexpression on chromatin 

homeostasis. First, we established TRIP12 proxisome by BioID and unveiled its pleiotropic role in 

chromatin regulation. Second, we demonstrated that an overexpression of TRIP12 leads to the 

formation of chromatin condensates enriched in heterochromatin marks via its intrinsically 

disordered region. We further discovered that the formation of TRIP12 mediated-chromatin 

condensates is highly dynamic and driven by a mechanism of phase separation. Chromatin 

condensates formation is dependent not only on the concentration, the length of TRIP12-IDR but 

also electrostatic interactions. Chromatin compaction is a determinant parameter in several 

biological processes. We measured that the formation of TRIP12 mediated-condensates alters cell 

cycle progression, genome accessibility, transcription as well as DNA damage response by 

inhibiting the accumulation of Mediator DNA Damage Checkpoint 1. Altogether, this study reveals 

a novel dynamic role for TRIP12 in chromatin compaction independently of its ubiquitin ligase 

activity with important consequences on cellular processes. 
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INTRODUCTION 

 Chromatin is classically classified in two main categories: the euchromatin and the 

heterochromatin. The euchromatin is composed of transcriptionally active-relaxed chromatin 

that is modified by specific histone marks (e.g.: H3K27ac). In contrast, the more compacted 
heterochromatin contains less active genes and is enriched in different histone marks (e.g.: 

H3K9me3). Chromatin compaction is known to condition a multitude of biological processes such 

as gene expression by modulating the accessibility of the genome to transcriptional machinery. It 

also participates in the efficacy of the DNA damage response (DDR)1,2. Although largely studied, 

proteins and mechanisms that controls the chromatin compaction are not entirely discovered.  

 TRIP12 for Thyroid hormone Receptor Interacting protein 12 is a E3 ubiquitin ligase that 

belongs to the important ubiquitin-proteasome system. TRIP12 is a nuclear protein that has been 

involved in several biological processes such as the control of cell proliferation3, DDR4,5 and 

cellular differentiation6–8. Importantly, TRIP12 has been implicated in all of these processes via 

the action of its HECT (Homologous to E6-AP carboxyl-terminus) ubiquitinating catalytic 

domain6,8. For instance, we previously discovered that TRIP12 participates in pancreatic 

differentiation by inducing the degradation of the transcription factor PTF1a (Pancreas 

Transcription Factor 1A)8. Moreover, TRIP12 regulates the chromatin remodeling by controlling 

the stability of BAF57 (Brg1 associated factor 57), a component of the SWI/SNF (switch/sucrose 

non-fermenting) complex9. TRIP12 ensures the degradation of ASXL1 (Additional Sex Comb Like 

1), a key regulator of PRC1 (Polycomb Repressing Complex 1) and it is also present in the 

interactome of the PRC components such as EED (Embryonic Ectoderm Development), SUZ12 

(Suppressor of Zeste 12 protein homolog) and EZH2 (Enhancer of Zeste Homologue 2)10–12. 

TRIP12 induces the degradation of the transcription factor YY1 (Ying Yang 1), a key component 

of the INO80 remodeling complex13. The implication of TRIP12 in chromatin homeostasis is also 

supported by the fact that TRIP12 is one of the most abundant interacting partners of the histone 

H2B14.  

 Our previous study identified an intrinsically disordered region (IDR) at the N-terminal 

extremity of TRIP12 that ensures its tight interaction with chromatin15. IDR are protein sequences 

that lack tertiary structure and are enriched in positively-charged amino acids16. Despite their 

presence in almost half of the proteome, their size varies from several residues to serve as linkers 

between structured domains to several hundred residues to facilitate interactions with nucleic 

acids or proteins16. IDR containing-proteins also participate in chromatin organization and gene 

expression by inducing biophysical processes such as liquid-liquid (LLPS) or polymer-polymer 

(PPPS) phase separation (e.g.: BRD4 (Bromodomain-containing protein 4) and MED1 (Mediator 

of RNA polymerase II transcription subunit 1))17,18,19.  

 TRIP12 alterations have been involved in several pathologies. Indeed, TRIP12 gene 

mutations are tightly associated to intellectual disabilities such as Clark-Baraitser syndrome20,21 

and autism spectrum disorders22–24. We (Personal unpublished data) and others have also 

reported that TRIP12 protein is overexpressed in several types of cancer and preneoplastic 

lesions3,25.  

 In this study, we decided to better understand the modes of action and the consequences 

of TRIP12 overexpression on chromatin homeostasis. We confirmed the pleiotropic role for 

TRIP12 in chromatin organization but more importantly, we discovered the implication of its IDR 

in the formation of chromatin condensates with important consequences on DDR.  
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MATERIAL AND METHODS 

Cell culture and treatments  

HelaS3 (ATCC CCL-2™), HEK-293T (CRL-3216™), U2OS (HTB-96TM), HCT-116 (CCL-247TM) and 

H2B-dsRed HelaS315 cells were grown in DMEM 4.5 g/L glucose medium and hTERT RPE-1 (CRL-

4000TM) were grown in advanced DMEM/F-12 4.5 g/L glucose medium both supplemented with 

10% fetal calf serum (FCS), L-glutamine and antibiotics (Life Technologies) at 37°C in humid 

atmosphere with 5% CO2. Cells were routinely tested for mycoplasma contamination. HelaS3 cells 

were treated either with 10 µM 5-ethynyl 2’-deoxyuridine (EdU) (Invitrogen) for 15 min. The EdU 

incorporation was visualized using Click-It™ EdU Alexa Fluor™ 647 Imaging kit (Invitrogen). 

HelaS3 were treated with 1% of 1,6-Hexanediol (Tocris 7046) or vehicle for 18 h at 37°C. Cell lines 

were X-irradiated at 1 Gray with a XRAD SmART irradiator device.  

 

Generation of inducible GFP-degrader Hela S3 cell line  

Full-length VHL (Von Hippel-Lindau) cDNA (amino acids 1-213) was cloned into Pml I/Xho I sites 

of the pEF empty plasmid. NbGFP4 nanobody cDNA26 was inserted into pEF-VHL-MCS using Nco 

I/Not I sites. A FLAG-tag was added by PCR at the C-terminal end of the NbGFP4 degrader plasmid. 

VHL-NbGFP4-FLAG sequence was subsequently cloned into TLCV2 lentivector (Addgene 

#8736027) by PCR using Age I/Nhe I sites. Lentiviral production is described in a following section. 

HelaS3 cells were transduced for 48 h in 6 well plate in 1 ml of medium containing 8 µg/mL of 

polybrene (Sigma-Aldrich). VHL-NbGFP4-FLAG HelaS3 cell line was obtained after selection with 

1 µg/mL of puromycin (Invivogen). 

 

Plasmids generation and transient cell transfection 

pcDNA.6.2-C-EmGFP-TRIP12, pcDNA.6.2-C-EmGFP-TRIP12-C1959A, pcDNA.6.2-C-EmGFP-

ΔHECT, pcDNA.6.2-C-EmGFP-ΔIDR, pcDNA.6.2-C-EmGFP-IDR, pcDNA.6.2-C-EmGFP-ARM-WWE, 

pcDNA.6.2-C-EmGFP-ΔIDR/ARM/WWE/HECT, pcDNA 6.2-C-EmGFP-HECT, pcDNA 6.2-C-EmGFP-

(1-325), pcDNA 6.2-C-EmGFP-(107-445), pcDNA 6.2-C-EmGFP-(1-208), pcDNA 6.2-C-EmGFP-

(108-325), pcDNA 6.2-C-EmGFP-(208-445), pcDNA 6.2-C-EmGFP-(1-107), pcDNA 6.2-C-EmGFP-

(108-207), pcDNA 6.2-C-EmGFP-(208-324), pcDNA 6.2-C-EmGFP-(325-445) constructs were 

already described15. pEGFP-C2-MDC1 and pAc-GFP-TRIP12 plasmids that encodes a 2040 aa-

isoform of TRIP12 were obtained from Dr J. Lukas (Copenhagen, Denmark). Cysteine C2025 

catalytic site was mutated in alanine by site directed mutagenesis as previously described8. pstv6-

NBirA* DEST and NBirA*-FLAG-EGFP-NLS plasmids were obtained from Dr AC. Gingras 

(University of Toronto, Canada)14. pDONR-201-TRIP12 containing human TRIP12 cDNA (1992 aa 

isoform) was previously described8. TRIP12 cDNA was transferred in pstv6-NBirA*-pDest using 

Gateway strategy (Invitrogen) to generate pstv-NBirA*-FLAG-TRIP12 plasmid. MED1-IDR 

containing plasmid was obtained from Addgene #145276 and inserted into pcDNATM6.2-C-

EmGFP-DEST supplemented with the Simian Virus 40 NLS sequence by Gateway strategy 

(Invitrogen) using primers described in Suppl. Table 1. GFP-DNMT1 plasmid was obtained from 

Dr M. Szyf (University McGill, Montreal, Canada). RFP-H2B and H2B-GFP plasmids were a gift from 

Dr D. Llères (Institute of Molecular Genetics of Montpellier, France). The plasmid pDest-RFP-C1 

was obtained from Dr. T. Johansen (Tromsø, Norway). The insertion TRIP12 cDNA and its IDR into 

the pDest-RFP-C1 plasmid was performed using Gateway strategy (Invitrogen) to generate the 

pDest-RFP-TRIP12 and pDest-RFP-IDR plasmids.  
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The different plasmids were transiently transfected in HelaS3 or VHL-NbGFP4-FLAG HelaS3 cells 

using jetPRIME® transfection kit (Polyplus) following manufacturer’s recommendations. 

Medium was changed 4h post transfection. Cells were fixed after 24h or visualized by microscopy. 

 

Lentivirus production and cell transduction 

Generation of lentiviral particles was adapted from the protocol described in 28. Briefly, HEK-293T 

were transfected using jetPRIME® transfection kit (Polyplus) with 6 µg of pstv6-NBirA*-FLAG-

TRIP12 or pstv6-NBirA*-FLAG-EGFP-NLS, 4 µg of psPAX2, 1.5 µg of pMD2.G and 23 µL of 
jetPRIME® reagent. After 48 h, supernatants were collected, centrifuged and filtered through a 

0.45 µm filter (Millipore). The supernatants were concentrated using Sartorius Vivaspin™ 20 

centrifugal concentrator. HelaS3 cells were seeded at a density of 104 cells per well in a 48 well-

dish. After 24 h, cells were incubated with 125 µL of concentrated virus in the presence of 

protamine sulfate (4 μg/mL) for 48 h. Transduced cells were selected using 1 µg/mL of puromycin 

(InvivoGen).  

 

Live cell microscopy 

For cell cycle monitoring, cells were grown on 6-well plates (Corning) in DMEM medium without 

phenol red (Gibco-BRL). One µg of H2B-GFP or IDR-GFP plasmids was transfected as described 

above. Twenty-four hours after transfection, cells were imaged and classified in three categories 

(low, moderate, high) depending on their GFP fluorescence intensity determined by an IncuCyte 

Zoom apparatus (Sartorius). Eleven to twelve cells for each category were monitored during 30 h. 

For analysis of chromatin condensates dynamics, HelaS3 or VHL-NbGFP4-FLAG HelaS3 cells were 

grown on µ-slide 4 well (IBIDI) in DMEM medium without phenol red (Gibco-BRL). 0,25 µg of IDR-

GFP plasmid was transfected as described above. One hour before image acquisition, 500 nM of 

SiR-DNA (SC007, Spirochrome) were added to the medium to visualize DNA. For analysis of 

chromatin condensates reversibility, 1 µg/mL of doxycycline was added to induce VHL-NbGFP4-

FLAG degrader expression. Images were acquired every hour (5 fields, 40x) using an Operetta® 

CLS high content analysis system (Perkin-Elmer). Fluorescent intensity was quantified using 

Harmony High-Content Imaging and Analysis Software (PerkinElmer) and FIJI software.  

 

Immunofluorescence and DNA granularity quantification  

Cells were grown on cover slips then fixed using with 4% paraformaldehyde and permeabilized 

with 0.125% Triton X-100™. Cover slips were saturated using 5% BSA-PBS for 1 h and incubated 

with primary antibodies (Suppl. Table 2) overnight at 4°C. After three washes, cells were 

incubated with appropriate secondary Alexa Fluor®-488 anti-goat, Alexa Fluor®-555 anti-

mouse/rabbit or Alexa Fluor®-647 anti-rat antibodies (Suppl. Table 2) for 2 h at room 

temperature. Nuclei were counterstained with 1 μM DAPI for 5 min at room temperature. Cover 

slips were mounted on glass slides using Fluorescent Mounting Medium (DAKO). Fluorescence 

was visualized using LSM 780 or 880 Fast Airyscan confocal microscope (Zeiss) with a 63x NA 1.4 

oil-immersion objective and analyzed using Zen software (Zeiss). For DAPI granularity 

quantification, images of individual cells were acquired using a LSM880 confocal microscope 

(Zeiss) (500 x 500 pixels). Each nucleus was manually defined as a region of interested (ROI). The 

granularity was defined by a coefficient of variation (CV) obtained by dividing the mean of all pixel 

integrated intensity of the ROI by the standard deviation as previously described29. For 

simplification, the slope value was defined as the leading coefficient of the linear regression curve 
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multiplied by 107. The determination of cell cycle phase by immunofluorescence using CYCLIN A, 

EdU staining was previously described15. 

 

Subcellular fractionation and Western blot analysis 

Cells were incubated in 100 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1,5 mM MgCl2, 5 mM KCl, 5 mM DTT, 0,5% NP-

40®, 0,5 mM PMSF and 10 μl/mL protease inhibitors (Sigma-Aldrich). After 10 min-incubation on 

ice, samples were centrifuged. Supernatants containing cytosolic proteins were discarded. 

Nuclear pellets were lysed with 200 mM Tris-HCl (pH7,5), 0.25% glycerol, 1,5 mM MgCl2, 0,5 mM 
PMSF, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 0.4 M NaCl and 10 μl/mL protease inhibitors. After 15 min-

incubation on ice, samples were centrifuged. Supernatants containing nuclear proteins were 

collected. For total protein extraction, cells were lysed in RIPA buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8), 150 

mM NaCl, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate, 1% Nonidet P-40 and 10 µl/mL protease 

inhibitors) for 20 min on ice. Cell lysates were sonicated 3 x 5 sec at 50% intensity (Vibra-CellTM) 

and centrifuged at 12 000 rpm. Proteins were denaturated in Laemmli buffer at 95°C for 5 min. 

Proteins were separated by 10% SDS-PAGE and transferred onto a nitrocellulose membrane 

(BioRad) using TransBlot Turbo apparatus. After membrane saturation and incubation with 

primary/secondary antibodies (Suppl. Table 2), protein expression was detected using ClarityTM 

Western ECL Substrate (BioRad) and Chemi-DocTM XRS+ BioRad apparatus. 

 

FRAP and half-bleached FRAP analysis  

Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP) and half bleached FRAP experiments were 

conducted using a confocal LSM 780 microscope (Zeiss). Bleaching was performed using 488 nm 

laser at 100% power and images were collected every two seconds. Fluorescence recovery 

intensity was measured using ZEN Module FRAP Efficiency Analysis. The half-bleached FRAP 

analysis was performed as previously described30. 

 

BioID streptavidin pull-down purification 

pstv6-NBirA*-FLAG-TRIP12 HelaS3 stable cell line was generated as described below and 

validated by Western blot, RT-qPCR and immunofluorescence after the addition of doxycycline (1 

µg/mL). pstv6-NBirA*-FLAG-TRIP12 cells were incubated with 1 µg/mL of doxycycline and 50 µM 

of biotin (Sigma-Aldrich) for 24 h. During the last 15 h, cells were treated with 1.25 µM of a 

proteasome inhibitor MG-132 (Sigma-Aldrich). After four PBS washes, cells were scrapped in 100 

mM Tris-HCl (pH 7.5), 1,5 mM MgCl2, 5 mM KCl, 5 mM DTT, 0,5% NP-40®, 0,5 mM PMSF and 10 

μl/mL protease inhibitors (Sigma-Aldrich). After 10 min-incubation on ice, samples were 

centrifuged (15 min at 2 000 rpm, 4°C). Supernatants containing cytosolic proteins were 

discarded. Nuclear pellets were lysed with a modified RIPA (50 mM Tris-HCl (pH 8), 150 mM NaCl, 

0.1% SDS, 0.5 % sodium deoxycholate, 1 % Triton X-100™ and 10 µL/mL protease inhibitors). 

Nuclear lysates were sonicated (5 x 6 sec at 25% intensity) using Vibra-CellTM sonicator and 

centrifuged (20 min at 10.000 rpm, 4°C). Clarified lysates were incubated with 40 µl of Thermo 

Scientific™ Pierce™ Streptavidin Magnetic Beads overnight at 4°C. Beads were washed with 
different buffers (1 M KCl, 0.1 M Na2CO3, 2M urea, modified RIPA) and eluted in 5% SDS, 10% 

glycerol, 80 mM Tris-HCl (pH 6.8), 20 mM DTT and 2 mM biotin. Four independent biotin pull 

down experiments were performed.  
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Label free mass spectrometry identification (LC MS/MS) 

Each sample was in 35 µL of 5% of SDS. The protein solutions were reduced and alkyled with a 

solution 100 mM Tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP)), 400 mM chloro-acetamide for 5 min at 

95°C. The proteins were acidified with a final concentration of 1.2% phosphoric acid and diluted 
with 7 volumes of Strap buffer (90% methanol, 100 mM triethylammonium bicarbonate (TEAB), 

pH 7.1).The samples were transferred into S-Trap Micro Spin columns (Protifi), trapped in filter 

by centrifugation at 4,000 g for 1 min, washed 3 times with 150 μl of S-Trap buffer and centrifuged 

at 4,000 g for 1 min. Proteolysis was performed by the addition into the S-Trap cartridge of 0.8 μg 

trypsin (20 μl in 50 mM ammonium bicarbonate) followed by 1 h-incubation at 47°C. Peptide 

extraction was performed using three steps of elution : 80 μL ammonium bicarbonate 50 mM, 80 

μl 0.2% formic acid and 40 μl of acetonitrile 50 % /formic acid 0,2%, with centrifugations at 4,000 

g for 1 min. To highlight the TRIP12 proxisome, a ratio of 4 and a p-value of 0.05 were applied. 

The list of proteins identified was compared with the list of contaminants (CRAPome) commonly 

found in similar approaches31. Proteomic data are accessible on PRIDE with the following 

accession number PXD: xxxxx (pending). 

 

Chromatin accessibility by ATAC-seq 

Genomic accessible regions were determined by two ATAC (assay for transposase accessible 

chromatin)-seq experiments performed by the epigenetic services of Active Motif. Briefly, HelaS3 

cells were transfected with IDR-GFP construct using using jetPRIME® transfection reagent 

(Polyplus). After 24 h, GFP-expressing cells were sorting by cytometry using FACS Melody 

apparatus (BD Biosciences). 105 GFP-highly positive and GFP-negative (used as controls) cells 

were collected. Samples were frozen accordingly to the manufacturer’s instructions in an ice-cold 

cryopreservation solution and stored at -80°C until shipping. ATAC-seq reads were generated 

using Illumina sequencing (NextSeq 500) and were mapped to the hg38 human reference genome 

using BWA algorithm. MACS peak calling algorithm was used to identified the regions with high 

levels of tagging events. Only merged accessible regions with Max tag >50 were considered. Data 

are available in (#xxxxxx)(pending).  

 

RNA expression by RNA-seq analysis 

Total RNA was isolated from HelaS3 cells transfected or not with IDR-GFP plasmid that were used 

for ATAC-seq experiments using TRIzol® Reagent (Life Technologies) according to supplier’s 

recommendations. Quality and quantity of total mRNA was ensured by Agilent 5400 Fragment 

Analyzer system. Paired-end (PE150) sequences were generated using a NovaSeq 6000 apparatus 

(Illumina) by Novogen (Cambridge, UK). Paired reads were aligned and mapped on Homo Sapiens 

reference genome (GRCh38.p14) using STAR software. Data analysis with normalization was 

performed using the R software, Bioconductor packages including DESeq2 and SARTools R32. 

Sequences corresponding to IDR-GFP mRNA were discarded from the analysis. Experiments were 

performed in duplicate. A p-value adjustment was performed to consider multiple testing and 

control the false positive rate. A BH p-value adjustment was performed and the level of controlled 

false positive rate was set to 0.05. Data are available on GEO Omnibus data depository 

(#xxxxxx)(pending). 
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UV-laser micro-irradiation 

HelaS3 cells were transiently transfected with appropriate plasmids as described above. After 24 

h, cells were photo-sensitized with Hoeschst (Life technologies) (0.25 µg/mL) for 10 min in phenol 

red-free complete DMEM medium (Gibco-BRL). UV-irradiation (405 nm) was performed using 
FRAP module of LSM 780 Zeiss confocal microscope (10 iterations, power 100%, obj x40) in a 

37°C atmosphere with 5% CO2. Images were acquired every 30 sec for 60 cycles. Irradiation was 

performed after the 3 or 4 first acquisitions. The quantification of GFP-MDC1 recruitment on 

irradiated zones was done using FIJI software following procedures described in33. 

 

Bioinformatics analyses  

Gene ontology enrichment and protein function networks were established using Gene Ontology 

(http://geneontology.org), Metascape (https://meatscape.org) and String (https://string-db.org) 

software. Isoelectric point (pI) of TRIP12 fragments inserted in pcDNA6.2 EmGFP vectors was 

calculated using Expasy-Compute pI/MW tool (GFP protein sequence was omitted for the 

calculus). Natural disordered regions were predicted using PONDR VSL2 website 

(http://pondr.com). 

 

Statistical analyses  

For correlation determination, a Spearman r coefficient test (two tailed p value) was used with 

GraphPad Prism 9.5.0 software. For MDC1 and H2AX foci number comparison, one way-ANOVA 
statistical test followed by multiple comparisons was used. For granularity comparison in 

presence or not of 1,6-hexanediol, an unpaired t test was used. *, **, *** and **** correspond to a 

p value <0.05, 0.01, 0.005 and 0.001, respectively.  
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RESULTS 

TRIP12 is implicated in global chromatin organization and compaction networks. 

 TRIP12 ubiquitin ligase has been involved in numerous nuclear functions35 and retrieved 

as a prey in numbers of BioGrid interactomes, in particular of two chromatin remodeling 

complexes (SWI/SNF and PRC2)9,11,12. However, a protein partners network of TRIP12 used as a 

bait, has never been established. To fill this lack, we established a TRIP12 proxisome by 

biotinylation-based identification (BioID) that identifies partners at the vicinity (~15 nm) of a 

protein of interest. TRIP12 was N-terminally fused to the biotin ligase NBirA*(R118G)-FLAG 

protein (Fig. 1A) and stably expressed in HelaS3 cells after doxycycline addition (Fig. 1B). We 

verified the nuclear localization of the fusion protein and the incorporation of biotin in response 

to doxycycline (Fig. 1A, left panel). More importantly, we ensured a moderate expression of 

BirA*-FLAG-TRIP12 relatively to the endogenous TRIP12 protein to limit non-specific proteins 

identification (Fig. 1B and Suppl. Fig. 1A). We also verified a chromatin-bound localization of the 
fusion protein on metaphasic chromosome (Fig. 1A, right panel). After streptavidin-beads pull-

down, purified proteins identification and abundance were determined by label-free mass 

spectrometry (Suppl. Fig. 1B). A total of 328 proteins statistically enriched at the vicinity of BirA*-

FLAG-TRIP12 were identified (Fig. 1C + Suppl. Table 3). A subset of them were arbitrary picked 

and validated by Western blot analysis (Suppl. Fig. 1C). Among identified proteins, 18 were in 

common with TRIP12 BioGrid interactors such as EZH2 (Enhancer of Zest Homologue 2), 

SMARCE1 (SWI/SNF-Related Matrix-Associated Actin-Dependent Regulator Of Chromatin Subfamily E 

Member 1) or BRD4 (Bromodomain Containing 4) (Suppl. Fig. 1D). A gene ontology analysis 

revealed that the most statistically enriched gene categories are “chromatin organization” and 

“histone modification” (Fig. 1D). In parallel, a Metascape analysis identified several functional 

networks among which the most statistically relevant correspond to chromatin organization, 

histone post-translational modifications, RNA splicing, epigenetic regulation and chromatin 

remodeling (Fig. 1E). In addition, a String analysis confirmed the close proximity of TRIP12 to 

proteins belonging to PRC and SWI/SNF complexes but also to other remodeling complexes such 

as SAGA (Spt-Ada-Gcn5 acetyltransferase), NURD (Nucleosome Remodeling and Deacetylase) and 

MLL1 (mixed lineage leukemia protein-1) (Fig. 1F). Of note, the three mammal isoforms 

(of the HP1 (heterochromatin protein 1) were present in TRIP12 proxisome (referenced 

as CBX5, CBX1 and CBX3 in Suppl. Table 3). Altogether, our results confirmed the tight 

implication of TRIP12 in global chromatin reorganization and compaction networks. 

 

TRIP12 overexpression modifies the repartition of chromatin independently of its catalytic 

activity.  

 Proxisome identification confirmed a pleiotropic implication of TRIP12 in chromatin 

organization. Interestingly, a microscopic observation of the cell line used for the BioID 

identification revealed a clear modification of DAPI repartition in response to NBirA*-FLAG-

TRIP12 expression. Exogenous TRIP12 co-localized with large chromatin condensates and 

perinucleolar heterochromatin regions (Fig. 2A, left panel). These modifications were not 

observed after NBirA*-FLAG-EGFP-NLS expression (Fig. 2A, right panel). Therefore, we decided 

to further investigate the consequences of a TRIP12 overexpression on global chromatin 
organization. We expressed different TRIP12-GFP protein constructs in HelaS3 cells (Fig.2B). Due 

to the heterogeneity of transient plasmid transfection, we obtained cell populations expressing a 

different level of GFP (Fig. 2C). In low GFP expressing cells, nuclear TRIP12 was enriched on 

perinucleolar heterochromatin regions (Fig. 2A, left panel). Interestingly, in moderate GFP 

expressing cells, an enlargement of perinucleolar and perinuclear heterochromatin regions 
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concomitantly with a formation of large isolated chromatin condensates was observed (Fig. 2C, 

left panel). In high GFP expressing cells, the nucleus was filled with a constellation of large 

chromatin condensates. A quantitative analysis demonstrated a statistical positive correlation 

between the level of TRIP12-GFP expression and the DAPI granularity (slope: 45) that reflects the 

capacity of GFP constructs to modify chromatin (Fig. 2D, left graph). Of note, the formation of 

TRIP12-mediated chromatin condensates was not dependent of the position of the GFP nor the 

isoform of TRIP12 as the 2040 aa-TRIP12 isoform35 with the GFP at the N-terminal extremity led 

to similar chromatin modifications (slope: 60) (Fig. 2C, right panel and Fig. 2D, right graph). 
Importantly, the modification of chromatin repartition was also observed with catalytic defective 

mutants (catalytic site-point mutation (C1959A)8 or HECT-deleted constructs) indicating that 

TRIP12 expression modified the chromatin spatial organization without its ubiquitin ligase 

activity (Fig. 2E and 2F). Such a chromatin reorganization was not observed with well-known 

chromatin interacting proteins such as the histone H2B or the large DNA methyltransferase 

DNMT1 (1620 aa) (Fig. 2E and 2F).  

 Taken together, our results showed that a TRIP12 overexpression induces the formation 

of chromatin condensates in a concentration-dependent manner and independently of its catalytic 

activity.  

 

The intrinsically disordered region of TRIP12 is responsible for the formation of chromatin 

condensates. 

 TRIP12 is a large protein composed of several structured domains (ARM, WWE and HECT) 

and a long intrinsically disordered domain (IDR)35(Fig. 3A). To identify the domain(s) implicated 

in the formation of chromatin condensates, different fragments of TRIP12 were fused to the GFP 

protein (Fig. 3B). To allow a nuclear localization, an artificial SV40 nuclear localization signal 

(NLS) was inserted in these constructs with the exception of the IDR-GFP construct that contains 

endogenous NLS. Unlike the other domains, only the expression of IDR-GFP dramatically modified 

the chromatin repartition in a dose-dependent manner (Fig. 3C and 3D). This was consolidated 

by the use of a TRIP12-GFP construct deleted of the IDR (IDR-GFP) that failed to form chromatin 

condensates. This chromatin reorganization in response to IDR-GFP expression was also observed 

in other cell line models such as U2OS, hTert-RPE1 or HCT-116 cells (Fig. 3E).  

 Isoelectric point (pI) of a protein is an indirect indicator of its electric charge at a 

physiological pH (~7.4). In other words, a protein with a pI > 7.4 is positively charge. We 

calculated the pI of our different TRIP12 fusion proteins. As expected, the IDR of TRIP12 was the 

most positively charged domain (pI=10.76) and all the constructs that contain the IDR displayed 

a pI greater than 8.76 (Fig. 3F and Suppl Fig. 2A). Indeed, IDR are positively charged due to the 

bio-physical properties of their amino-acids16. The IDR of TRIP12 is enriched in serines (S)/lysines 

(K) and impoverished in leucines (L) (Suppl Fig. 2A). Positive charges form patches along the IDR 

sequence of TRIP12 (Suppl Fig. 2B). Interestingly, we determined a strong correlation between 

the charge of TRIP12 fragments and their capacity to induce the formation of chromatin 

condensates as indicated by their respective slope (Fig. 3F). This observation suggested that the 

formation of chromatin aggregates mediated by TRIP12 is likely driven by electrostatic forces.  

 Comparatively to IDR of other proteins, the IDR of TRIP12 is a relatively large (440 aa) 

and covers ~25% of the protein (Fig. 2B). We wondered whether the length of its IDR was an 

important parameter in the formation of chromatin condensates induced by TRIP12. To this aim, 

we generated a series of IDR deletion constructs and measured their ability to form chromatin 

condensates (Fig. 3G) Our analysis revealed that no specific sequences within TRIP12-IDR was 
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necessary for the formation of chromatin condensates. In contrast, we noted that the length of IDR 

fragments was tightly correlated to their capacity to give rise to chromatin condensates whereas 

the constructs displayed a similar pI (Fig. 3G and 3H). Indeed, IDR fragments of ~100 aa lost their 

capacity to cause chromatin condensates. Comparatively, we measured the consequences of 

Mediator 1 (MED1)-IDR expression on chromatin organization. MED1-IDR biophysical features 

(Serines-rich, length (627 aa) and ionic charge (pI = 10.01)) were comparable to TRIP12-IDR 

(Suppl Fig. 2B). Surprisingly, an over-expression of MED1-IDR-GFP at a comparable level to the 

one of IDR-GFP did not induce the formation of chromatin condensates (Fig. 3I).  

 Altogether, our results indicated that concentration, ionic charge and length of TRIP12-

IDR are critical parameters to form chromatin condensates. Nevertheless, other unknown 

parameters that seem unique to TRIP12 are likely required. 

  

The chromatin condensates induced by TRIP12-IDR are enriched in heterochromatin 

marks. 

 We observed in Fig. 2 that an overexpression of TRIP12 induces a thickening of 

perinucleolar heterochromatin and the formation of large chromatin condensates. We therefore 

explored the content of these condensates by immunofluorescence using specific marks of 

constitutive (HP1 and H3K9me3) and facultative heterochromatin (EZH2, K27H3me3 and 

H2AK119ub) (Fig. 4A). We visualized a perfect colocalization of IDR-GFP staining with all these 

marks demonstrating that TRIP12-induced chromatin condensates are mainly composed of 

heterochromatin. In contrast, two specific marks of transcriptionally active-euchromatin, the RNA 

polymerase II Serine 2- and Serine 5-phosphorylated forms were excluded at the periphery of 

these condensates (Fig. 4B). Therefore, our results demonstrated that TRIP12-IDR 

overexpression leads to the formation of heterochromatin and consequently augments the 

volume occupied by heterochromatin regions.  

  

The formation of TRIP12-IDR mediated-chromatin condensates is a dynamic and 

reversible mechanism driven by polymer-polymer phase separation.  

 We demonstrated that the formation of chromatin condensates is highly dependent of 

TRIP12-IDR level of expression (Fig. 2). In cells with the highest level, TRIP12-IDR expression led 

to an ultimate level of compaction that allows the visualization of individual chromosomes with a 

characteristic centromeric CREST immunostaining (Fig. 5A, top panel). Nevertheless, this 

profound reorganization of the genome did not modify the integrity of the nuclear membrane (Fig. 

5A, bottom panel). We next studied the dynamics of chromatin condensates formation. We 

observed IDR-GFP expressing individual living cells by microscopy (Fig. 5B). We confirmed a 

direct correlation between the level of TRIP12-IDR expression and the formation of chromatin 

condensates within individual living cells (Fig. 5C). We further tested whether the chromatin 

condensates were reversibly or permanently formed upon TRIP12-IDR expression. To this aim, 

we generated an inducible VHL-NbGFP4-FLAG HelaS3 stable cell line expressing an intracellular 

anti-GFP nanobody coupled to a proteasome-mediated degrader. First, we verified the efficient 

degradation of IDR-GFP protein by the degrader (Fig. 5D). Second, we induced the formation of 

chromatin condensates by IDR-GFP transfection followed by the expression of the GFP-degrader. 

After 24h, we measured a significant decrease of GFP intensity correlated to a diminution of 

chromatin condensates demonstrating the reversibility of chromatin condensates formation 

provoked by TRIP12 expression (Fig. 5E and 5F). In parallel, individual living cells with 

chromatin condensates were monitored for 9h after the expression of the GFP-degrader by 
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microscopy. We observed that an IDR-GFP degradation diminishes the presence of chromatin 

condensates within few hours (Fig. 5G and 5H) confirming the reversibility of chromatin 

condensates formation induced by TRIP12.  

 Chromatin condensates induced by IDR-containing proteins can be generated by two main 
non-exclusive highly dynamic processes: liquid-liquid phase separation (LLPS) or polymer-

polymer phase separation (PPPS)19. To determine which one of them drove the formation of 

chromatin condensates induced by TRIP12, cells were treated with 1,6-hexanediol (1,6-HD), a 

classical inhibitor of hydrophobic interactions which govern LLPS. This treatment did not impact 

neither the formation of chromatin condensates (Fig. 5I) nor the DAPI granularity (Fig. 5J). 

Moreover, we analyzed the dynamics of IDR-GFP in chromatin condensates by FRAP analysis. The 

rapid total recovery of fluorescence comparatively to a H2B-GFP was strongly in favor of 

condensates formation driven by PPPS (Fig. 5K). This was confirmed by half-bleached FRAP 

experiments in which we photo-bleached only half of chromatin condensates and measured 

fluorescence intensity in both compartments30,36 (Fig. 5L). The fluorescence recovery took its 

origin not only from the internal mixing of the condensates but also from outside. Moreover, 

fluorescence intensity reached equivalent levels to those before photo-bleaching in less than 30 

sec.  

 Combined to those obtained in Fig. 3, these results demonstrated that the highly dynamic 

formation of chromatin condensates by TRIP12-IDR is mainly governed by PPPS involving 

electrostatic forces.  

 

Consequences of TRIP12-IDR mediated-chromatin condensates on cellular growth, 

chromatin accessibility and genome expression. 

 Next, we investigated whether IDR-mediated-chromatin condensates could influence 

cellular growth. IDR-GFP and H2B-GFP transfected HelaS3 cells were monitored for 30 h by live 

cell microscopy and classified into three categories depending on their level of GFP expression. 

Interestingly, during the observation period, low and moderate IDR-GFP expressing cells 

underwent only one cell division comparatively to corresponding H2B-GFP expressing cells that 

divided twice for most of them. Moreover, the vast majority of IDR-GFP high expressing cells died 

during the first 20 h after transfection (Fig. 6A). A subsequent analysis of cell cycle distribution 

showed that all IDR-GFP cell categories accumulate in late S and G2 phases comparatively to H2B-

GFP cells (Fig. 6B). These results indicated that the presence of chromatin condensates caused by 

TRIP12-IDR perturbs the cell cycle progression via a late S/G2 arrest. To test whether DNA 

replication defects could explain the late S/G2 cell enrichment, IDR-GFP expressing cells were 

cultured in the presence of EdU. As seen in Fig. 6C, the incorporation of EdU in the condensates 

suggested that the chromatin compaction caused by TRIP12 did not alter drastically DNA 

replication and that the late S/G2 arrest was likely due to other functional alterations. 

 The accessibility of the genome to transcriptional machinery is tightly controlled by 

chromatin compaction which can be estimated by ATAC-seq approaches. We measured that the 

number of accessible regions was dramatically reduced in IDR-GFP high expressing cells (Fig. 
6D). A more detailed analysis revealed a high percentage (28.9%) of regions for which the 

accessibility was decreased compared to a low percentage (2%) of regions for which the 

accessibility was increased (Fig. 6E). In parallel, a transcriptome analysis by RNA-seq on the cells 

that were used for ATAC-seq revealed that among 8906 detectable mRNAs, the expression of 

17.9% (n=1 598) of them was statistically modified by an over-expression of IDR-GFP protein. 

More precisely, 8.0% (n=713) were downregulated and 9.9% up-regulated (n=885) of more than 
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two fold (Fig. 6F). We could not establish a statistical correlation between the level of gene 

accessibility and their mRNA expression Nevertheless, these results clearly indicated that an 

overexpression of the IDR of TRIP12 greatly alters the accessibility of the genome as well as its 

expression.  

   

TRIP12 overexpression inhibits the accumulation of MDC1 protein on DNA double strand 

breaks via its IDR. 

 It is well documented that chromatin compaction is a critical element in the efficiency of 

DDR pathways1,2. Interestingly, we noticed the protein Mediator of DNA damage checkpoint 1 

(MDC1), a key protein in the detection of DNA double strand breaks (DSB)37, is among the most 

enriched proteins at the proximity of TRIP12 (Fig. 1C and Suppl. Table 3). Indeed, in response 

to DSB, MDC1 forms foci by recognizing the phosphorylated serine S139 of H2AX histone. In turn, 

MDC1 participates in the recruitment of crucial proteins of the DNA damage response (DDR) 

pathways such as 53BP1 (NHEJ) and BRCA1 (HR)37. An overexpression of NBirA*-FLAG-TRIP12 

in X-ray irradiated cells dramatically inhibited the formation of MDC1 foci in all cell cycle phases 

unlike an overexpression of NBirA*-FLAG-EGFP-NLS used as control (Fig. 7A and 7B). Of note, 

the overexpression of NBirA*-FLAG-TRIP12 did not alter the number of H2AX foci meaning that 

TRIP12 does not affect the early detection of DNA breaks upstream of MDC1 accumulation (Suppl. 

Fig. 3A and 3B). To identify the domain(s) responsible of MDC1 accumulation, HelaS3 were 

transfected with different GFP-constructs and subsequently irradiated. Similarly, an 

overexpression of TRIP12-GFP drastically impeded MDC1 foci formation (Fig. 7C and 7D). This 

inhibition was also measured with TRIP12 catalytic mutants (TRIP12-GFP C1959A and HECT-

GFP) but not with a construct lacking IDR (IDR-GFP) suggesting the requirement of this domain. 

Indeed, the overexpression of IDR-GFP alone was sufficient to remarkably inhibit the formation 

of MDC1 foci in a dose-dependent manner (Fig. 7E and 7F) even in IDR-GFP low expressing cells 

in which chromatin modifications are subtle (Fig. 2C). Moreover, the inhibition of MDC1 

accumulation by TRIP12 via its IDR was kinetically confirmed after UV-laser micro-irradiation 

(Fig. 7G and 7H). Indeed, a prior expression of full-length TRIP12 fused to the RFP reporter 

protein dramatically reduced the recruitment of GFP-MDC1 to the irradiated zone when an 

expression of RFP-IDR alone totally abolished it.  

 These results clearly demonstrated that an overexpression of TRIP12 affects DNA damage 

response though the action of its IDR by inhibiting the accumulation of the DDR-key protein MDC1 

on DNA breaks.  
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DISCUSSION 

 Up to date, the roles attributed to the E3 ubiquitin ligase TRIP12 have exclusively 

implicated its C-terminal-ubiquitin ligase activity. Herein, we bio-physically characterized for the 

first time a functional role for the TRIP12 intrinsically disordered N-terminal domain on 
chromatin compaction with major consequences on several important biological processes such 

as DDR.  

 To begin, we established the first interactome of TRIP12 used as a bait by BioID. It 

confirmed the pleotropic implication of TRIP12 in chromatin compaction and organization 

networks. Numbers of partners were found in common with interactomes in which TRIP12 was 

used as a prey (i.e.: BRD438) which enhanced our confidence on our identified proteins. One 

advantage of this approach is its capacity to identify (without discriminating them) not only 

protein interacting partners but also ubiquitinated substrates for which the interaction is 

extremely labile14,39. Therefore, our analysis provides to the scientific community an exhaustive 

list of candidate proteins that will help, with further investigations, to better understand the 

complex mechanisms of chromatin regulation.  

 We next demonstrated that an overexpression of TRIP12 induces the formation of 

chromatin condensates. More precisely, we identified the IDR as responsible of this compaction. 

We further showed that the nuclear concentration of TRIP12 or its IDR is a critical parameter in 

the degree of chromatin compaction. Also, we discovered that the electric charge of the IDR 

(pI=10.76) is crucial for TRIP12 capacity to form chromatin condensates. These finding indicate 

that chromatin condensation induced by TRIP12 is likely driven by electrostatic forces. TRIP12 

IDR is enriched in positively charged serines which is the third most frequent residue found in 

disordered regions40. Positive charges are heterogeneously spread on TRIP12-IDR sequence and 

form patches. It is known that the distribution of positive charges within IDR is important to exert 

their function41. Electric charge is a major parameter in chromatin condensate formation by 

TRIP12 but not only. Indeed, the length of IDR is also directly linked to TRIP12 capacity to form 

condensates with a minimum size comprised between 100 and 200 aa. Chromatin condensates 

can be driven by two non-exclusive biophysical processes such PPPS and LLPS19. Among them, 

LLPS has been more often implicated in heterochromatin and transcriptional machinery 

regulation implicating IDR-proteins such as BRD4 or MED117, respectively. PPPS and LLPS are 

highly dependent of protein concentration that must reach a saturating concentration to form 

aggregates. We showed that chromatin condensates formed by TRIP12-IDR is likely driven by 

PPPS implicating electrostatic forces. Altogether, our study reveals that concentration, positive 

electric charge and length of IDR are essential parameters to create chromatin condensates. 

Although almost half of the proteome possesses IDRs, only 10-20% of these proteins contain a 

disordered region that covers more than 25% of the protein size as TRIP12-IDR does16. This 

feature combined with a length of 440 aa (50 kDa) makes the IDR of TRIP12 very unique. MED1-

IDR displaying similar length (600 aa) and electric charge (pI=10.01) does not induce chromatin 

condensates when expressed at the same level as TRIP12-IDR. This raises the question whether 

this property is really specific to TRIP12. To the best of our knowledge, TRIP12 is the sole protein 

in the literature for which the overexpression induces this macroscopic chromatin phenotype. 

However, we cannot exclude that other proteins in proteome exhibits similar capacities. Extensive 

studies should be required to address this question.  

 The formation of heterochromatin is driven by a multi-step process that include post-

translational histone modifications by protein complexes and the subsequent recruitment of 

reader proteins. For instance, HP1 is known to induce by oligomerization the formation of 

heterochromatin in vitro42. Nevertheless, it is suggested that, in a cellular context, HP1 is not 
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sufficient to form such a level of chromatin compaction which requires other proteins43. In our 

study, we discovered that TRIP12 expression induces the formation of chromatin condensates 

enriched in specific heterochromatin marks. It is therefore tempting to speculate that TRIP12 

participates in the formation of heterochromatin via electrostatic interactions. The targeting of 

TRIP12 to specific genomic regions could be ensured by the PRC complexes. To support this idea, 

our BioID analysis revealed numbers of PRC complex proteins in the proxisome of TRIP12. 

Moreover, several reports identified TRIP12 in the interactome of PRC complexes proteins 11,12. 

 The level of chromatin compaction has been involved in several important biological 

processes. A proper chromosome compaction is a crucial step for mitotic cell division. Herein, we 

observed that chromatin compaction induced by an expression of IDR-GFP perturbs the cell cycle 

and leads to an accumulation of cells in late S/G2 phase and a subsequent death during mitosis. A 

finely-tuned expression of TRIP12 seems required to complete mitotic division. Therefore, it is 

likely that TRIP12, via its IDR properties, participates in the proper condensation of chromosomes 

prior mitosis. This is in accordance with our previous study in which we showed that TRIP12 is 

tightly controlled during the cell cycle and highly expressed in late S and G2 phases15. Moreover, 

we noticed that a depletion of TRIP12 results in alterations of chromosome segregation. DNA 

replication efficiency during S phase is tightly dependent to chromatin assembly44. Herein, 

chromatin condensates induced by TRIP12-IDR does not inhibit the incorporation of EdU 

suggesting that they do not alter DNA replication. Nevertheless, to definitely confirm this claim, 

the speed of DNA replication forks in the presence or not of TRIP12-IDR should be measured. Gene 

transcription is another important molecular process that is tightly dependent of chromatin 

compaction level. Genome accessibility to the transcriptional machinery dictates the genes that 

must be transcribed into mRNA. We measured the impact of TRIP12-IDR induced-condensates on 

genome accessibility and gene transcription by ATAC-seq coupled to RNA-Seq. We noticed a 

dramatic diminution in the number of genomic accessible regions coupled to profound alterations 

of the transcriptome indicating a direct implication of TRIP12-IDR in transcriptional regulation. 

Deciphering the molecular mechanisms that govern this alteration is a remaining task. The 

exclusion of the RNA polymerase II at the periphery of chromatin condensates induced by TRIP12 

that we observed in this study could be an easy explanation. The variant of histone H2AZ has been 

strongly correlated with transcription control45. Interestingly, this histone variant is the most 

enriched proteins identified in our BioID analysis. Therefore, the mechanistic relation between 

TRIP12 and H2AZ could provide deeper insights on the implication of TRIP12-IDR in the control 

of transcription.  

 DNA damage response (DDR) efficiency greatly depends on chromatin compaction. 

Nuclear F-actin and myosin drive the relocalization of heterochromatic breaks in relaxed 

chromatin46. Up to date, TRIP12 has been implicated in the inhibition of NHEJ and Alt-EJ 

(Alternative End joining) DDR pathways via the action of its HECT catalytic domain by inducing 

the ubiquitination of RNF168 and PARP1, respectively4,5. Here, we discovered that the IDR of 

TRIP12 inhibits the formation of MDC1 foci at DSBs in a dose dependent manner. MDC1 is a central 

protein in the DDR as it participates in the recruitment and the accumulation of 53BP1 and 

BRCA147. MDC1 is among the most enriched protein in TRIP12 BioID proxisome which is in a total 

accordance with a recent study that identified TRIP12 as a main interactant of MDC148. 

Nevertheless, the molecular relationships that exist between MDC1 and TRIP12-IDR are still 

partially known. We can speculate that chromatin compaction induced by TRIP12-IDR at DSB 

creates a steric hindrance for MDC1 recruitment and accumulation. Another explanation would 

be that TRIP12-IDR physically interacts with MDC1. Consequently, an overexpression of TRIP12 

and its fixation along the genome would titrate MDC1 and impedes its recruitment at DSBs. H2AX 

phosphorylation on Ser 139 (γH2AX) is associated with modifications of chromatin structure49. 
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By modifying the structure of chromatin, TRIP12, via its IDR, could also trigger a genome-wide 

H2AX phosphorylation that would titrate the free-MDC1 pool onto the chromatin as MDC1 

specifically recognizes H2AX (Ser 139) phosphorylation by its BRCT domain 37. 

 Trip12 mRNA is overexpressed in numerous cancers and notably in pancreatic cancers in 

which we (Personal unpublished data) and others showed a heterogeneous overexpression3,35. 

Several studies have reported the implication of TRIP12 via its HECT catalytic activity in the 

sensitivity of cancer cells to chemotherapies4,5. Given the inhibitory effect on MDC1 foci formation, 

it is likely that the IDR of TRIP12 simultaneously participates in the chemosensitivity of cancer 

cells. Finally, numerous studies have reported an association, between Trip12 mutations and 

intellectual deficiencies such as Clark-Baraister syndrome21,50. The molecular mechanisms 

involved are totally unknown. Numbers of non-sense Trip12 mutations identified in patients 

produce truncated proteins corresponding to the IDR alone20. Based on our discoveries, 

alterations of chromatin condensation could constitute the premise for a better understanding of 

these diseases.  
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Figure 1: TRIP12 is implicated in global chromatin organization and compaction networks.  

A- Graphical representation of NBirA*-FLAG-TRIP12 fusion protein (top). IDR: Intrinsically Disordered 

Region, ARM: armadillo repeats, WWE: tryptophan-tryptophan-glutamate rich domain and HECT: 

Homologous to E6-AP Carboxyl Terminus. Black rectangles represent Nuclear Localization Signals (NLS). 

Representative image of NBirA*-FLAG-TRIP12 and biotinylated protein localization in NBirA*-FLAG-

TRIP12 expressing HelaS3 cells in interphase (left panel) or in mitosis (right panel) treated or not with 

doxycycline (1 µg/mL) and biotin (50 µM) for 24 h by immunofluorescence using an anti-FLAG antibody 

and streptavidin-FITC conjugate. Nuclei were counterstained with DAPI.  

B- Nuclear TRIP12 expression and biotinylation profile in response to doxycycline treatment in NBirA*-

FLAG-TRIP12 expressing HelaS3 cells was determined by Western blot analysis using the indicated 

antibodies and streptavidin-HRP conjugate. Cells were treated with increasing doses of doxycycline (100, 

350, 600 and 1000 ng/ml), biotin (50 µM) for 24 h and with MG-132 (1.25 µM) for 15 h. PCNA level was 

used as loading control. The black and grey arrows indicate endogenously and exogenously expressed 

TRIP12 protein, respectively.  

C- Volcano plot of identified proteins at proximity (~15 nm) of TRIP12 determined by BioID and mass label-

free mass spectrometry. Statistically enriched proteins (n=328) are represented by red circles (q value < 

0.05 and log2 FC>2) calculated from four independent experiments. Auto-biotinylated TRIP12 protein is 

indicated on the graph.  

D- Gene ontology analysis of TRIP12 interactors identified by BioID approach using Metascape software. 

GO terms having the highest significance are shown.  

E- Protein networks analysis using Metascape software of TRIP12 protein partners identified by BioID. 

Statistic values are expressed as log10(p-value). 

F- Protein functional network using String software of TRIP12 protein partners identified by BioID. 

Coloured circles correspond to proteins that belong to SAGA (yellow), MLL1 (orange), PRC (violet), NURD 

(blue), SWI/SNF (green) complexes. Corresponding False Discovery Rate (FDR) are indicated. 
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Figure 2 : TRIP12 overexpression modifies the repartition

of chromatin independently of its catalytic activity.
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Figure 2: TRIP12 overexpression modifies the repartition of chromatin independently of 

its catalytic activity. 

A- Representative images of NBirA*-FLAG-TRIP12 and NBirA*-FLAG-EGFP-NLS expressing HelaS3 cells 

treated or not with doxycycline (1 µg/mL) for 48 h by immunofluorescence using indicated antibodies. 

Nuclei were counterstained with DAPI. A blue arrow represents the thickening of perinucleolar regions 

while a red arrow represents chromatin condensates. 

B- Graphical representation of GFP fusion proteins. The yellow star locates the ubiquitin ligase catalytic site. 

IDR: Intrinsically Disordered Region, ARM: armadillo repeats, WWE: tryptophan-tryptophan-glutamate rich 

domain, HECT: Homologous to E6-AP Carboxyl Terminus, GFP: Green Fluorescent Protein, RFTD: 

Replication Foci Targeting Domain, BAH: Bromo-Adjacent Homology and MTase: MethylTransferase. Black 

rectangles represent Nuclear Localization Signals (NLS). Numbers indicate the length of the proteins in 

amino acids.  

C- Representative images of TRIP12-GFP (left panel) and GFP-TRIP12 (right panel) overexpressing HelaS3 

cells by immunofluorescence after transient transfection. Nuclei were counterstained with DAPI. Cells with 

three different GFP intensities are represented. Blue arrows represent the thickening of perinuclear and 

perinucleolar regions. Red arrows represent chromatin condensates. 

D- Determination of DNA granularity in function to GFP expression level in TRIP12-GFP and GFP-TRIP12 

expressing HelaS3 cells. For each cell, the DAPI granularity and GFP expression were determined as 

described in Materials and Methods on over than 50 cells. Blue and green filled circles correspond to 

individual non transfected and transfected cells, respectively. The linear regression curve is indicated in 

black.  

E- Representative images of HECT-GFP, TRIP12(C1959A)-GFP, H2B-GFP and GFP-DNMT1 expressing 

HelaS3 cells by immunofluorescence after transient transfection. Nuclei were counterstained with DAPI. 

Cells with three different GFP intensities are represented. 

F- Determination of DNA granularity in function of GFP expression level in HECT-GFP, TRIP12(C1959A)-

GFP, H2B-GFP and GFP-DNMT1 expressing HelaS3 cells. For each cell, DAPI granularity and GFP expression 

were determined as described in Materials and Methods on over than 50 cells. Blue and green filled circles 

correspond to individual non transfected and transfected cells, respectively. The linear regression curve is 

indicated in black.  
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Figure 3 : The intrinsically disordered region of TRIP12 is responsible for the

formation of chromatin condensates.
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Figure 3: The intrinsically disordered region of TRIP12 is responsible for the formation of 

chromatin condensates. 

A- Prediction of TRIP12 3D-structure by AlphaFold website. Low, medium and high confidence prediction 

are represented in orange, light blue and dark blue, respectively.  

B- Graphical representation of TRIP12 different domains fused to the GFP reporter protein. Dark blue 

rectangles locate endogenous or artificial nuclear localization signals (NLS). IDR: Intrinsically Disordered 

Region, ARM: armadillo domain, WWE: tryptophan-tryptophan-glutamate rich domain, HECT: Homologous 

to E6-AP Carboxyl Terminus and GFP: Green Fluorescent Protein. 

C- Representative images of TRIP12-domains fused to GFP expressing HelaS3 cells by immunofluorescence. 

Nuclei were counterstained with DAPI. Cells with three different GFP intensities are represented. Insertion 

of an artificial NLS in ARM-WWE-GFP, Middle-GFP, HECT-GFP and IDR-GFP constructs allowed a nuclear 

localization with a substantial leaking in the cytoplasm.  

D- Determination of DNA granularity in function of GFP expression level in TRIP12-domains fused to GFP 

expressing HelaS3 cells. For each cell, DAPI granularity and GFP expression were determined as described 

in Materials and Methods on over than 50 cells. Blue and green filled circles correspond to individual non 

transfected and transfected cells, respectively. The linear regression curve is indicated in black.  

E- Representative images of chromatin condensates induced by TRIP12-IDR overexpression in HCT-116, 

U2OS and hTert-RPE1 cell lines by immunofluorescence. Nuclei were counterstained with DAPI.  

F- Comparison of isoelectric point (pI) and capacity to form chromatin condensates (slope) of the different 

TRIP12-GFP constructs. The pI of the different TRIP12 fragments was determined using ProtParam on 

Expasy website. The capacity to form chromatin condensates was indicated by the slope values obtained in 

Fig. 2D, 2F and 3C.  

G- Representative images of DNA organization in IDR-GFP deletion constructs in high expressing HelaS3 

cells (left panel). The cytoplasmic leaking of 208-324-GFP and 325-445-GFP constructs is explained by the 

loss of NLS sequences. Determination of DNA granularity in function of GFP expression level for the different 

IDR-GFP deletion constructs (right panel). The DAPI granularity and GFP expression were determined as 

described in Materials and Methods on over than 50 cells. Blue and green filled circles correspond to 

individual non transfected and transfected cells, respectively. The linear regression curve is indicated in 

black.  

H- Comparison of isoelectric point (pI), capacity to form chromatin condensates (slope) and the length (in 

aa) of the different IDR-GFP deletion constructs. The pI and the length of the different TRIP12 fragments 

were determined using ProtParam on Expasy website. The capacity to form chromatin condensates was 

determined by slope values obtained in Fig. 3G.  

I- Graphical representation of MED1-IDR fused to GFP protein. The dark blue rectangle locates an artificial 

nuclear localization signals (NLS). Representative images of MED1-IDR-GFP expressing HelaS3 cells 

obtained by immunofluorescence. Nuclei were counterstained with DAPI. Cells with three different GFP 

intensities are represented. For each cell, DAPI granularity and GFP expression were determined as 

described in Materials and Methods on over than 50 cells. Blue and green filled circles correspond to 

individual non transfected and transfected cells, respectively. The linear regression curve is indicated in 

black.  
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Figure 4 : The chromatin condensates induced by TRIP12-IDR are enriched in

heterochromatin marks.

A B

Figure 4: The chromatin condensates induced by TRIP12-IDR are enriched in 

heterochromatin marks. 

A- Representative images of localization of TRIP12-IDR mediated condensates and HP1, H3K9me3, EZH2, 

H3K27me3 and H2AK119ub heterochromatin marks by immunofluorescence. Nuclei were counterstained 

with DAPI.  

B- Representative images of localization of TRIP12-IDR mediated condensates and phosphorylated RNA 

polymerase II on serine 2 and serine 5. White arrows show the localization of RNA polymerase II staining 

at the periphery of the chromatin condensates. Nuclei were counterstained with DAPI. 
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Figure 5 : The formation of TRIP12 induced-chromatin condensates is a dynamic and

reversible mechanism driven by polymer-polymer phase separation.
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Figure 5: The formation of TRIP12 induced-chromatin condensates is a dynamic and 

reversible mechanism driven by polymer-polymer phase separation.  

A- Visualization of CREST (top panel) and LAMIN B1 (bottom panel) and chromatin condensates in TRIP12-

IDR expressing HelaS3 cells by immunofluorescence. Nuclei were counterstained with DAPI. 

B- Representative images of chromatin condensate formation and GFP expression in IDR-GFP expressing 

HelaS3 cells by live cell microscopy. Images were acquired every hour for 29 h after transfection. For the 

clarity of the figure, representative image of a cell 8 h after transfection and every two hours are 

represented. Nuclei were counterstained with SiR-DNA-647 nm. 

C- Quantification of GFP expression and DNA granularity in IDR-GFP expressing HelaS3 cells obtained by 

live cell microscopy. Images were acquired every hour for 29 hours by live cell confocal microscopy. GFP 

intensity and DNA granularity were determined using Columbus and FIJI software. Results are expressed 

as mean ± SEM of at least five independent cells.  

D- Expression of IDR-GFP, FLAG-tagged anti-GFP degrader in VHL-NbGFP4-FLAG expressing HelaS3 cells 

determined by Western blot 24 h after increasing doses of doxycycline (0.25, 0.5 and 1 µg/mL). The images 

are representative of several independent experiments. HSP90 protein level was used as loading control.  

E- Representative images of VHL-NbGFP4-FLAG expressing in HelaS3 cells transfected with IDR-GFP 

construct in the presence or not of doxycycline (1 µg/ml) for 24 h obtained by immunofluorescence. Nuclei 

were counterstained with DAPI. 

F- Determination of DNA granularity in function of IDR-GFP expression level in VHL-NbGFP4-FLAG 

expressing in Hela cells transfected with IDR-GFP construct in the presence or not of doxycycline (1 µg/ml) 

for 24 h or vehicle. For each cell, DAPI granularity and GFP expression were determined as described in 

Materials and Methods on over than 50 cells. Blue and green filled circles correspond to individual non 

transfected and transfected cells, respectively. The linear regression curve is indicated in black.  

G- Representative images of DNA condensates and IDR-GFP expression in VHL-NbGFP4-FLAG expressing 

HelaS3 cells transfected with IDR-GFP construct every hour (for 13 h) after addition of doxycyclin (1 µg/mL) 

by cell live microscopy. DNA is stained with siR-DNA-647 nm.  

H- Quantification of DNA granularity and GFP intensity in VHL-NbGFP4-FLAG expressing HelaS3 cells 

transfected with IDR-GFP construct every hour (for 13 h) after addition of doxycyclin (1 µg/mL) by cell live 

microscopy. ± SEM of at least five independent cells.  

I- Representative images of DAPI organization in IDR-GFP expressing HelaS3 cells in the presence of 1,6-

hexanediol 0,5% or vehicle for 18 h. Cells with three different GFP intensities are represented. Nuclei are 

counterstained by DAPI. 

J-Determination of DAPI granularity in IDR-GFP high expressing HelaS3 cells in the presence of 1,6-

hexanediol 0,5% or vehicle for 18 h as described in Materials and Methods section.  

K- IDR-GFP mobility in DNA condensates by FRAP analysis. H2B-dsRed expressing HelaS3 cells were 

transfected with IDR-GFP construct or H2B-GFP used as control. After 24 h, GFP fluorescence was photo-

bleached using a FRAP module of confocal microscope. The recovery of fluorescence was measured every 

second for 35 sec. Representative images of IDR-GFP and H2B-GFP expressing cells with bleached and non-

bleached areas are represented on the left. The graph represents the mean ± SD of GFP fluorescence 

intensity obtained from four independent cells.  

L- IDR-GFP mobility in DNA condensates by half-bleached FRAP analysis. HelaS3 cells were transfected with 

IDR-GFP construct. After 24 h, GFP fluorescence in a half of a condensate was photo-bleached using a FRAP 

module of confocal microscope. The recovery of GFP fluorescence was measured every second for 50 sec. 

Representative images of IDR-GFP expressing cells with bleached and non-bleached areas before and after 

bleaching are represented on the left. The graph represents the fluorescence intensity obtained from one 

cells. 
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Figure 6 : Consequences of TRIP12-IDR mediated-chromatin condensates on cellular

growth, chromatin accessibility and genome expression.
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Figure 6: Consequences of TRIP12-IDR mediated-chromatin condensates on cellular 

growth, chromatin accessibility and genome expression. 

A- Cellular fate of IDR-GFP and H2B-GFP transfected HelaS3 cells. Twenty-four hours after transfection, 

fluorescence of IDR-GFP transfected cells was determined using Incucyte apparatus to classify cells in three 

categories: low, moderate and high. 11 to 12 cells per category were monitored for 30 h every 2 h. Mitotic 

divisions were annotated with a M and nuclear fusion with a NF. Green bars represent living cells whereas 

black bars represent dead cells. 

B- Distribution in the cell cycle of IDR-GFP and H2B-GFP transfected HelaS3 cells. Twenty-four hours after 

transfection, the position in the cell cycle was determined by immunofluorescence using CYCLIN A and EdU 

staining as described in Materials and Methods. The graph represents the percentage of cells in the different 

phases of the cell cycle expressed as mean (± SEM) of at least three independent experiments.  

C- Representative image of EdU incorporation in IDR-GFP-mediated chromatin condensates (left). HelaS3 

cells were transfected with IDR-GFP construct. Twenty-four hours after transfection, cells were incubated 

with EdU (1 µM) for 20 min. Incorporation of EdU was visualized by Click-It™ followed by confocal 

microscopy. Nuclei were counterstained with DAPI. The graph represents the intensity of fluorescence 

along the arrow. 

D- Determination of genomic accessible regions in IDR-GFP expressing cells by ATAC-seq experiments. Only 

merged regions with a Max tags > 50 were considered. Results were obtained from two independent 

experiments and expressed as a percentage ±SEM of genomic accessible regions compared to non-

transfected cells (set as 100%). 

E- Percentage of accessible regions in IDR-GFP expressing HelaS3 cells with a lower (Down, fold change<2), 

higher (Up, fold change>2) and unchanged accessibility compared to non-transfected cells (set as 100%). 

Results were obtained from two independent experiments. 

F- Percentage of down (fold change<2) and up-regulated (fold change>2) mRNA in IDR-GFP expressing 

HelaS3 cells compared to non-transfected cells by RNA-seq approach. Results were obtained from two 

independent experiments.  
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Figure 7 : TRIP12 overexpression inhibits the accumulation of MDC1 protein on DNA

double strand breaks via its IDR.
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Figure 7: TRIP12 overexpression inhibits the accumulation of MDC1 protein on DNA double 

strand breaks via its IDR. 

A- Representative images of MDC1 foci, EdU and FLAG in irradiated NBirA*-FLAG-TRIP12 and NBirA*-

FLAG-EGFP-NLS cell lines treated or not with doxycycline (1 µg/ml for 48 h) during cell cycle phases by 

immunofluorescence. Cells were X ray-irradiated (1 Gy) and treated with EdU 1 h and 20 min, respectively, 

before the end of 48 h-doxycycline treatment. The determination of the cell cycle phase is described in 

Materials and Methods. Nuclei were counterstained with DAPI. 

B- Quantification of MDC1 foci in irradiated NBirA*-FLAG-TRIP12 and NBirA*-FLAG-EGFP-NLS cells treated 

or not with doxycycline during the different phases of the cell cycle. Each dot corresponds to one cell. Results 

are expressed as mean ±SEM obtained from independent experiments determined by confocal microscopy 

and FIJI macro command.  

C- Representative images of MDC1 foci and GFP staining in irradiated HelaS3 cells transfected or not 

indicated GFP constructs by immunofluorescence. Nuclei were counterstained with DAPI. 

D- Quantification of MDC1 foci in irradiated HelaS3 cells transfected or not indicated GFP constructs. Each 

dot corresponds to one cell. Results are expressed as mean ± SEM obtained from independent experiments 

determined by confocal microscopy and FIJI macro command. 

E- Representative images of MDC1 foci and GFP by immunofluorescence in X ray-irradiated HelaS3 cells 

expressing IDR-GFP or H2B-GFP. Twenty-three hours after transfection, cells were X-ray irradiated (1 Gy). 

A non-transfected cell and cells with three different GFP intensities are represented. Nuclei were 

counterstained with DAPI. 

F- Quantification of MDC1 foci in irradiated IDR-GFP and H2B-GFP expressing HelaS3 cells depending on 

GFP expression. IDR-GFP expressing cells were classified in low, moderate and high depending on the 

intensity of GFP expression. Each dot corresponds to one cell. Results are expressed as mean ± SEM obtained 

from independent experiments determined by confocal microscopy and FIJI macro command. 

G- Representative images of GFP and RFP fluorescence in HelaS3 cells expressing the indicated constructs 

and UV-laser (405 nm) micro-irradiated (time 0) at the indicated times in min by live cell microscopy. For 

clarity, not all the time points performed in the experiments are represented on the figure.  

H- Quantification of GFP-MDC1 recruitment kinetics in UV-laser micro-irradiated HelaS3 cells transfected 

with the indicated constructs at the indicated times. The results are expressed as mean ±SD obtained from 

10 cells of two independent experiments. The dotted line represents 100% of recruitment.  
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Supplemental figure legend 1:  

A- Trip12 mRNA expression level in response to doxycycline treatment in NBirA*-FLAG-TRIP12 expressing 

HelaS3 cells determined by RT-qPCR. Cells were treated or not with doxycycline at the indicated 

concentrations for 24 h. Trip12 mRNA expression was measured using two different sets of primers. Results 

are expressed as mean ±SEM obtained from two independent experiments.  

B- Biotinylated protein pull-down obtained from NBirA*-FLAG-TRIP12 expressing HelaS3 cells. Cells were 

treated or not with doxycycline (1 µg/ml) for 72 h and with biotin (50 µM) for 24 h. Biotinylated proteins 

were visualized in input, flow-through (FT) and eluate fractions by Western blot analysis using streptavidin-

HRP conjugate. NBirA*-FLAG-TRIP12 expression was visualized using an anti-FLAG antibody. The black 

arrow indicates the auto-biotinylated form of NBirA*-FLAG-TRIP12.  

C- Validation of indicated protein streptavidin pull-down in input, flow-through (FT) and eluate fractions 

by Western blot analysis. NBirA*-FLAG-TRIP12 expressing HelaS3 cells were treated or not with 

doxycycline (1 µg/ml) for 72 h and with biotin (50 µM) for 24h. 

D- Venn diagram of BioID TRIP12 partners (n=328) and BioGRID TRIP12 interactors (n=187). Protein in 

common (n=18) are listed under the diagram.   
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Supplemental figure legend 2:  

A- Graphical representation of human TRIP12 protein sequence (top panel). Amino acid composition of 

TRIP12 protein (second panel). Lysine (K), leucine (L) and serine (S) residues are highlighted in yellow. 

Prediction of natural disordered regions in TRIP12 protein using PONDR® website (third panel). Electric 

charge of TRIP12 protein using Expasy-Compute pI/MW tool (Bottom panel).  

B- 3D representation of positive (blue) and negative (red) electric patches on TRIP12 protein using 

AlphaFold. 

C- Graphical representation of human MED1 protein sequence (top panel). Amino acid composition of MED1 

protein (second panel). Lysine (K), leucine (L) and serine (S) residues are highlighted in yellow. Prediction 

of natural disordered regions in MED1 protein using PONDR® website (third panel). 
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Supplemental figure legend 3:  

A- Representative images of γH2AX foci, and FLAG in irradiated NBirA*-FLAG-TRIP12 expressing HelaS3 

cells treated or not with doxycycline (1 µg/ml for 48 h). Cells were X ray-irradiated (1 Gy) 1 h before the 

end of doxycycline treatment. The determination of the cell cycle phase is described in Materials and 

Methods. Nuclei were counterstained with DAPI.   

B- Quantification of γH2AX foci in irradiated NBirA*-FLAG-TRIP12 expressing HelaS3 cells treated or not 

with doxycycline during the different phase of the cell cycle determined by confocal microscopy and FIJI 

macro command. Each dot corresponds to one cell. Results are expressed as mean ± SEM obtained from 

independent. 
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Supplemental Table 1: List of primers 

 

  

qPCR Sequences

Trip12 exon 10-11

Forward
5’-ATATTATGAACCATGCTTGTCGAG-3’

Trip12 exon 10-11 Reverse 5’-CTCTGCCACATCAATACACTGAAT-3’

Trip12 exon 2-3 Forward 5’- CTGTGCTAGTACCAGTCGGC-3’

Trip12 exon 2-3 Reverse 5’-GAGCTTCATCTGTCCGAGCA-3’

Cyclophilin A Forward 5’-GTCAACCCCACCGTGTTCTT-3

Cyclophilin A Reverse 5’-CTGCTGTCTTTGGGACCTTGT-3’

Gapdh Forward 5’-CAATGACCCCTTCATTGACC-3’

Gapdh Reverse 5’-GTACTCGCTCCTGGAAGATG-3’

Plasmid construction

MED1 NLS IDR Gateway

Forward

5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGACCATGGCGCCGAAGA

AGAAGCGAAAGGTCGAGCATCACAGTGGTAGTCAGGGT-3’

MED1 NLS IDR Gateway

Reverse
5’- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTGAAGATCATCTTCCTCCCC-3’
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Supplemental Table 2: List of antibody and conjugates 

 

  

Proteins
Immunofluorescence 

dilution

Western 

blot dilution
RRID References

TRIP12 1/1000 1/1000 AB_1264344 Bethyl A301-814A

TRIP12 1/1000 NA AB_2675340 Sigma HPA 036835

GFP 1/500 1/1000 AB_523903
Novus Bio NB100-

1770

PCNA N/A 1/5000 AB_628110 Santa-Cruz SC-56

53BP1 1/2000 N/A AB_10003037 Novus Bio NB 100-304

H2AX 1/500 N/A AB_350295 Novus Bio NB 100-384

MDC1 1/1000 1/1000 AB_10001489 Novus Bio NB-100-395

FLAG tag 1/2000 1/5000 AB_262044 Sigma F1804

FITC-Streptavidin 1/1000 N/A -
eBioscience11-4317-

87

HSP90 NA 1/1000 AB_2121214 Cell Signaling 4874

HRP-Streptavidin NA 1/2000 x ThermoFisher S911

CYCLIN A2 1/1000 N/A AB_1949884 Genetex 103042

CYCLIN A2 1/1000 N/A AB_631329 Santa Cruz SC751

GAPDH NA 1/2000 AB_10622025 Cell Signaling 5174

HA tag 1/1000 1/1000 AB_1549585 Cell Signaling 3724

Lamin B1 1/500 N/A AB_2136290
Proteintech 12987-1-

AP
CREST 1/1000 N/A - 35

HP1 alpha 1/100 N/A AB_2614983 Active motif 39977

H3K9me3 1/1000 N/A AB_306848 Abcam ab8898

EZH2 1/1000 N/A AB_10694683 Cell Signaling 5246

H3K27me3 1/1000 N/A AB_2616029 Cell Signaling 9733

H2AK119Ub 1/1000 N/A AB_10891618 Cell Signaling 8240

USP7 N/A 1/1000 AB_203276 Bethyl A300-033A

HDAC2 N/A 1/1000 AB_2118563 Santa Cruz sc-7899

BAF57 1/1000 N/A A300-810A-T Bethyl A300-810A-T

H2A 1/5000 N/A AB_2885986 GeneTex GTX129418

panH3 1/10.000 N/A AB_417398 Upstate 07-690

RNA pol II pSer2 1/500 N/A AB_2687450 Active motif 61083

RNA pol II pSer5 1/1000 N/A AB_2687451 Active motif 61085

Alexa Fluor 555 

anti rabbit
1/1000 N/A AB_2535849 Invitrogen A-21428

Alexa Fluor 448 

anti goat
1/1000 N/A AB_2534102 Invitrogen A-11055

Alexa Fluor 647 

anti mouse
1/1000 N/A AB_2535804 Invitrogen A-21235

Alexa Fluor 568 

anti rat
1/1000 N/A AB_2534121 Invitrogen A-11077
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Supplemental Table 3: Most enriched proteins in BioID experiment with fold change (log2) 

and p value 

 

 

 

Gene name Log2(FC) -Log10(q value 0.05)

H2AZ2 5,19 2,26

TRIP12 4,69 2,28

TAF7 4,60 4,18

ZZZ3 4,24 6,98

MDC1 4,14 2,53

ZNF512B 4,10 4,76

TPX2 4,09 3,11

RBBP4 4,04 2,98

SCML2 4,04 3,48

HEXIM1 3,98 4,21

TAF5 3,98 4,62

XPC 3,94 3,98

PHF2 3,89 3,78

BAZ2A 3,86 3,19

ORC2 3,85 3,46

CXorf56 3,85 4,39

SGO2 3,84 7,96

CDCA2 3,81 4,26

PRPF19 3,79 4,45

FLYWCH1 3,71 3,96

NPM1 3,70 2,63

LRWD1 3,70 3,29

ORC5 3,67 2,28

TCF20 3,62 3,66

PPP1R10 3,62 3,80

BRD7 3,59 5,58

HIVEP1 3,58 3,29

BEND3 3,57 4,14

INTS12 3,57 4,26

CHD7 3,53 5,62

GLYR1 3,52 3,57

BAZ1B 3,51 3,02

KPNA4 3,49 2,96

CEBPB 3,49 4,13

KANSL1 3,49 4,64

CDCA8 3,47 5,12

ZNF280D 3,47 3,93

ZKSCAN4 3,45 3,44

MBD2 3,44 4,49

ZNF174 3,42 4,15

RSF1 3,41 2,52

NR2C2 3,39 4,05

ZBTB33 3,35 5,23

BRD2 3,34 3,60

HMGXB4 3,32 6,24

RNF2 3,30 4,84

CUX1 3,30 5,56

ATRX 3,29 3,71

RBBP7 3,28 2,68

KPNA3 3,27 7,11

SIN3A 3,27 4,85

NSD3 3,24 4,98

BNC2 3,24 4,94

PAF1 3,24 3,95

USP7 3,24 4,35

BAZ2B 3,23 4,47

SRCAP 3,23 3,70

AHCTF1 3,22 3,30

CHD4 3,21 4,68

ZNF280C 3,21 3,38

GPATCH4 3,20 4,33

POGZ 3,20 6,87

CBX3 3,20 1,86

TAF4 3,19 4,45

SIN3B 3,18 4,22

TOX4 3,18 3,02

TAF6L 3,15 5,26

MFAP1 3,14 5,33

ZNF462 3,14 5,30

WAPL 3,12 4,98

SUGP1 3,11 4,14

ZNF148 3,10 4,27

NSD1 3,09 6,17

RSL24D1 3,07 3,11

MIDEAS 3,07 3,07

ATF3 3,07 3,82

SMARCA5 3,06 3,73

DNTTIP2 3,06 3,50

ZNF384 3,05 2,86

AATF 3,05 3,49

NUMA1 3,05 4,46

IWS1 3,03 2,85

WIZ 3,03 4,21

HP1BP3 3,03 5,00

ORC3 3,01 1,88

DIDO1 2,99 5,56

ADNP 2,99 3,87

LRIF1 2,98 3,42

DDX52 2,98 4,14
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MBD4 2,97 5,21

ZNF512 2,97 5,95

DHX8 2,97 6,55

FIP1L1 2,96 5,33

RREB1 2,95 3,82

PRDM2 2,94 3,68

INCENP 2,93 4,22

EPC2 2,92 3,57

EHMT1 2,91 4,38

EHMT2 2,91 4,44

MECP2 2,90 2,92

RECQL 2,90 3,84

KMT2A 2,90 5,40

JUNB 2,88 2,83

TRIR 2,88 3,20

PCGF1 2,86 5,48

ZNF644 2,85 5,76

BOD1L1 2,85 3,96

EP400 2,84 5,03

SUPT20H 2,83 4,75

ELOA 2,82 3,66

RPS7 2,82 4,60

TOMM40 2,82 2,15

ZNF131 2,81 3,49

AFF4 2,81 4,29

CHAMP1 2,81 5,89

EZH2 2,81 5,12

KIF20B 2,81 5,99

ZNF696 2,80 2,87

CHD1 2,80 4,13

ASH2L 2,80 5,81

NPM3 2,80 2,06

TAF1 2,80 3,76

PNISR 2,79 5,86

VIRMA 2,78 4,81

UTP3 2,77 3,76

ZNF66 2,77 4,09

PBRM1 2,76 6,02

RIF1 2,75 5,08

ZSCAN21 2,74 4,07

PPP1CB 2,74 4,27

BRD4 2,73 5,09

MKI67 2,72 3,76

SUDS3 2,71 4,70

HDAC2 2,71 5,36

BLM 2,70 6,44

KANSL3 2,70 3,48

ATAD2 2,70 3,07

SUZ12 2,70 5,78

PHC2 2,68 5,30

RNF169 2,67 4,43

PHF12 2,67 4,17

BAP18 2,66 1,49

RFC1 2,65 4,83

MBD3 2,65 4,45

MPHOSPH10 2,64 4,26

ARHGAP11A 2,64 4,77

DDX10 2,63 4,17

GATAD2B 2,62 6,18

ASH1L 2,62 5,09

SMARCA1 2,60 4,60

NOP10 2,60 2,96

KIF18B 2,59 4,32

NSD2 2,59 7,14

KNOP1 2,59 3,93

RAI1 2,59 4,95

TAF6 2,59 4,57

H2AC4 2,58 1,70

ARID2 2,58 5,34

TPR 2,58 3,65

CBX1 2,58 2,37

ZFC3H1 2,57 4,25

ZNF318 2,56 3,63

TRIML2 2,56 1,53

CHD3 2,56 4,74

RRP1B 2,56 5,09

MTA1 2,56 4,65

H4C1 2,55 2,27

CSNK2A2 2,54 5,47

PPP2R2A 2,53 3,28

HNRNPUL1 2,53 3,23

KAT7 2,53 2,80

BMI1 2,53 4,40

DLGAP5 2,52 4,56

KPNB1 2,52 3,13

BAZ1A 2,52 3,48

SMARCA2 2,52 4,67

SMARCE1 2,52 3,42

ZMYND11 2,52 2,89

GPATCH1 2,51 3,27
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MICOS13 2,51 3,08

PARP1 2,50 2,86

YEATS2 2,50 5,22

CENPB 2,50 2,60

KAT14 2,50 6,00

UHRF2 2,49 3,15

ANKRD11 2,48 3,62

AK3 2,48 4,98

FAM207A 2,48 5,10

STAG2 2,47 3,64

INO80 2,46 6,19

NFIC 2,46 3,19

RLF 2,46 4,47

REXO4 2,46 4,11

TFAP2A 2,46 3,25

GATAD2A 2,46 4,49

MSANTD2 2,45 3,55

MAPKAPK2 2,44 1,80

HDAC1 2,44 4,06

RNPS1 2,43 2,41

EPC1 2,42 5,27

C5orf24 2,42 2,89

BCLAF1 2,42 5,22

BRIX1 2,41 3,20

CBX5 2,41 2,88

WDR43 2,40 3,17

NFRKB 2,40 3,56

MLLT3 2,40 5,77

ATAD2B 2,37 2,90

GNL2 2,37 7,21

CEBPZ 2,37 5,63

NAT10 2,37 4,12

RRP8 2,37 6,13

CKAP2L 2,36 4,75

NFE2L1 2,36 2,96

CHD8 2,35 4,55

PHAX 2,35 5,27

RRP7A 2,35 3,34

GTF2E2 2,35 1,85

ZBTB9 2,34 5,52

ACIN1 2,34 5,82

URB1 2,34 4,00

DMAP1 2,33 4,88

TOP2A 2,33 2,65

ATAD5 2,32 5,38

JUN 2,32 2,67

PRPF3 2,32 5,04

PHF10 2,32 5,81

KDM2A 2,32 3,31

AURKB 2,31 3,82

PUM3 2,31 3,56

TAF10 2,30 2,57

EXOSC7 2,30 2,84

POLR1G 2,30 3,38

APOBEC3B 2,29 3,76

EED 2,29 4,64

SRFBP1 2,29 5,61

EMSY 2,28 4,84

RBM10 2,28 5,08

PHRF1 2,28 4,07

NOL9 2,28 5,51

NBN 2,28 4,09

ASXL2 2,28 4,49

NCL 2,28 4,40

PCNP 2,28 2,85

TASOR 2,27 6,49

NOP14 2,27 3,17

ACTL6A 2,26 4,67

DHX57 2,26 2,50

PHF14 2,26 2,85

MGA 2,26 6,24

NOP9 2,25 4,04

DDX55 2,25 2,85

CENPF 2,24 5,57

UQCRFS1 2,24 2,63

MACROH2A1 2,23 2,94

ZC3H18 2,22 2,84

INTS3 2,22 4,09

RSL1D1 2,22 2,23

RBM27 2,22 4,51

RPRD2 2,21 5,12

BRMS1L 2,21 4,23

MLLT1 2,20 5,24

ZMYND8 2,20 3,24

MYBBP1A 2,19 3,42

CHD2 2,19 3,24

MTCH2 2,19 2,12

NKTR 2,19 3,37

U2SURP 2,18 5,88

EPB41L5 2,18 3,79
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SMARCA4 2,17 5,15

ZNF281 2,17 4,52

SGF29 2,17 4,86

PHIP 2,16 2,73

ZMYM4 2,15 7,40

CACTIN 2,15 2,57

ZBTB21 2,15 3,12

RRP36 2,15 3,20

RPL6 2,14 4,68

GTF3C1 2,14 5,39

GTF3C3 2,14 4,64

CDCA5 2,14 4,12

ZFHX3 2,14 2,90

CENPC 2,14 3,66

FNBP4 2,13 2,67

SART3 2,13 3,90

MEF2D 2,13 1,91

HCFC1 2,13 5,46

ESF1 2,12 3,64

ZNF770 2,12 2,68

ZMYM3 2,12 3,02

IPO7 2,11 4,33

DDX46 2,11 3,63

BCORL1 2,11 3,11

KIF20A 2,11 3,77

KANSL2 2,10 3,45

CTR9 2,10 3,70

MTA2 2,09 4,12

PES1 2,09 4,12

ZMYM1 2,08 2,27

MRGBP 2,08 3,86

ZNF146 2,08 1,53

WRNIP1 2,08 3,92

PNN 2,08 5,11

SPEN 2,07 3,35

MGST3 2,07 2,42

POLR3C 2,07 2,62

BRCA1 2,07 4,74

CBX8 2,06 4,96

ZNF592 2,06 5,04

TOP2B 2,06 2,66

TENT4B 2,06 3,39

ELL2 2,06 3,12

KDM5A 2,05 4,32

PSIP1 2,05 2,57

TNPO3 2,05 3,33

SYF2 2,05 1,81

SNRPE 2,05 2,31

ZC3H14 2,04 3,95

SMARCC2 2,04 4,55

BPTF 2,04 4,07

KIF22 2,04 4,16

SLC25A6 2,03 1,47

HIRA 2,03 3,54

NIPBL 2,03 5,13

USP36 2,02 5,19

UBTF 2,02 3,22

LARP7 2,02 3,24

TRIM26 2,02 2,91

PAXBP1 2,01 3,07

THRAP3 2,01 5,40

HIGD1A 2,00 1,82
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II. Les résultats complémentaires sur la réparation des dommages à l’ADN. 

 

a. Le contexte 

 

Comme mentionné dans l’introduction bibliographique, (Chapitre 1 Partie 3.II.d) TRIP12 est 

impliquée dans les mécanismes de réparation des dommages à l’ADN via son activité d’E3 

ubiquitine ligase en contrôlant la stabilité de RNF168 et de PARP1188,205. Dans les données de 

BioID obtenues dans l’article n°1, la protéine MDC1 (Mediator of DNA Checkpoint 1) figure parmi 

les plus abondantes. MDC1 est impliquée dans la détection des cassures de l’ADN. Elle permet le 

recrutement des effecteurs de la réparation (Chapitre 1 Partie 1.2.c). De plus, les résultats de la 

Figure 7 de l’article n°1 montre que TRIP12 inhibe l’accumulation de MDC1 suite à des cassures 

induites par irradiation aux rayons X. TRIP12 est surexprimée dans de nombreux cancers 

notamment celui du pancréas. Elle est de plus nécessaire à la carcinogénèse pancréatique dans la 

mesure où l’invalidation du gène Trip12 au sein de modèles murins inhibe l’initiation de la 

carcinogénèse pancréatique et le caractère métastatique des tumeurs (Article n°2).  

L’objectif de ces travaux complémentaires est de mesurer les conséquences d’une surexpression 

de TRIP12 sur la réponse aux dommages à l’ADN. Ces expériences ont été réalisées avec l’aide d’un 

stagiaire de M2 (Alban Ricard) qui poursuivra ces travaux en thèse dans l’équipe sur ce sujet.  

b. Matériels et méthodes 

 
La majorité des techniques, lignées cellulaires et méthodes d’analyse sont identiques à l’article 

n°1. Seules les techniques différentes et les anticorps supplémentaires sont détaillés ci-dessous.  

i. Traitement des cellules 

 

Les lignées stables HelaS3 NBirA*-TRIP12 et NBirA*-EGFP contiennent un gène codant pour 

NBirA*-TRIP12-FLAG et NBirA*-EGFP-FLAG dont l’expression est inductible par l’addition de 

doxycycline à 1 µg/ml pendant 24 h. Les cellules HelaS3 NBirA*-TRIP12 et NBirA*-EGFP ont été 

incubées 15 min en présence de 10 µM de 5’-Ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) (Life Technologies). 

Les différentes lignées cellulaires ont été irradiées avec une dose de 1 Gray de rayons X à l’aide 

d’un irradiateur XRAD SMART. 

ii. Quantification d’immunofluorescence.  

La quantification du nombre des foyers γH2AX, MDC1, 53BP1, BRCA1, FK2 ainsi que l’intensité de 

fluorescence des marquages GFP et MDC1 a été réalisée après acquisition d’images haute 

résolution à l’aide d’un microscope confocal LSM 880 FAST AiryScan (objectif x63-Zeiss). Après 

séparation et segmentation des images, le nombre de foyers et l’intensité de fluorescence ont été 

déterminés à l’aide d’une macrocommande FIJI implémentée dans l’équipe. Le traitement des 

fichiers générés par FIJI a été réalisé via un script Python développé dans l’équipe. Un minimum 

de deux expériences indépendantes a été réalisé pour chaque analyse. 
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iii. Analyses statistiques. 

Les différences du nombre moyen de foyers par cellule et d’intensité de fluorescence ont été 

comparées par un test statistique de Mann-Withney non paramétrique (unpaired, two-tailed) à 

l’aide du logiciel GraphPad Prism 9.5.0. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne +/- 

SEM. ns pour non significatif. *, **, *** et **** indiquent respectivement une valeur p < 0.05, 0.01, 

0.005 et 0.001.  

Tableau 1: Anticorps primaires 

Protéines 
Dilution pour 

l’immunofluorescence 

Dilution pour le 

Western Blot 
Références 

53BP1 1/2000 NA Novus Bio NB 100-304 

BRCA1 1/500 NA Santa Cruz C-20 

γH2AX 1/2000 NA Novus Bio 100-384 

TRIP12 1/1000  1/1000 270 

CYCLINE A2  1/1000 NA Genetex 103042 

PCNA NA 1/1000 AbCam Ab29 

FK2 1/1000 NA Millipore 04-263  
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c. Les résultats 

 

i. L’expression de TRIP12 inhibe l’accumulation de MDC1 au niveau des cassures 

endogènes de l’ADN sans modifier son expression protéique. 

 

La protéine MDC1 s’accumule de part et d’autre des cassures de l’ADN sous forme de foyers après 

seulement quelques minutes grâce notamment à son reconnaissance des histones H2AX 

phosphorylées (γH2AX). Cette formation de foyers MDC1 joue un rôle primordial dans l’efficacité 

des réponses aux dommages à l’ADN. Compte tenu de l’abondance de MDC1 à proximité de TRIP12 

et de l’inhibition de la formation de foyers MDC1 en condition de cassures générées par rayons X 

(Article 1, Figure 7), nous nous sommes intéressés à l’impact d’une surexpression de TRIP12 sur 

l’accumulation de MDC1 sur les cassures endogènes de la cellule. Pour cela, la lignée cellulaire 

générée pour l’identification du proxisome de TRIP12 a été utilisée. Cette lignée cellulaire HelaS3 

permet la surexpression de TRIP12 fusionnée à une forme mutée de la biotine ligase BirA* 

(NBirA*-FLAG-TRIP12) par addition de doxycycline. Dans un premier temps, le nombre de foyers 

MDC1 dans cette lignée a été déterminé par immunofluorescence. Le nombre de cassures de l’ADN 

dans une cellule variant selon l’étape du cycle cellulaire, l’état d’avancement des cellules dans le 

cycle (G1, début de S, fin de S et G2) a été déterminé à l’aide d’une incorporation d’EdU et d’une 

coloration de l’ADN au DAPI (Figure 1A). Ainsi, un plus grand nombre de foyers MDC1 est 

visualisé en fin de phase S et G2 comparativement à la phase G1 et au début de phase S. Ces foyers 

correspondent à la réponse de la cellule à des cassures endogènes de l’ADN générées au cours de 

la réplication (Figure 1A). En présence de doxycycline, la surexpression de NBirA*-FLAG-TRIP12 

induit une diminution significative de ce nombre de foyers MDC1 dans les cellules en fin de phase 

S et G2 (Figure 1B). L’accumulation de MDC1 au niveau des cassures a été validée par la co-

localisation avec les foyers γH2AX, marqueurs précoces des cassures (Figure 1C).  

Compte tenu de la fonction ubiquitine ligase de TRIP12, l’impact de TRIP12 sur le niveau 

d‘expression de la protéine MDC1 a été mesuré. Pour cela, le niveau d’intensité de fluorescence 

correspondant à MDC1 a été quantifié en fonction du cycle cellulaire (Figure 1D). Cette 

quantification montre que la surexpression de NBirA*-TRIP12 n’affecte pas le niveau d’expression 

de MDC1 quel que soit le stade du cycle cellulaire. Ce résultat a été confirmé par une approche de 

Western Blot dans laquelle une surexpression de NBirA*-TRIP12 n’induit pas de changement de 

l’expression protéique de MDC1 (Figure 1E). 

L’ensemble de ces résultats et la figure 7 de l’article n°1 montrent qu’une surexpression de TRIP12 

inhibe l’accumulation de MDC1 suite à des dommages à l’ADN endogènes ou dus à un agent 

exogène sans modifier le niveau d’expression de MDC1. 

ii. TRIP12 ne s’accumule pas au niveau des cassures de l’ADN. 

 

Plusieurs études ont montré l’implication de TRIP12 dans la réponse aux cassures de l’ADN. 

Toutefois, la localisation et l’accumulation de TRIP12 au niveau de ces cassures n’ont jamais été 

documentées. Pour cela, les cellules HelaS3 NBirA*-FLAG-TRIP12 ont été irradiées aux rayons X. 

Une heure après irradiation, la protéine NBirA*-FLAG-TRIP12 ne forme pas de foyers au niveau 

des cassures de l’ADN visualisées par la présence de foyers γH2AX (Figure 2A). Des résultats 

similaires sur des cellules HelaS3 irradiées ont été obtenus à l’aide d’un anticorps dirigé contre la 

protéine TRIP12 endogène (Figure 2B). L’ensemble de ces résultats démontre que TRIP12 ne 

s’accumule pas au niveau des cassures de l’ADN une heure après irradiation mais pour autant 

inhibe l’accumulation de MDC1. 
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iii. La surexpression de TRIP12 modifie les signaux de transduction de la DDR en 

aval de MDC1. 

 

Compte tenu du rôle inhibiteur de TRIP12, via son IDR, sur l’accumulation de MDC1 au niveau des 

cassures de l’ADN (Article 1 Figure 7), nous nous sommes intéressés à la signalisation de ces 

cassures en aval de MDC1. En effet, MDC1 participe au recrutement de l’ubiquitine ligase RNF8 

(laquelle assure l’ubiquitination des histones de part et d’autre des cassures) ou de molécules-clés 

de la DDR, telles que 53BP1 et BRCA1. 

A l’instar de la phosphorylation de H2AX, l’ubiquitination des histones joue un rôle important dans 

la détection et par conséquent, la réparation des dommages à l’ADN. Ainsi, l’ubiquitination des 

histones suite à une irradiation a été mesurée en présence d’IDR-GFP de TRIP12. Nos analyses 

montrent une diminution significative du nombre de foyers d’histones ubiquitinées (déterminée 

à l’aide d’un anticorps FK2 dirigé contre les protéines ubiquitinées) en présence de l’IDR-GFP 

(Figures 3A et 3B). De plus, cette inhibition des foyers d’histones ubiquitinées est dépendante de 

la quantité d’IDR-GFP (Figure 3B). L’accumulation sous forme de foyers des molécules 53BP1 et 

BRCA1 après expression de la protéine IDR-GFP a également été mesurée par 

immunofluorescence. Une heure après irradiation, l’expression de l’IDR-GFP diminue 

significativement le nombre de foyers 53BP1 et BRCA1 que ce soit en début ou en fin de cycle 

cellulaire (Figures 3C à 3F).  

Ainsi, la surexpression de l’IDR de TRIP12 affecte les capacités d’accumulation de protéines-clés 

de la détection des DSB en aval de MDC1. Ces résultats suggèrent ainsi qu’une surexpression de 

TRIP12 perturbe les capacités de détection et par conséquent de réparation des cassures de l’ADN 

de la cellule. 

L’ensemble de ces résultats montre qu’une surexpression de l’E3 ubiquitine ligase TRIP12 affecte 

l’efficacité de la réponse aux dommages à l’ADN en inhibant l’accumulation de la protéine MDC1 

au niveau des cassures. L’originalité de ces résultats est que le rôle inhibiteur de TRIP12 dans la 

formation des foyers MDC1 est indépendante de son activité catalytique mais dépendant de son 

IDR.  

iv. Conclusion  

 

L’ensemble de ces résultats montre qu’une surexpression de l’E3 ubiquitine ligase TRIP12 affecte 

l’efficacité de la réponse aux dommages à l’ADN en inhibant l’accumulation de la protéine MDC1 

au niveau des cassures. TRIP12 était déjà connue pour avoir un rôle inhibiteur de la réponse aux 

dommages à l’ADN via son activité d’E3 ubiquitine ligase sur les protéines RNF168205 et PARP1188. 

Mais l’originalité de ces travaux résident dans l’identification d’un rôle fonctionnel de l’IDR de 

TRIP12. En effet, ces données démontrent que ce rôle inhibiteur de TRIP12 sur l’accumulation de 

MDC1 est indépendant de son activité catalytique mais dépendant de son domaine 

intrinsèquement désordonné.  
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d. Figures 

 

Figure 1 : L’expression de TRIP12 inhibe l’accumulation de MDC1 au niveau des cassures de 
l’ADN sans modifier son expression protéique.  
(A) Localisation de la protéine MDC1 dans des cellules HelaS3 NBirA*-TRIP12, traitées ou non à la doxycycline pendant 24h 
déterminée par immunofluorescence. La protéine NBirA*-TRIP12 est visualisée à l’aide de l’anticorps anti-FLAG. L’étape dans le 
cycle cellulaire est déterminée à l’aide de l’incorporation d’EdU, la taille du noyau et l’intensité du DAPI. (B) Quantification du 

nombre moyen de foyers MDC1 par cellule au sein de la lignée NBirA*-TRIP12 traitées ou non à la doxycycline selon le stade 

dans le cycle cellulaire. Chaque point représente une cellule. (C) Localisation de la protéine MDC1 et γH2AX au sein d’une cellule 
HelaS3 NBirA*-EGFP (sans doxycycline), déterminée par immunofluorescence une heure après irradiation. Le graphique 
représente l’intensité de fluorescence des pixels au niveau de la flèche jaune. (D) Quantification de l’intensité moyenne de 

fluorescence par cellule au sein de la lignée NBirA*-TRIP12 traitée ou non à la doxycycline selon le stade dans le cycle cellulaire 
obtenue à l’aide de l’anticorps anti-MDC1. (E) Image de l’expression de MDC1 dans la lignée NBirA*-TRIP12, traitée ou non à la 
doxycycline déterminée par une expérience de Western Blot. L’expression de la protéine NBirA*-TRIP12 est visualisée à l’aide 

de l’anticorps anti-FLAG. Le niveau d’expression de la protéine PCNA est utilisé comme contrôle de charge. L’expérience n’a été 
réalisée qu’une seule fois.  
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Figure 2 : TRIP12 ne s’accumule pas au niveau des cassures de l’ADN.  

(A) Localisation de la protéine γH2AX et NBirA*-FLAG-TRIP12 au sein d’une cellule HelaS3 NBirA*-FLAG-TRIP12 (+ Doxycycline) 

déterminée par immunofluorescence une heure après irradiation. La protéine NBirA*-FLAG-TRIP12 est visualisée à l’aide de 

l’anticorps anti-FLAG. Le graphique représente l’intensité de fluorescence des pixels au niveau de la flèche jaune. (B) Localisation 

de la protéine TRIP12 et γH2AX au sein d’une cellule HelaS3 déterminée par immunofluorescence une heure après irradiation. 

Le graphique représente l’intensité de fluorescence des pixels au niveau de la flèche jaune. 
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Figure 3 : La surexpression de TRIP12 modifie les signaux de transduction de la DDR en aval de 

MDC1. 

(A) Localisation des protéines ubiquitinées et IDR-GFP après transfection transitoire de IDR-GFP dans des cellules HelaS3, 
déterminée par immunofluorescence une heure après irradiation. Les protéines ubiquitinées sont visualisées à l’aide d’un 

anticorps FK2. (B) Quantification du nombre moyen de foyers d’histones ubiquitinées par cellule au sein des cellules HelaS3 
transfectées en (A). Les cellules transfectées ont été catégorisées en « faible », « modérée » et « forte » selon leur niveau de 
fluorescence GFP. Chaque point représente une cellule. (C) Localisation des protéines 53BP1 et IDR-GFP après transfection 

transitoire de IDR-GFP dans des cellules HelaS3, déterminée par immunofluorescence une heure après irradiation. (D) 
Quantification du nombre moyen de foyers 53BP1 par cellule au sein des cellules HelaS3 transfectées en (C) en début ou en fin 
de cycle cellulaire. Chaque point représente une cellule. (E) Localisation des protéines BRCA1 et IDR-GFP après transfection 

transitoire de IDR-GFP dans des cellules HelaS3, déterminée par immunofluorescence une heure après irradiation. (F) 
Quantification du nombre moyen de foyers BRCA1 par cellule au sein des cellules HelaS3 transfectées en (E) en début ou en fin 
de cycle cellulaire. Chaque point représente une cellule. 
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III. Article n°2: The E3 ubiquitin ligase TRIP12 is required for pancreatic acinar 

cell plasticity and pancreatic carcinogenesis. 
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ABSTRACT 

The E3 ubiquitin ligase Thyroid hormone Receptor Interacting Protein 12 (TRIP12) has been 

involved in pancreatic adenocarcinoma (PDAC) by inducing the degradation of PTF1a (Pancreas 

Transcription Factor 1a), a transcription factor essential for acinar differentiation state that is lost 

in the early steps of pancreatic carcinogenesis. However, TRIP12 implication in pancreatic 

carcinogenesis has not been completely demonstrated. Herein, we demonstrate that TRIP12 

protein is markedly overexpressed in human pancreatic preneoplastic lesions. We also noticed 

that TRIP12 overexpression is heterogeneous in PDAC samples as well as PDAC-derived cell lines 

that we explain, at least in part, by an altered cell cycle regulation. We further demonstrate that 

TRIP12 is required for PDAC-derived cell growth by controlling the expression of E2F-targeted 

genes. Acinar-to-ductal cell metaplasia (ADM) is a reversible process that reflects the high 

plasticity of acinar cells. ADM becomes irreversible in the presence of oncogenic Kras mutations 

and leads to the formation of preneoplastic lesions. Using two genetically murine models, we 

showed that a loss of TRIP12 prevents acini to develop ADM in response to pancreatic injury. With 

two additional murine models, we further showed that the loss of TRIP12 prevents the formation 

of KrasG12D-induced preneoplastic lesions and impairs metastasis formation in the presence of 

mutated KrasG12D and TP53R172H. 

In summary, our study identifies an overexpression of TRIP12 from the early stages of pancreatic 

carcinogenesis and proposes this E3 ubiquitin ligase as a novel regulator of acinar plasticity with 

an important dual role in initiation and metastatic steps of PDAC. 

 

KEYWORDS 

Thyroid hormone Receptor Interaction Protein 12, Pancreatic cancer, preneoplastic lesions, 

acinar-to-ductal metaplasia, TRIP12, E3 ubiquitin ligase 
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INTRODUCTION 

Pancreatic cancer (PDAC) is the fourth cause of death by cancer in Western countries with 

5 year-survival rate below 10%1. This poor prognosis is explained by an absence of early diagnosis 

markers and efficient therapies. Treatment with gemcitabine is often used for palliative goals. 

Folfirinox and Nab-Paclitaxel are frequently proposed to metastatic patients2. PARP (poly-ADP 

ribose polymerase) inhibitors-based therapies have emerged for only a subset of patients with 

deficiency in DNA damage repair3. Therefore, it is still important to better understand the 

mechanisms that control the initiation and progression of PDAC. Numerous studies revealed the 

surprising plasticity of acinar cells as a mechanism of defense against sustained stress4–8 but also 

the plasticity of every pancreatic cell type in the setting of neoplastic transformation9–14. They 

demonstrated that cancer can arise from ductal and non-ductal cells. Moreover, it is known that 

acinar cells lose their identity upon inflammation or in vitro culture via acinar-to-ductal 

metaplasia (ADM)15–17. They dedifferentiate to an intermediate embryonic state and subsequently 

transdifferentiate to an ductal phenotype5,18. Changes in acinar identity increase malignant 

transformation19–23. It is accepted that acinar cells contribute to the development of pancreatic 

intraepithelial neoplasms (PanIN). Preserving a stable acinar cell differentiation program acts a 

protective barrier against PDAC24–26.  

Among the proteins involved in the ubiquitin-mediated degradation pathway, the protein 

TRIP12 (Thyroid hormone Receptor Interacting Protein 12) belongs to the HECT (Homologous to 

the E6-AP Carboxyl Terminus) E3 ubiquitin ligase family. It participates in the control of major 

biological processes such cell proliferation, chromatin remodeling and DNA damage repair27–33. 

TRIP12 expression is positively correlated with a poor prognosis in cellular hepatocellular 

carcinoma34 and affects the radio-sensitivity of HPV (human papilloma virus)-positive head and 

neck squamous carcinoma35. It also constitutes a potential marker of response to PARP inhibitors 

in BRCAness patients32. We previously showed that TRIP12 expression is tightly regulated during 

the cell cycle and is required for mitosis and chromosome stability36. It is reported that TRIP12 

controls the stability of key-proteins involved in the determining of cellular types at the origin of 

PDAC. Indeed, TRIP12 targets the degradation of FBW7 (F-box and WD-40 domain), a major 

regulator of pancreatic ductal cell fate and a tumor suppressor gene in a subset of PDAC patients37. 

Moreover, we demonstrated that TRIP12 ubiquitinates PTF1a (Pancreas Transcription Factor 1a), 

a main gatekeeper of acinar cell differentiation38,39 and induces its degradation by the 

proteasome40. However, the expression level and the contribution of TRIP12 in pancreatic 

carcinogenesis have not been studied yet. 

In this study, we investigated TRIP12 protein expression in human preneoplastic lesions 

and tumor samples. Using different murine transgenic models, we measured the contribution of 

TRIP12 in acinar cells plasticity and pancreatic carcinogenesis.   
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MATERIALS AND METHODS 

Clinical samples 

Surgically resected PDAC specimens from 27 patients and a human PDAC macro-array were 

obtained from the department of pathology of the Cancer University Institute of Toulouse 

(France) following ethical procedures. Human tissue samples containing intraductal papillary 

mucinous neoplastic (IPMN) lesions were provided by the department of pathology of Beaujon 

Hospital (Clichy, France). 77 paraffin-embedded IPMN were included in tissue macro-array. 

Samples were processed using EnVision Flex kit (DakoCytomation) with a pre-treatment at pH 9 

on a DAKO Autostainer link 48 and TRIP12 antibodies (Suppl. Table 2). The intensity of TRIP12 

nuclear staining in PDAC samples was graded as weak, moderate and strong by four observers 

(M.B., J.S., M.D. and J.T.)  

 

Cell lines and culture 

BxPC-3 (CRL-1687), Capan-1 (HTB79), Capan-2 (HTB80), MiaPACA-2 (CRL-1420) and PANC-1 

(CRL-1469) cell lines were obtained for the American Tissue and Cells Collection and cultured as 

previously described41. Gaussia Luciferase MiaPACA-2 cell line was previously described41.  

 

Mouse models, treatments and orthotopic grafts 

To generate conditional Trip12 knockout mice, embryonic stem (ES) cell clones carrying the 

targeted allele (Trip12tm1a(KOMP)Wtsi) were obtained from the KnockOut Mouse Project repository. 

Targeted ES cell clones were microinjected into blastocysts of C57BL/6 to generate Tm1a line 

which was crossed with Flippase line to generate Trip12 tm1c Ciphe mice carrying the floxed allele. 

All animal studies were approved by the French institutions (APAFIS#3600-

201512160838611v3) and performed respecting institutional guidelines. The following strains 

were previously described: the LSL-KrasG12D and LSL-Trp53R172H knock-in mice were obtained 

from the Mouse Models of Human Cancers Consortium repository (NCI-Frederick, USA), Pdx1-Cre 

mice were obtained from DA Melton (Harvard University, Cambridge, MA, USA). Elastase CreERT2 

mice (Elas-CreERT2) were generated by Dr DA. Stoffers (Philadelphia, PA, USA)42 and were 

provided by Pr P. Jacquemin (UCL, Belgium). ZSGreen mice (B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm6(CAG-

ZsGreen1)Hze/J) were obtained from the Jackson laboratory. Mice were interbred on mixed 

background to obtain Pdx1Cre;Trip12f/f (CT mice), Elas-CreERT2;Trip12f/f (ET mice), LSL-

KrasG12D;Trip12f/f;Elas-CreERT2 (KET mice) and LSL-KrasG12D;LSL-Trp53R172H;Trip12f/f;Pdx1-Cre; 

(KPCT mice).  

Seven week-old ET and control mice were treated with tamoxifen (20 mg/ml; Sigma-

Aldrich) dissolved in corn oil with 10% ethanol. Mice received three intra-peritoneal (i.p.) 

injections (1 mg/15 g) on three consecutive days. Acute pancreatitis was induced at 8 weeks by 
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two sets of 6 hourly i.p. caerulein injections (50 μg/kg; Sigma-Aldrich) on alternating days. Mice 

were sacrificed after 2, 24 and 120 h. Blood and tissue samples were collected. Amylase 

concentration was measured in plasma using alpha-amylase assay (Phadebas). Glycemia was 

determined using a glucose monitor kit (Accu-Chek Performa). Glucose (2 g/kg) was injected by 

i.p. and glycemia was measured at the indicated times. 

 Gaussia Luciferase MiaPACA-2 shScr and shTRIP12#1 (2.106 cells/injection) were 

injected into the pancreas of SCID mice. Luciferase activity was determined after injection of 

colenterazine (Promega) every 4-5 days post-injection as previously described41.  

 

Acinar cell isolation and ex vivo ADM formation 

Pancreas were resected, 100 mg were placed in cold HBSS (Hank’s balanced salt solution) 

containing 0.01% STI (Soybean Trypsin Inhibitor, Sigma-Aldrich) and 1000 U of collagenase II 

(Thermofisher). Digestion was performed at 37°C for 20 min with mechanical dissociation. 

Digested pancreatic tissue was pelleted centrifugation and resuspended in DMEM culture medium 

containing 4.5 g/l glucose, 10% fetal calf serum (FCS) (Eurobio), 10% penicillin-streptomycin 

mixture, 0.01% STI. EGF (20 ng/ml; Sigma-Aldrich) was added to the acinar suspension. An equal 

volume of rat tail collagen (RTC)-type I (Corning) was added. 500 µl were seeded on pre-coated 

24 well-dishes with 100 µl of RTC and incubated at 37°C and 5% CO2. After RTC solidification, 

complete DMEM culture medium was added and changed at day 1 and day 3. ADM was quantified 

using Z1 videomicroscope (Zeiss) and Fiji software. 

 

Generation of murine cancer cell lines and vein tail injections 

Pancreatic tumors from KPC and KPCT mice were cut in ~1 mm3-pieces and transferred 

into DMEM-F12 culture medium (with 10% FCS and antibiotics). The medium was renewed every 

three days. Primary cultures were monitored for 15-35 days for epithelial cell outgrowth. The 

primary outgrowing epithelial cells were sub-cultured by trypsinization using a 0.05% trypsin-

0.02% EDTA solution (Thermofisher). From the second passage, the cells were maintained in 

DMEM-F12 medium containing 4.5 g/l glucose, 10% FCS and antibiotics. Murine pancreatic cancer 

cells (1.106) were injected into the tail vein of 8-weeks-old C57/B6 mice. Four-weeks after 

injection, lungs were inflated then fixed and embedded in paraffin. 

 

Histologic analysis, immunohistochemistry and immunofluorescence 

Pancreas were fixed in 10% neutral buffered formalin and embedded in paraffin. For 

histopathological analysis, pancreas were serially sectioned (3 µm) and stained with hematoxylin 

and eosin (H&E). Histopathological analysis and scoring of tissue damage were performed using 

representative serial H&E-stained sections. Immunostainings followed standard protocols. 
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Antibodies used for immunohistochemical analyses are listed in Suppl Table 2. Slides were 

imaged using a Hamamatsu Nanozoomer 2 slide scanner (Hamamatsu Photonics) or a Panoramic 

250 flash II Scanner. Images were analyzed with caseViewer or QPath software. 

Synchronized (See Supplemental Materials and Methods) and asynchronous PDAC 

derived-cell populations were treated or not with EdU and were incubated with IntraStain reagent 

(DAKO) followed by Protein Block reagent (DAKO) and appropriate primary antibodies overnight 

at 4°C (Suppl Table 2). Cells were incubated with AlexaFluor®488 or 555 coupled secondary 

antibodies (Thermofisher) (Suppl Table 2) for 2 h at room temperature. EdU incorporation was 

visualized using the Click-it® EdU Alexa Fluor® 647 Imaging kit (Life technologies). Staining were 

visualized using a LSM 780 confocal microscope (Zeiss) and analyzed using ZEN 2.3 software. 

Nuclear TRIP12 fluorescence intensity was determined using a FIJI macro-command. The 

classification of cells in the different phases of the cell cycle was previously described36. 

 

Agilent microarray gene expression and gene sets enrichment analysis (GSEA) 

Four MiaPACA-2 and PANC-1 ShScr and ShTRIP12#1 clones were isolated (See Supplemental 

Materials and Methods). Trip12 mRNA depletion in each ShTRIP12 clones was verified by qRT-

PCR as described above. Total RNA was hybridized on Agilent SurePrint G3 Human GE V2 8x60K 

microarrays. Adjustment of the estimated significance level to account for multiple hypothesis 

testing (BH adjusted value). Data were deposited in Gene Expression Omnibus (GEO) repository 

(GSE147717 and GSE147549). Gene set enrichment analysis (GSEA) was performed using the 

Broad Institute platform (version 4.0.1) P value and a false discovery rate (FDR) were set at 0.001. 

Fifty gene sets relative to the Hallmarks repertory from Molecular Signature DataBase (MsigDB) 

were analyzed using the GSEA pre-ranked method. 

 

Protein-protein interaction network analysis 

The STRING database v11 (https://string-db.org) was used to map the physical interaction 

networks of proteins encoded by the MsigDB Hallmark E2F-target gene set (n=195), TRIP12 

depleted-PANC-1 (n=138) and TRIP12-depleted MiaPACA-2 (n=113) leading edge E2F-target 

genes obtained from GSEA. Networks were obtained with the following active interaction sources: 

text mining, experiments, databases with a minimum required interaction score of 0.700 (high 

confidence).  

 

 

 

https://string-db.org/
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Statistical analysis  

Data were analyzed by 2-tailed, unpaired Student’s t-test or Kruskall-Wallis test using a 

multiple statistics Graph Pad Prism 9 software package. A difference was considered significant 

when p value was lower than 0.05. Gepia data were analyzed by Mantel-Cox test. Number of 

independent experiments is indicated in the figure legends. *, **, *** and **** indicate a p value 

<0.05, 0.01, 0.001 and 0.0001, respectively. 
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RESULTS 

TRIP12 is overexpressed in human preneoplastic lesions and pancreatic tumors. 

TRIP12 was detected in the nucleus of exocrine acinar, ductal cells as well as endocrine 

islets of healthy pancreas although the staining intensity remained weak and heterogeneous (Fig. 

1A). Interestingly, an overexpression of TRIP12 was measured in pancreatic intraepithelial 

neoplastic (PanIN) lesions (Fig. 1B and 1C) as well as in intraductal papillary mucinous 

neoplasms (IPMN) (Fig. 1D and E). We also found that TRIP12 is markedly overexpressed in 

PDAC (Fig. 1C-F) which was supported by mRNA expression data from the Gene Expression 

Profiling Interactive Analysis (GEPIA) (Fig. 1G). Interestingly, tissue macro-arrays revealed a 

great heterogeneity of TRIP12 expression that was not correlated with gender, age, grade or 

differentiation state (Fig. 1H and Suppl. Table 3). Clinically, high Trip12 mRNA expression in 

primary tumors was associated with a poorer patient survival rate (Fig. 1I). 

Altogether, our results were in favor of a role for TRIP12 in the initiation and/or the 

progression of PDAC.  

 

TRIP12 is required for ADM formation ex vivo and in vivo. 

ADM precedes the formation of PanIN in response to inflammation. Given the elevated level 

of TRIP12 in early stage-preneoplastic lesions (Fig. 1B-E), we investigated its implication in the 

regulation of acinar cells. We used an established ex vivo 3D-acinar cell culture that model the 

conversion of acinar cells to ductal cells. We engineered two genetic murine models. A Pdx1-Cre 

model in which Trip12 gene is deleted in all pancreatic lineage and adult pancreatic cell types from 

embryonic stages. We verified Cre-mediated recombination by crossing CT (Pdx1-Cre; Trip12fl/fl ) 

mice with ZsGreen Cre reporter mice to generate ZsG-CT mice43 (Fig. 2A). ZsG-CT mice pancreas 

exhibit macroscopically normal morphology and ZsGreen is expressed in acinar cells, in ductal 

and in islet cells as expected (Fig. 2B). We generated a second murine model consisting in an Elas-

CreER acinar cell-specific conditional disruption of Trip12 gene by an administration of tamoxifen. 

We combined the inducible deletion of Trip12 gene to a ZsGreen reporter lineage tracing (Fig. 2C). 

As expected, the ZsGreen expression was present in acinar cells but absent in ductal cells and islet 

cells (Fig. 2D). TRIP12 depleted-acinar cells (ZsG-ET and ZsG-CT) or controls (ZsG-E and ZsG-C) 

were isolated from these two models (Fig. 2E and 2F). ADM was initiated by addition of epidermal 

growth factor (EGF). As expected, control acini converted to ductal cyst structures after four days 

(Fig. 2E and 2F). In contrast, TRIP12-depleted acinar cells did not transdifferentiate into ductal 

cells. Of note, the ductal structures in TRIP12-deficient acinar preparation corresponded to 

ZsGreen-expressing cells that failed Cre-mediated recombination. The absence of TRIP12 was 

linked to the presence of fluorescent abnormal cell clusters with a tiny lumen or vacuole 
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demonstrating that TRIP12 is required for ADM and contributes to acinar cell plasticity (Fig. 2G 

and 2H). 

We further investigated the role of TRIP12 in acinar cell dedifferentiation in vivo after 

caerulein-induced acute pancreatitis (Fig. 2I). Induction of pancreatitis was confirmed by an 

increase of plasma amylase level in both groups (Suppl Fig. 1A). Two hours after the last injection, 

pancreas of both genotypes was edematous and infiltrated by immune cells (Fig. 2J and Suppl 

Fig. 1B). Vacuolization of acinar cells indicative of autophagy, stressed acini or necrosis was 

noticed in both groups. Distension of acinar lumens related to ADM initiation was observed in 

control mice whereas acinar hypertrophy, eosinophilic zymogen granular zones more evenly 

distributed throughout cells and decreased basophilic acinar basal regions were observed in 

TRIP12-depleted mice (Fig. 2J). After one day, entire lobules of control mice displayed extensive 

ADM. In contrast, TRIP12-depleted acini retained a hypertrophied acinar phenotype with 

numerous vacuoles. While interstitial edema area was similar in both groups, inflammatory cells 

were more numerous in control pancreas (Suppl Fig. 1B). After five days, most of control acinar 

tissue reverted back to its original morphology whereas TRIP12 deleted-acinar tissue retained 

several defects (Fig. 2J). As expected during ADM, caerulein treated-control mice displayed an 

increased CK19 staining in acinar cells (Fig. 2K). CK19 expression was observed after two hours, 

peaks after one day and returned to basal levels after five days in control acini. CK19 expression 

was also detected in TRIP12-depleted acini but at a lower level and slightly increased after one 

day confirming the altered differentiation. Unlike in control pancreas, CK19 staining was 

restricted to centro-acinar lumens and did not extend in basolateral location as observed in ADM 

(Fig. 2K).  

Altogether, our experiments demonstrated that TRIP12 is necessary for ADM formation not 

only ex vivo but also in vivo. Moreover, its depletion alters differentiation response to caerulein 

in mice pancreas. 

 

The heterogeneous overexpression of TRIP12 is explained by an altered cell cycle 

regulation. 

 We described above that TRIP12 is heterogeneously overexpressed in pancreatic cancer 

samples (Fig. 1C-H and Suppl. Table 3). A similar heterogeneity of expression was also measured 

in a panel of PDAC-derived cell lines (Fig. 3A, Suppl Fig. 2A and 2B) that we explained by a 

different cell cycle regulation (Fig. 3B and 3C). Indeed, TRIP12 low expressing-cell lines (i.e.: 

BxPC-3) express TRIP12 from late S to early G1 phase while TRIP12 high expressing-cell lines (i.e.: 

MiaPACA-2) display a sustained TRIP12 level until the end of G1 phase. This differential regulation 

of TRIP12 in the cell cycle was confirmed in synchronized cell populations (Fig. 3D). Although the 

molecular mechanisms remain to be discovered, these results demonstrated that TRIP12 
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heterogeneity among PDAC cell lines is mainly due to a differential regulation during the cell cycle 

which could explain TRIP12 heterogeneity observed in human PDAC samples.  

 

TRIP12 participates in PDAC-derived cell growth by regulating E2F-targeted genes.  

We noticed that TRIP12 low expressing-cells display a lower growth rate suggesting that 

TRIP12 is an important factor for cellular growth rate (Fig. 4A). Therefore, we generated TRIP12 

depleted-PANC-1 and MiaPACA-2 cell lines by shRNA lentiviral transduction (Fig. 4B, Suppl Fig. 

3A and 3B). The main consequence of TRIP12 depletion was a significant inhibition of cellular 

growth in vitro (Fig. 4C and Suppl Fig. 3C) but also in vivo (Fig. 4D and Suppl. Fig. 3D).  

To decipher the mechanisms by which TRIP12 affects PDAC-derived cell growth, 

transcriptomic and gene set enrichment analyses were performed. Among the MSigDB (Molecular 

Signatures DataBase) hallmarks gene sets, the most negatively enriched pathways in both 

TRIP12-depleted cell lines was the E2F-targeted genes (Fig. 4E, Suppl. Table 4 and Suppl. Fig. 

3D). Among the 195 genes of the E2F target gene set, 90 genes were commonly repressed in both 

TRIP12 depleted-cell lines (Fig. 4E). E2F transcription factor family controls the transcription of 

genes involved in G1-to-S, G2-to-M transition and DNA damage repair that are temporally 

transcribed during the cell cycle44. A physical protein interaction network of the 195 E2F target 

gene-products clearly depicts the two functional networks implicated in G1-to-S (DNA replication 

and DNA repair) and G2-to-M (G2/M transition of mitotic cycle and chromosome segregation) 

transitions (Fig. 4F, left panel). The same analysis with the 113 leading edge-repressed genes in 

TRIP12 depleted-MiaPACA-2 cells revealed that these genes are preferentially involved in G2-to-

M transition (Fig. 4F, right panel). Moreover, the consequences of a TRIP12 depletion in 

MiaPACA-2 cells led to an accumulation of cells in S and G2 phases associated to a decrease in the 

proportion of cells in G1 phase (Fig. 4G). Altogether, our results demonstrated that TRIP12 

participates in cell growth of pancreatic cancer cells, at in least in part, by regulating the 

expression of E2F target-genes preferentially involved in G2-to-M transition.  

 

TRIP12 participates in pancreatic cancer initiation, development and metastatic capacity. 

Several studies showed that KrasG12D oncogene expression in adult acinar cells initiates 

PDAC45. We hypothesized that altered ADM observed in absence of TRIP12 affects PDAC initiation. 

Therefore, we generated TRIP12-deficient KET and TRIP12-expressing KE mice (Fig. 5A). The 

activation of KrasG12D concomitantly with the loss of TRIP12 was obtained by an administration of 

tamoxifen. After three months, no macroscopic changes between KE and KET mice and their 

pancreas were observed (Suppl. Fig. 4A). However, histological analyses revealed the presence 

of low grade PanINs in KE control mice but no evidence of PanINs in any of the TRIP12 KO (KET) 

mice (Fig. 5B and 5C) indicating that TRIP12 is necessary for the initiation steps of pancreatic 
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carcinogenesis. To confirm this claim, we generated mice cohorts of the consensus KPC mouse 

PDAC model46 (simultaneously expressing KrasG12D and Trp53R172H) with (KPCT) or without (KPC) 

TRIP12 ablation (Fig. 5D). Autopsy and histological analyses revealed that both KPC and KPCT 

mice develop PDAC (Fig. 5E). Clinical analyses showed similar body and tumor weights of KPC 

and KPCT (Suppl. Fig. 4B). Interestingly, KPCT mice display a lower tumor incidence and less 

frequent metastasis than in KPC control mice (Fig. 5F). Median survival of KPCT mice was not 

statistically different but a death delay of mice with the less aggressive KPCT tumors was observed 

(Fig. 5G). We subsequently generated cell lines from KPC (#99 and #166) and KPCT (#1762 and 

#1763) tumors (Fig. 5H). Using Boyden chambers, we noted that the loss of TRIP12 affects their 

invasion capacity (Fig. 5I). Moreover, to model metastasis formation, vein injections of these cell 

lines in mice tail revealed that the depletion of TRIP12 inhibits in vivo metastatic dissemination 

(Fig. 5J).  

Altogether, these findings indicated that TRIP12 is required for pancreatic tumor initiation 

and participates in tumor progression as well as metastatic capacity. 
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DISCUSSION 

We herein demonstrated that TRIP12 is expressed at a low level in healthy pancreas but 

markedly overexpressed in pancreatic preneoplastic lesions and PDAC. Using two conditional 

Trip12 knockout murine models, we revealed that TRIP12 expression is required for ADM 

formation. With two additional murine models, we also showed that TRIP12 deficiency impedes 

PanIN formation in the presence of KrasG12D and reduces the metastatic capacity of tumors cells 

when Trp53R172H is concomitantly expressed.  

As mentioned earlier, overexpression in PDAC samples is also observed in other studies27. 

We unveiled a high heterogeneity of TRIP12 expression within PDAC samples that is supported 

by the human Protein Atlas data. Similarly, TRIP12 heterogeneity was observed in PDAC-derived 

cell lines which could not be explained by large genomic alterations, DNA hypermethylation or 

mRNA expression level (Personal unpublished results). Nevertheless, the existence of Trip12 

mRNA variants with a short or a long 3’-UTR (3’-Untranslated Region) that display different 

translation efficiencies was previously reported; a short form being more efficiently translated 

than a longer form47. A quantification of these mRNA isoforms would permit to determine whether 

this regulatory process is involved in the heterogeneity of TRIP12 protein expression.  

We previously showed that TRIP12 protein expression is tightly regulated during the cell 

cycle36. Present in the nucleus of HelaS3 cells in late S and G2 phases, TRIP12 rapidly disappears 

from the nucleus in early G1 to become absent in late G1 and early S phases. We observed that in 

low TRIP12-expressing PDAC derived-cell lines, TRIP12 follows a similar cell cycle regulation. The 

molecular mechanisms that govern this regulation are not elucidated yet. Nevertheless, we 

noticed that, during mitotic exit, TRIP12 is exported from the nucleus to the cytoplasm (Personal 

unpublished results). The localization of TRIP12 in the cytoplasm in a subset of early G1 cells 

suggest a rapid degradation of TRIP12 in the cytoplasm. In high TRIP12 expressing cells, we did 

not observe a cytoplasmic localization of TRIP12 but rather the presence in the nucleus of late G1 

cells suggesting a nuclear export default. Post-translational modifications are likely implicated in 

this mechanism although we cannot exclude that a protein-protein interaction with a nuclear 

partner retains TRIP12 in the nucleus. Moreover, the deubiquitinase USP7 may participate in the 

TRIP12 cell cycle regulation34. Indeed, we can speculate that the presence of USP7 in the nucleus 

of early G1-phase PDAC cells stabilizes TRIP12 and retains it in the nuclear compartment.  

Next, we demonstrated that TRIP12 is necessary for PDAC-derived cell growth. 

Transcriptomic approaches demonstrated that TRIP12 depletion dramatically repressed the 

expression genes targeted by E2F. It is known that E2F transcription family controls the 

expression of genes implicated in G1-S and G2/M transition48. More interestingly, our analysis 

revealed that a TRIP12 depletion impacts more specifically the expression of E2F-target genes 

involved in the G2-M transition suggesting that TRIP12 participates in the proper expression of 
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genes necessary for this transition. This observation parallels with the fact that TRIP12 expression 

is tightly regulated during the cell cycle49. Indeed, TRIP12 is absent in the nucleus of cells in late 

G1 and early S phases. Its nuclear presence is dramatically increased in late S late to reach a 

maximum in G2 phase. Therefore, it is likely that TRIP12 participates specifically to the expression 

of genes necessary for the transition G2-M. 

Our findings highlighted the key role of TRIP12 in acinar cell identity and plasticity by 

showing that a loss of TRIP12 prevents the reprogramming process in response to pancreatic 

inflammation. Of importance, TRIP12 deficiency also impedes the formation of ADM in presence 

of KrasG12D which is favor of a TRIP12 role in oncogenic transformation by the KrasG12D. During 

ADM, an epigenetic repression of acinar enzymes and transcription factors is initiated and 

maintained by repressive histone marks H2AK119Ub and H3K27me3 added by histone modifying 

enzymes of the Polycomb repressive complexes (PRC) 1 and 2, respectively50,51. TRIP12 is 

reported to interact with several components of PRC (ex: EED, SUZ12 and ASXL1)52–54 or to control 

the stability of chromatin remodeling complexes such as SWI/SNF (Switch/Sucrose Non-

Fermentable)30,33. Our recent unpublished study confirmed this pleiotropic role of TRIP12 on 

chromatin homeostasis. Given these multiple roles on chromatin, it is likely that a TRIP12 

depletion in acinar cells perturbs the regulation of transcription that would lead to an inhibition 

of reprogramming processes required for ADM. Moreover, we demonstrated that TRIP12 induces 

a poly-ubiquitination-dependent degradation of the transcription factor PTF1a, a maintenance 

keeper of acinar phenotype40. Therefore, it is possible that the ablation of TRIP12 in acinar cells 

provokes an increase of PTF1a expression that would maintain a acinar phenotype even in the 

presence of inflammation or KrasG12D expression. 

Finally, our work revealed that whereas it is required for cancer initiation, TRIP12 is 

dispensable for PDAC when the oncogenic KrasG12D is associated with the loss of a TP53 gene. 

Interestingly, mice survival curves have a pattern similar to that of human patients. Although the 

median survival is not affected by TRIP12 expression, patients with low TRIP12 expressing-

tumors and TRIP12-knockout KPC mice live longer. We also noticed that whereas the absence of 

TRIP12 does not suppress tumorigenic potential in the presence of KrasG12D and Trp53R172H, 

TRIP12 is necessary for tumor cells invasive capacity. Previous data from the literature revealed 

an EMT inhibitory role for TRIP1255. We found no impact of TRIP12 on the epithelial features of 

KPC tumor cell lines (Personal unpublished results).  

 To summarize, the role of HECT E3 ubiquitin ligases has been poorly investigated in PDAC 

initiation and progression so far. Our findings identified TRIP12 as an important player in acinar-

to-ductal reprogramming, in KrasG12D-driven PanIN formation and in tumoral invasion. Our data 

may support strategies that aim at preserving the acinar differentiation. Therefore, the targeting 

of overexpressed TRIP12 would contribute to inhibit KrasG12D-driven tumorigenesis.  
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Figure 1 : TRIP12 is overexpressed in preneoplastic PanIN and IPMN lesions and

human pancreatic cancers.
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Figure 1: TRIP12 is overexpressed in preneoplastic PanIN and IPMN lesions and human 

pancreatic cancers. 

(A) Representative TRIP12 immunohistochemistry staining in healthy pancreatic tissue (n=7). d=duct and 

i=islet. (B) Representative TRIP12 immunohistochemistry staining in sections of human pancreas 

containing PanINs (n= 27). (C) Quantification of TRIP12 positive nuclei in 85 non neoplastic ducts, 29,000 

non neoplastic acinar cells from 7 PDAC patients, in 170 PanIN1, 62 PanIN2 and 29 PanIN3 from 17, 14 and 

10 patients, respectively and in 537 neoplastic ducts from 7 PDAC patients. Each symbol represents the 

mean percentage of TRIP12 positive nuclei in each quantified sample. Each color corresponds to one 

patient. The blue bars represent the mean of each quantified group. (D) Representative TRIP12 

immunohistochemistry staining in IPMN with low-grade dysplasia, intermediate-grade dysplasia, high-

grade dysplasia and in PDCA. (E) Percentage of immunoreactive nuclei scored in 5 cores of 27 IPMN with 

low-grade dysplasia (LD), 17 IPMN with intermediate-grade dysplasia (ID), 20 IPMN with high-grade 

dysplasia (HD) and in 21 carcinoma (PDAC) determined by two investigators. The blue bars represent the 

mean of each quantified group. (F) Representative TRIP12 immunohistochemistry staining in human 

pancreatic adenocarcinoma (n=7). (G) Expression of Trip12 mRNA in pancreatic tumors (purple, n=179) 

and normal pancreas (grey, n= 171), obtained from GEPIA database. (H) Representative images obtained 

by immunocytochemistry on tissue macro-arrays of human pancreatic tumors displaying a weak, moderate 

and strong TRIP12 expression. The insets emphasize on cancerous cells. (I) Kaplan Meyer survival plots of 

Trip12 mRNA high (red, n=89) and low (blue, n=89) expressing PDAC patients. Data were obtained from 

GEPIA database. 
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Figure 2: TRIP12 is required for ADM formation ex vivo and in vivo.
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Figure 2: TRIP12 is required for ADM formation ex vivo and in vivo. 

(A) Schematic representation of the Pdx1Cre;ZsGreenf/f;Trip12f/f (ZsG-CT) mice. (B) Expression 

of ZsGreen in the pancreas of ZsG-CT mice showing recombination in all pancreatic cells. a =acini, 

d=duct and i=islet. Nuclei are counterstained with DAPI. (C) Schematic representation of the ET 

model and of ZsGreen conditional expression in acinar cells in which the CreER recombinase 

expression is driven by the Elastase CreERT2 promoter. Black triangles indicate loxP sequences. 

Timing of injections is represented. (D) Expression of ZsGreen in the pancreas of ZsG-ET mice 

showing specific recombination. a =acini, d=duct and i=islet. Nuclei are counterstained with DAPI. 

(E-F) Representative bright field and fluorescence microscopic images of acinar cell clusters and 

ductal cyst structures from isolated acinar cells from control ZsG-E and ZsG-C and Trip12-

deficient ZsG-ET and ZsG-CT pancreas on day 1 and on day 4 after isolation and treatment with 

EGF. Both Trip12+/+ and Trip12fl/fl mice were bred with ZsGreen reporter mice prior crossing with 

ElasCreERT2 mice or Pdx1Cre mice yielding ZsGreen expression in control ZsG-E and ZsG-C and 

in ZsG-ET and ZsG-CT Trip12-deficient acinar cells. Red asterisks indicate ductal cysts structures 

formed after ADM. Red hashes indicate fluorescent acinar cell clusters that do not undergo acinar 

to ductal metaplasia. Red arrows show abnormal ET and CT acinar cell clusters with enlarged 

lumen or vacuoles but no ADM. Images are representative of three independent experiments. (G-

H) Quantification of fluorescent cellular structures: acinar cell clusters, ductal cyst structures and 

abnormal acinar cell clusters (multilobed or enlarged lumen/vacuoles and absence of ductal flat 

epithelium) by day 4 after acinar cell isolation from ZsG-E and ZsG-C control (grey bars) and ZsG-

ET and ZsG-CT (white bars) pancreas and treatment with EGF. The bars represent the mean ± SEM 

of three independent experiments. (I) Experimental design of caerulein-induced acute 

pancreatitis in the ET and E control mice. Inactivation of Trip12 was induced by injections of 

tamoxifen at the age of seven weeks. Controls were also treated with tamoxifen. Pancreatitis was 

induced one week later. Mice were sacrificed 2 h (0), 24 h (1) and 5 days (5) from the last injection. 

(J) Representative H&E sections of E and ET mice of 5 ET and 10 E mice treated with tamoxifen 

and caerulein. (K) Representative images CK19 expression at the indicated times after caerulein 

treatment obtained by immunofluorescence from three experiments with three different mice. 

Nuclei are counterstained with DAPI. D=duct. Yellow asterisks indicate transdifferentiating acini, 

yellow arrows show vacuoles.  
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Figure 3: The heterogeneous overexpression of TRIP12 is explained by an altered

cell cycle regulation.
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Figure 3: The heterogeneous overexpression of TRIP12 is explained by an altered cell cycle 

regulation. 

(A) TRIP12 protein expression in five PDAC-derived cell lines was determined by Western blot 

analysis. GAPDH protein level was used as loading control. The image is representative of at least 

three separate experiments. (B) Representative images of TRIP12 protein cellular localization 

during the different phases of the cell cycle in asynchronous BxPC-3, Capan-1, Capan-2, PANC-1 

and MiaPACA-2 cell population by immunofluorescence. The method to categorize cells in the 

different phases of the cell cycle is described in Supplemental Materials and Methods. Nuclei 

were counterstained with DAPI. (C) The percentage of nuclear TRIP12 positive cells in the 

different phase of the cell cycle was determined in indicated PDAC-derived cell lines by immuno-

fluorescence as described in Material and Methods. The graph represents the percentage of 

TRIP12 nuclear positive cells expressed as the mean ± SEM obtained over more than 500 cells 

from at least two separate experiments. (D) TRIP12 protein expression in BxPC-3 and MiaPACA-

2 enriched cell population in G1, Early S and G2 phases was determined by Western blot (top 

panel). CYCLIN B1 and GAPDH level was used control of enrichment and loading control, 

respectively. The images are representative of at least three independent experiments. Cell cycle 

distribution of BxPC-3 and MiaPACA-2 enriched cell population in G1, Early S and G2 phases by the 

indicated treatments (bottom panel). Enrichment level was measured by flow cytometry after PI 

incorporation. The graph represents the percentage of cells in the different phases of the cell cycle 

expressed as the mean ±SEM of at least three independent experiments. 



 
172 

 

A

0h 24h 48h 72h

0

2

4

6

8

10

Time (h)

G
ro

w
th

 r
a

te

BxPC-3

Capan-1

Capan-2

MiaPACA-2

PANC-1

✱

B

37 kDa-
PCNA

250 kDa-
TRIP12

Scr #1 #2 #3

ShTRIP12

37 kDa- PCNA

TRIP12

Scr #1 #2 #3

ShTRIP12

250 kDa-

C

0 20 40 60 80
0

5

10

15

ShScr

ShTRIP12 #1

ShTRIP12 #2

ShTRIP12 #3

Time (h)

C
e

ll
u

la
r 

g
ro

w
th

 (
F

o
ld

 c
h

a
n

g
e

)

**
p=0.13

0 20 40 60 80
0

5

10

15 ShScr

ShTRIP12 #1

ShTRIP12 #2

ShTRIP12 #3

Time (h)

C
e

ll
u

la
r 

g
ro

w
th

 (
F

o
ld

 c
h

a
n

g
e

)

** * *

MiaPACA-2PANC-1

PCNA

TRIP 12

30 kDa-

250 kDa-

D

Days

R
e
la

ti
v
e
 L

u
c
if

e
ra

s
e
 U

n
it

s

0 5 9 14 20 24 29
0

20000

40000

60000

80000

500000

1000000

1500000

ShScr

ShTRIP12

Figure 4: TRIP12 participates in PDAC-derived cell growth by regulating E2F-

targeted genes.
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Figure 4: TRIP12 participates in PDAC-derived cell growth by regulating E2F-targeted 

genes.  

(A) Cell growth of PDAC-derived cell lines was determined by cell counting every 24 h during 72 

h. The results are expressed as growth rate compared to T=0 h and represent the mean ±SEM of 

three independent experiments. (B) TRIP12 protein level in PANC-1 and MiaPACA-2 cells stably 

expressing three different shRNAs directed against Trip12 mRNA (ShTRIP12#1, #2, #3) was 

measured by Western blot and compared to its level in PANC-1 and MiaPACA-2 expressing a 

control shRNA (ShScr). PCNA protein level was used as loading control. The image is 

representative of three independent experiments. (C) Cell growth rate of TRIP12 depleted-PANC-

1 and MiaPACA-2 was determined by cell counting. Cell were seeded at 5.105 cells/well and 

counted every 24 h for 72 h. Results are expressed as mean ±SEM compared to t=0h (set as 1). (D) 

In vivo growth of TRIP12 depleted and control MiaPACA-2 cells was determined after orthotopic 

implantation in the pancreas of Nude mice. Gaussia Luciferase (GLuc) stably expressing MiaPACA-

2 cells were stably transfected with ShTRIP12 or Scr shRNA. Luciferase activity in blood was 

measured every 4-6 days during 29 days. The results represent the luciferase activity (RLU) in 

four mice per conditions. The inset represents the level of TRIP12 protein in ShScr and ShTRIP12 

GLuc MiaPACA-2 cells determined by Western blot. PCNA protein level was used as loading 

control. (E) Graphical representation of E2F target gene set enrichments after TRIP12 depleted-

PANC-1 and MiaPACA-2 cell transcriptomic analysis using GSEA software with a nominal p value 

<0.001 and a false discovery rate (FDR) < 0.001 (left panel). NES Stands for Normalized 

Enrichment Score. Venn diagram representation of E2F target leading edge genes in TRIP12-

depleted PANC-1 and MiaPACA-2 cell transcriptomic analysis (right panel). (F) Physical 

interaction networks of proteins encoded by the E2 target gene set (n=195, left panel) and the 

TRIP12 depleted-MiaPACA-2 E2F target leading edge genes (n=113, right panel) using STRING 

software. Nodes represent proteins. The edges indicate that the proteins are part of a physical 

complex. The line thickness indicates the strength of data. Colored nodes represent proteins that 

belong to the Gene Ontology biological processes indicated on the figure. (G) Cell cycle 

distribution of TRIP12 depleted (ShTRIP12 #1, #2 and #3) and control (ShScr) MiaPACA-2 cells 

measured by flow cytometry after propidium iodide treatment. The results are expressed as 

percentage of cells in the different phase of the cell cycle and are the mean ±SEM of at least four 

independent experiments. 
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Figure 5: TRIP12 participates in pancreatic cancer initiation, development and

metastatic capacity.
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Figure 5: TRIP12 participates in pancreatic cancer initiation, development and metastatic 

capacity. 

(A) Schematic representation of the KET murine model. Black triangles indicate loxP sequences. 

TRIP12 deletion and KrasG12D activation are induced by tamoxifen at seven weeks, mice are 

sacrificed at 19 weeks. (B) Incidence of precancerous PanIN lesions in KE (n=7) and KET mice 

(n=6). (C) Representative histological analysis of KE (n=7) and KET mice (n=6). Boxes indicate 

enlarged regions in insets. Black arrows indicate PanIN lesions. (D) Schematic representation of 

the KPC and KPCT models. Black triangles indicate loxP sequences. (E) Representative H&E 

staining of KPC and KPCT pancreas. Black boxes indicate enlarged regions. (F) Incidence of 

adenocarcinoma and metastasis in KPC (n=7) and KPCT (n=7) mice. The number of mice with 

adenocarcinoma and metastasis is represented with black bars. (G) Survival of KPC (n=7, red 

curve) and KPCT (n=7, blue curve) mice. (H) TRIP12 protein expression in KPC and homozygous 

KPCT cell lines derived from pancreatic tumors of KPC and KPCT mice was determined by 

Western-blot. The image is representative of at least three separate experiments. PCNA is used as 

a loading control. (I) Invasion assay of #99 and #166 cells (black bars) and of #1762 and #1763 

cells (white bars). Results are expressed as the mean ±SEM (n=3). (J) Representative H&E staining 

of lung metastasis from mice that were injected in the tail vein with indicated cell lines (left panel). 

Black boxes indicate enlarged regions. Relative area of metastasis area in lungs of mice that were 

injected in the tail vein with indicated cell lines (right panel). Twelve mice were injected with each 

cell line (KPC #99 and #166; KPCT #1762 and #1763). The metastasis surface was quantified on 

two whole lung sections for each mouse and normalized with the total area of the lungs. Results 

are expressed as the relative area of all metastasis for each mouse. Mouse ID are indicated on the 

x axis. 
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Supplemental figure 1 

(A) Plasma amylase levels of E (grey bars, n=3) and ET (white bars, n=3) mice were determined 

at 2h, 1 day or 5 days after the last injection. Results are expressed as a mean ± SEM. (B) 

Quantification of pancreatic injury in E and ET pancreas one day after the last caerulein treatment. 

Interstitial edema area/pancreas ratio was measured in two sections and inflammatory cells were 

counted in 10 to 25 20x-fields of three E and three ET mice pancreas using Fiji software. Data are 

expressed as mean ± SEM.  



 
178 

 

 
 

 

A

BxPC-3 Capan-2 MiaPACA-2PANC-1Capan-1

TRIP12

DAPI

MERGE

B

B
xP

C
-3

 

C
ap

an
-1

 

C
ap

an
-2

 

P
A
N
C
-1

 

M
ia

PA
C
A
-2

 

0

20

40

60

80

100

P
e
rc

e
n

ta
g

e
 o

f 
T

R
IP

1
2

n
u

c
le

a
r 

p
o

s
it

iv
e
 c

e
ll
s

Supplemental figure 2

Supplemental figure 2 

(A) Representative image of TRIP12 protein nuclear expression by immunofluorescence in 

indicated human PDAC-derived cell lines. The different cell lines were fixed during exponential 

phase of growth. Nuclei were counterstained with DAPI. (B) Percentage of nuclear TRIP12-

positive cells quantified in indicated human PDAC-derived cell lines using Fiji software. The 

quantification was performed on over than 300 cells obtained from three separate experiments. 

Results are expressed as mean ±SEM. 
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Supplemental figure 3 

(A) Trip12 mRNA level in PANC-1 and MiaPACA-2 cells stably expressing shRNAs directed against 

Trip12 mRNA measured by qRT-PCR and compared to PANC-1 and MiaPACA-2 expressing a 

control shRNA (ShScr). Gapdh, -Actin and cyclophilin A mRNA levels were used for 

normalization. Results are expressed as a percentage ±SEM of Trip12 mRNA level in control cells 

(set as 100%) and are the mean of at least four separate experiments. (B) The graphs represent 

the quantification of protein levels presented in Fig. 4B. The results are expressed as a percentage 

±SEM of TRIP12 protein level in PANC-1 and MiaPACA-2 control cells (set as 100%) and are the 

mean of at least three separate experiments. (C) Colony formation assay performed with TRIP12 

depleted-PANC-1 and MiaPACA-2 cells. Cells were seeded at 103 cells per 10 cm-plate. After 9-14 

days, colonies were stained using Cristal violet. The graphs represent the quantification of colony 

number using Fiji software. The results are expressed as mean ±SEM obtained from at least three 

separate experiments. (D) Weight and volume of ShScr and ShTRIP12 GLuc MiaPACA-2 tumors 

measured after 29 days. The results are expressed as mean ±SEM of four tumors for each 

conditions. (E) Graphical representation of G2/M checkpoint, c-myc targets V1 and V2 gene set 

enrichments after TRIP12 depleted-PANC-1 and MiaPACA-2 cell transcriptomic analysis using 

GSEA software with a nominal p value <0.001 and a false discovery rate (FDR) < 0.001. NES Stands 

for Normalized Enrichment Score (left panel). Venn diagram representation of G2/M checkpoint, 

c-myc targets V1 and V2 leading edge genes in TRIP12-depleted PANC-1 and MiaPACA-2 cell 

transcriptomic analysis (right panel).  
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Supplemental figure 4

B

Supplemental figure 4 

(A) Pancreas/body weight ratio, pancreas and mouse weight of KE (n=5) and KET mice (n=6) 

three months after tamoxifen treatment. Data are presented as mean ± SEM. (B) Body weight of 

KPC (n=7) and KPCT (n=4) mice, tumor weight in KPC (n=6) and KPCT (n=4) pancreas. Data are 

presented as mean ± SEM. 
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Supplemental table 1: Primer sequences 

RT-qPCR Forward (5’ to 3’) Reverse (5’ to 3’) 

hTrip12 exon 10-11 ATATTATGAACCATGCTTGTCGAG CTCTGCCACATCAATACACTGAAT 

hTrip12 exon 35-36 TTCAGATTGGTGGACCTTCC GGCTACAACTGGGTCGATGT 

hβActin AGATGTGGATCAGCAAGCAGGAGT GCAATCAAAGTCCTCGGCCACATT 

hGapdh CAATGACCCCTTCATTGACC GTACTCGCTCCTGGAAGATG 

hCyclophilin A GTCAACCCCACCGTGTTCTT CTGCTGTCTTTGGGACCTTGT 

Genotyping Forward (5’ to 3’) Reverse (5’ to 3’) 

LSL- Trp53 TTACACATCCAGCCTCTGTGGAGCTAGCCACCATGG 

CTTGAGTAAGTCTGCA 

CTTGGAGACATAGCCACACTG 

LSL-Kras AGCTAGCCACCATGGCTTGAGTAAGTCTGCA TCCGAATTCAGTGACTACAGATGTACAGAG 

ElasCreERT2 CTCTGCTAACCATGTTCATGCCT ACGCTAGAGCCTGTTTTG 

Pdx1Cre CCTGGACTACATCTTGAGTTG C AGGCAAATTTTGGTGTACGG 

ZsGreen AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA 

AACCAGAAGTGGCACCTGAC 

CCGAAAATCTGTGGGAAGTC 

GGCATTAAAGCAGCGTATCC 

Trip12-Tm1a GGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCG GATGAGCTAGTAGAATTCTGAGATA 

Trip12-Tm1c AATGTAATACTCCTTTGACACTTGG GATGAGCTAGTAGAATTCTGAGATA 

 

Supplemental table 2: List of antibodies 

Antigen Host Dilution References Manufacturer 

TRIP12 Rabbit 1:1000 (IHC) 

1:1000 (WB) 

Cat# HPA036835, RRID :AB_2675340  Sigma-Aldrich 

TRIP12 Rabbit 1:200 (IHC) 

1:1000 (WB) 

A301-814A RRID:AB_1264344  Bethyl Laboratories 

TRIP12 Rabbit 1:1000 (WB) Bo Am Seo56 N/A 

GAPDH Rabbit 1/2000 (WB) #5174, RRID :AB_10622025 Cell signaling 

CYCLIN B1 Mouse 1/1000 (WB) MAB3684, RRID:AB_11212375 Millipore 

Cytokeratin 19 

(Troma III) 

Rat  1:100(IHC) Rolf Kemler (Max-Planck Institute, 

Freiburg, Germany)  

DSHB/NICHD/ The 

University of Iowa 

WB: Western Blot; IF: ImmunoFluorescence; IHC: ImmunoHistoChemistry. 
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Supplemental table 3: Clinical features of PDAC-patients and tumors.   

Case 
number 

Gender Age Grade 
Differentiation 
state 

TRIP12 
expression 

P13.19943 F 57 Low High + 

P13.19946 M 64 Low Moderate + 

P14.369 F 72 Low High + 

P11.10243 F 66 Low High + 

P11.8368 M 71 Low High + 

P12.12800 F 53 High Anaplasia + 

P13.19938 M 59 High Low ++ 

P13.19939 F 64 Low Moderate ++ 

P13.19940 M 59 Low High ++ 

P14.366 F 64 Low High ++ 

P14.368 M 72 Low Moderate ++ 

P14.365 M 77 Low Moderate ++ 

P11.12821 M 59 Low Moderate ++ 

P11.12520 F 76 Low High ++ 

P13.19941 M 66 Low High +++ 

P13.19944 F 72 Low Moderate +++ 

P13.19947 M 42 Low High +++ 

P13.19948 F 59 Low High +++ 

P14.364 F 69 Low High +++ 

P12.10905 F 74 High Low +++ 

P12.13329 F 78 Low High +++ 
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Supplemental table 4: GSEA enrichment analysis. 

Nominal p value and FDR q-value < 0.001. NES: normalized enrichment score. 

 

SUPPLEMENTAL MATERIALS AND METHODS 

Cell cycle synchronization  

BxPC-3 cells were treated with lovastatin (60 µM; Sigma-Aldrich) for 24 h for late G1-phase 

enrichment, with aphidicolin (1 µM; Sigma-Aldrich) for 24 h for early S-phase enrichment. For G2-

phase enrichment, BxPC-3 cells were subject to a 18 h-treatment with thymidine (2 mM; Sigma-

Aldrich), released in complete medium for 5 h followed by a 3 h-treatment with Ro-3306 (9 µM; 

Tocris). MiaPACA-2 cells were seeded at 80% of confluence and cultured in 0.1% fetal calf serum 

(FCS)-supplemented medium for 72 h for late G1-phase enrichment, with thymidine (2 mM) for 

two periods of 18 h spaced by a 8 h-period in complete culture medium for early S-phase 

enrichment. For G2-phase enrichment, MiaPACA-2 cells were treated with Ro-3306 (9 µM; Tocris) 

for 24 h. Cells were treated with 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) (10 µM, Life technologies) for 

20 min.  

 

shRNA lentiviral plasmids and lentiviral production 

The following lentivirus shRNA lentiviral plasmids were purchased from Sigma-Aldrich: pLKO1-

TRC1 shRNA control SHC002-target sequence CAACAAGATGAAGAGCACCAA, ShTRIP12#1 

pLKO1-TRC1 TRCN0000022374-target sequence CCTGAGTCAAGGAAACATGTT, ShTRIP12#2 

pLKO1-TRC1 TRCN0000022375-target sequence CCGGAGTTTGAATCCACCTTT and ShTRIP12#3 

pLKO1-TRC1 TRCN0000273210-target sequence CCACTACTCAGTCACCTAAAT. Lentiviral 

particle production using LentiSmart reagents (Invivogen) was previously described36. 

 

Flow cytometry 

Cells were fixed in 70% ethanol during the exponential growth phase for asynchronous cells or 

after treatments for cell-cycle enriched populations. Fixed cells were treated with RNAse A (10 

TRIP12 depleted-PANC-1 TRIP12 depleted-MiaPACA-2 

Pathways NES Pathways NES 

Interferon  response 2.45 K ras signaling  1.69 

Interferon  response 2.05   

TNF- signaling via NFKB 1.99   

Epithelial mesenchymal transition  1.91   

    

E2F targets -2.99 E2F targets  -2.12 

G2/M checkpoint -2.64 MYC targets V1 -2.11 

MYC targets V1 -2.51 MYC targets V2 -2.09 

MYC targets V2 -2.23 G2/M checkpoint -1.96 

 1 
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µg/ml; Sigma-Aldrich) and propidium iodide (20 µg/ml; Sigma-Aldrich) for 15 min at 37°C. Data 

were acquired using the MACS Quant® VYB cytometer (Miltenyi Biotech, Paris) and cell cycle 

distribution was analyzed with MACS Quant and ModFit software.  

 

RNA isolation and semi-quantitative real-time PCR analysis 

Total RNA was isolated from cell lines with Trizol® reagent (Thermofisher) according to 

supplier’s instructions. RNA integrity was measured with a NanoDrop® ND-1000 

spectrophotometer (ThermoScientific). The RevertAid® minus H (ThermoFisher) kit was used 

according to the manufacturer’s recommendations with 2 µg of total RNA. qPCR duplicates were 

carried out in a 20 µl-reaction using Sso Fast EvaGreen reagent (BioRad) following supplier’s 

instructions on a StepOne Plus™ Real-Time PCR system (Applied BioSystems). Relative amount of 

mRNA was calculated by the comparative threshold cycle (Ct) method as 2- Ct, where Ct=Ct 

target mRNA – Ct geometric mean of Gapdh, Cyclophilin A and -Actin mRNA. Amplification 

efficacy was verified for every sets of primers, primers sequences are listed in Suppl. Table 1.  

 

Western blot analysis 

Murine and human cell lines were incubated in RIPA lysis buffer containing 50 mM Tris-HCl 

(pH 8.0), 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate, 1% Triton-X100® supplemented 

with Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich) for 20 min on ice, sonicated two times for 30 sec 

at 25% amplitude (Vibra-Cell sonicator) and centrifuged 20 min at 12 000 rpm. Protein quantity 

was determined using Bradford assay (BioRad). 30-50 µg of nuclear proteins were loaded onto a 

10% SDS-PAGE and transferred on nitrocellulose membrane using TransBlot apparatus (BioRad). 

Membranes were subsequently incubated with TBS Tween-20® 0.01%, 5% fat milk for 1 h and 

with indicated antibodies (listed in Suppl. Table 2) overnight at 4°C. Membranes were incubated 

with appropriate HRP-coupled secondary antibodies. Protein abundance was visualized using 

Clarity™ Western ECL substrate, ChemiDoc™ XRS+ device and ImageLab™ software (BioRad).  

 

Cellular growth rate, colony formation and invasion assays 

 For cellular growth rate, cell lines were seeded at a density of 5.105 cells/35mm-well. After 

24 h cells were counted every 24 h for 72 h using a Coulter a Beckman Z1 Coulter apparatus. For 

colony formation assay, cells were seeded at 103 cells per 10 cm-plate. After 9-14 days, colonies 

were stained using 0.5% crystal violet. Images were acquired with Z1 videomicroscope cell 

observer (Zeiss) and analyzed using Fiji software. For invasion assay, upper compartment of a 

Boyden chamber (Falcon) was coated with growth factor reduced Matrigel matrix (Corning) and 

3.105 cells seeded in serum-free DMEM/F-12 medium. Four hours after seeding, complete 

DMEM/F-12 medium was added to the lower compartment to launch invasion. Twenty-four hours 

after, cells were fixed using 4% paraformaldehyde for 20 min and stained with crystal violet 0.5% 

for 20 min. Non-migrated cells were removed from the insert using a cotton swab. Images were 

acquired with Z1 videomicroscope cell observer (Zeiss) and analyzed using Fiji software. All 

experiments were performed three times for each cell line.  
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IV. Revue n°1: E3 Ubiquitin Ligase TRIP12: Regulation, Structure, and 

Physiopathological Functions.  
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Abslract: The Thyroîd honnoœ Feœptor Interactil.1{l Protein 12 (I'RIP12) protein belongs !o the 
28-member Homologol!JS to the E6-AP C-Terminus (HECT) E3 ubiquitin ligase family, Firs! described 
as an in!eractor of ~he l:hyroid honnone mœpto:r; TRIP12's biological importance was mvealed by 
the embryonic le!hality of a murine mode! bearing an înactîva!ing m.utatîon in ~he TRIP12 gene. 
Further studies showed the participation of TRIP12 in ~he mgulatîon of major b iologica] proœsses 

su~h as œ ll i:yde progression, DNA damage :œpai.r, cl:uomatin remodeling, and cell dî&:œntîation by 
an ubiquitina!ion-medîa ted degrada!ion of key p:roteîn substrates. Moreover, alte.rations of TRIP12 
expmss:ion have been reported in cancers tha! can serve as predîctive rnarkers of therapeutîc response. 
The TRIP12 gene is also refe:œnœd as a causative geœ associated to intellectual disorders such as 
Clark- Barai!ser syndrome and is clearly implica!ed în Autism Speclrum Dîsorde:c The aim of the 

:œvîew is to provide an exhaustive and integrated overview of tlle dilfemnt aspects of TRIP12 rariging 
frODl its mgulation, molecula:r functîons and physîo-pal:hological implications, 

Keywords: TIUP12; E3 ubiquitin ligase; cancers; întellec!ual dîsorders 

1. Introduction 

Tllyroid honnone Reœp!or Interacting P:rotein 12 cDNA was doœd from the human mye loid 
KG-1 œll line and nained the mûdentined KIAA0045 lmman gene. TI,e deduœd coding sequence 

of KIAA0045 showed partial identîty !o that of the S. œrerisiae UFD4 protein (Ubiquîtin Fusîon 
IRgradation 4) [1). Another study identified Thyroid horrn.one Receptor Interacting Protein 12 (fRlP12) 

as a member of the structurally and functîonaUy rela ted E3 ubiqwtîn ligases based on the identification 
of a domain homologous to the E6-associated protein carboxy I terminus (HECT dom.a.in), whîch is a 
prote in thatinduces lhe ubiq-uitin-dependent degradatîon of PS3 iR ~he pmsenœ of the F.6 protein from 

!he papîllomavîrus [2}. 
TRIP12 was later characterued as a thyroîd hormone receptor-iR!eractîl.1{l pro!ein by ~he trap yeas! 

in teraclion system to isolate pro teins ~hat interact with the ligand bindingldimerualiorytranscriptional 
activation domaîn of the rat TR-jH (l'hyroid Reœptor-jH) [3J, Fîfieen cDNAs encoding lltyroid 
hormoœ Reœp!or Interacting P:ro!eîns (TRil's) were isolated. A]! the TRJPs iilteracted with the 
Thyroid horrn.one Reœptor (TR), but only when thyroid hormone T3 was present (fRlPl to TRIP11) or 
oruy when T3 was absent (TRIP12 to TRIP15). Protein sequenœs of the fifteen TRJPs are un:œla!ed, 

but sequences sinùlarines with known proteîns and functional motifs were found for nîne of thern 

htl. f. Mol. Sei. 2020, 21, 8515; dod0S39Q'ljms2.1228515 www.mdpieomfjotirnallijms 
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based on blast aliignment analyses with no demonstration of functional sîgninca:nœ. The TRIP12 
sequence was found !o show 55% idenlity with the C-termmus of E6-associated protein, and more 
!han a decade following îts idenlification, TRIP12 was demonstrated to funclion as an E3 ubiquîlin 
ligase (4']. Evidence of functional roles was later provîded for the other TR[Ps proteins (Supplementali 
Table). Among them, TRIP12 is the only TRIP fanùly member bearing an E3 ubiquitîn ligase activity. 

The biological imporla:nce ofTR[Pl2 was :œvealed by ~he embryonk l.ethalîty of a nrnrine model 
bearing an inactivaling mutation in the TRJP12 gene 1[5]. S!!veral molerular functions of TRIP12 
in important cellular p roœsses and signaling pathways have been demonstrated in reœnt years. 
Accumulating- evidence indirate tha! TRCP12 ubiquilinates key proteins for cell homeostasis, :œg-ulates 
gene expressîon (See Section 5), and plays important roles in cancers and neurological diseases. 
Up to now, more than 58 puiblications related to TRIP12 have been :œferenœd in Pl.lbMed, half of 
them in the last 5 years. We have reœntly contributed to broaderùng knowledge on the role of 
TRIP12 by disœvering a new substrate essenlial for panc11?atic acinar cells diffeœntiation [6]1 and by 
demonstraling that TRCP12 is a new chroinatin-associafed protein with several implîralions in ~he œU 
cycle progression and in the rnainterumœ of genome integrity [7J. Due to its implication in several 
important phy siological arui pathological proœsses, TR.IP12. now emerges as a prote in of înterest for 
molerular mechanisms researches and as a potential new therapeutic target 

ln this :œview, we attempt !o comp:œhensîve ly summ.arize the cu.rren! knowledge from the lîterahlll? 
and databases on TR1Pl2 This suminary indu des the gene and protein expn?ssion, the protein structure, 
the protein interactors and functions. We addmss the physio-pathological rol.es of TRJP12 in essen!ial 
biological pathways in mlation with some of its st1bstrates. We also p:œsent the alterations of the 
TRIP12 gene found in neurodevelopmental disorders and canœrs as well as the alferations ofTRJP12 
proteîn expression in cancers, and their consequenœs. Finally, we discuss tl1A? potential role of îR[Pl2 
as a therapeutic target and highligh! the need fo:r further researcll studies on thls protein. 

2. TRlP12 mRNA and Protein Expression 

21. TR1P12 Gene Organizatron 

In the human genome, the gene encoding for TRIP12 mRNA is located on the long arm of 
~hrornosome 2 at the locus q36.3. lt spreads over nearly 168 kb (Genom? Browser (see Seclion Sofl:wa:œ 
and databases)). TR1P12 mRNA expression is driven by a bidimctional promoter !hat also irùtiates 
the transcription of FBX036 (F-box Only protein 36) mRNA in a llead-to-head opposite direction. 
Bîdireclional promoters a:œ often used to œnl:ro] gei:ies sharing the sarne regulation or encoding-pro!eins 
exhlbiling a simîlar biological proœss [8J. The FBX036 gei:ie encodes a protein that belongs to the F-box 
proteîn fanûly. F-box is a "'50 aa-domain that functions as a site for protein-protein interaclion. U p to 
now, the functions of FBX036 are tmknown. In general, F-box pro teins are part of SCF (SI<Pl, Cullin, 
F-!box protein) ulbiquîtin ligase complexes, in w hich they bind to substrates for ubiqwtin-mediated 
proteolysis [8,9]. This would be consistent wi!h the fact tha! TRIP12 and FBX036 exp:œssîon am 
ro-regulated. The 555 bp-bîdimctional promoter is embedded in a 1753 bp long-CG-rich :œgion also 
ralled CpG (Cytosine-phosphate--Guanosine) island, but the :œgulatory :œgions and methylation J.evel 
ofTR1P12/FBX036 prornoter remai1.1 unsh!died. 

22 TR1P12mRNA &pression 

To date, 2.6 diffenm!TRIP12 splicing- mRNA variants have been îdentified (www.nchl.nlm.nih.gov ) 
(Table 1). TI,eîr leng!h ffuc:tuates from 9,065 (variant 4) to 10,492. nt (variant 20) with 41 to 4.3 exons 
with the exœption of variants 24, 25, and 2.6 tha! œntain only ~he first sîx (variants 24' and 25) or seven 
exons (variant 26) with a leng-th of 5,951 (variant 26) to 6,052 nt (variant 25). Llttle is known œgarding 
the expression level of the dîffe:œnt splîcing variants in human ce Ils. It is suggested TR1P12 mRNA 
!ranscripts am a mixture of ail possible îsoforms, although the variant NM_001284'215.1 seems to be 
pmdomînant in peripheral leukocytes 1[10j. For the long variants, w hile the f/-U ntranslated ~gion 
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(5'-UTR) is <><180 nt-long, !he 31 -Un!ranslated Region (3'-UTR) represents approxîrna!ely one-!hîrd 
of !he total mRNA leng!h (<><3?00 nt), whlch lîlely indicates a reg"Ulatory fonction fo:r !his œgion 
(Figuœ 1 ), ht fact, !he exîstenœ of a short (340 nt) and a long fonn (3716 nt) of TRIP12 3'-UTR mRNA 
was œported [11], The di&rent sites of l:raru!criptional temùnalion are explained by !he presenœ of 
hvo consensus polyadenylatîon signais (Fîgum 1). 11,ese two variants dîsplay dilferent translation 
efficiency in œsponse to an activation of !he mTORC (mammalian Target Of Raparnycin Complex 1) 
sîgnaling pathway w hem the short fonn is rno:œ efficîently translated [11], With :œference to the Human 
Protein Atlas (see Section Software and data bases), the exp:œssion of TRIP12 mRNA is ubiquitous in 
human 1iSS111es even if levels of mRNA vruy behveen tissues. For example, TRIP12 mRNA is highly 
expressed în teslis and in muscles butwealdy expœssed in pancreatic tissue [1,12,13]. 

Table 1. List of the human mRNA variants and proteln lsoforms ofTRIP12 

mRNA Aoœli61on mRNA Exon l"rob!Jn Proleln aa The,oN>t o>al 
V•rl•nl Na.mber Le<oglh Na.mber hofo:r.m [D Number kDa 

1 NM . .C01284214,2 10019 42 • NP _OO!Zll 143.1 2040 224 
2 NM..001284215.2 9974 41 b NP _OOIZ71144.1 2025 223 
3 NM._004238.,3 !i875 41 C NP_004Zl9.1 1992 219 
4 NM..001284211.2 9065 39 d NP _OOIZ71145.1 1722 18& 

NM..001348315.2 104œ 42 • NP _001335244.1 2040 224 
6 NM..001348311.2 100'10 41 b NP _001335245.1 2025 223 
7 NM..001348317,1 9959 41 e NP _001335246.1 2020 222 
s NM..001348318.2 10348 41 e NP _001335247.1 2020 222 
9 NM..001348319,1 10055 42 NP _00133524'!.1 2062 2Z7 

10 NM..00134832().2 10474 42 f NP _001335249.1 2062 2Z7 
11 NM..001348321.1 10088 4 2 g NP _001335250.1 2063 2Z7 
12 NM..001348322.1 10218 43 h NP _001335251. 1 2067 2Z7 
13 NM..001348323.3 10100 42 h NP _001335252.1 2067 2Z7 
14 NM..001348324.2 10196 42 h NP _001335253.1 2067 2Z7 
15 NM..001348325.2 10611 43 h NP _0013352541 2067 2Z7 
16 NM.. 001348321.2 10486 4 2 h NP _001335255.1 2067 2Z7 
17 NM.. 001348327.2 10489 4 2 h NP _001335256.1 2067 2Z7 
18 NM..001348328.1 10103 42 NP _001335257.1 2068 2Z7 
19 NM..001348329,2 10454 42 NP _001335258.1 2068 2Z7 
2.0 NM..0013483&12 10492 42 NP _001335259.1 2068 2Z7 
21 NM..001348331,1 !i878 41 j NP _00l3352E,0.1 1993 219 
22 NM..001348332.1 ma 43 k NP _001335261.1 2033 224 
23 NM..00134833.3.1 10022 42 NP _001335262.1 2041 225 
24 NM..001348335.1 w;s 6 m NP _00l3352641 440 48 

25 NM..00134833<.1 6Œ2 6 m NP _001335265.1 440 48 
2.6 NM..001348334.1 $61 7 n NP _001335263.1 411 45 

~.urR cœ · :t..uTR 
~_;, IIT'h(I '''"""' m,-r,1.1 

"'""" IW,M 

II_U0illl8,l e,s e .... 

-r' -r~' ,._TrA.TI 
,. s ,. sm 

TRIP'12 
pr,ou1ln c-

l5<Jhirma 
N.P_OOAl:22.9.1 

Pigun, 1, Schernntk œpresentation of Thyrold hormone ReœptOl' Interacti:ng Proteln 12 (TRIP12 ) 

mRNA (NM_004238.3) and 1RIP12 protein (isoform c, NP_0O4229.1) wlth fu:ru,tiomù domalns, 
kim,,,., ,m,ociated-phospho,ylnœd residues and c:ysteiœ catalytic site (yellow star) . UTR: Untranslnœd 

Region, CDS: Codlng Sequenœ, PAS: Poly-Adenylntion Signal, AAA: Poly-adenylnted mil, 
ATG: tr=latian Start codon, Stop: translation Stop codon, NIS: Nudear Loœliz ation 

Sigruù, S: serine œ!rldue, aa: ami.no add, IDR: Intrinskally Disordered Regicms, ARM: Annadillo 

repea te, HECT: HomologoUs to the E6-AP C-Term!nUs. 
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23. TRIP12 Protein Expn,ssion and Cellular LoœliMtion 

TR[P12 protein lranslationcan oœur from26 dîtJenmt mRNA splicingvariants (Table 1). Thls leads 
to the generation of 14 diRierent TRIP12 protein isofonns (isoforms a tom) with a length oomprised 
between 17:U aa and 2068 aa for the long isofonns a to l (Fîguœ 2). The hvo short isoforms (m and n) 
rontain only 440 and 4U aa, œspectively. Multiple alignment analysis COBALT (Constraîn!-based 
Multiple AligrunentTool) (see Section Software and databases) œveals a high similarity bet.ween the 
long isoforms (Fig1.ue 2). The Iwo most studil?d isoforrns band c (2025 and 1992 aa, œspectively) only 
diRier by a six aa de letion in the IDR doinain and a 27 aa deletion in the WWE domam in the isoform 
c that potentiaUy modiœs the pro!ein-pro!ein interaction capadty of this isofonn (see Section 3, 2. ). 
For further description of the TRJPl2 pro!ein, the 1992 aa isofonn c (NP_ 004229.1) wiU be used as a 
œmœnœ. Even though several protein isofonns of 'fRIPl2 potentiaUy exîst in hurnan œUs, it is still 
unknown whe~her the diRieœnt isoforms am œ ll-spec:ific or if they co-exist and in what proportion in 
!he same type of cells Unfortuna!ely, 00DUJ11ercially available antibodîes am di.œcted agaînst epitopes 
!hat an, oommon to the long isofonns of TRIP12 (exœpt the isofonn d). Theœfore, !hey rannot 
dîscrirnina!e the diRierent long isofonns. Hmvever, inununostaining analysîs using these anbbodîes 
œveals anudear locafüation of TR1Pl2in several œll lines (7,141 and inhUlllllll tissues (HUilla11 Proteîn 
Atlas). It cim be explained by the presenœ of two putative bipartite variants of lhe classical baska1ly 
Nuclear Loca1iz.ation Signais (NLS) (aa 73-94' and 136-152) (ELM software (see Section Sofhvaœ and 
databases)) (Figure 1). 11he importance of the N"temùnal œgion in the maintenance ofTRJP12 nudear 
localization was demonstrated în our reœnt srudy [7)1. Within the nucleus, two studies noted an 
absence ofTRIP12 in the nucleoli [7,15) .. 

[ 5Q~,,..· 7-----~~~~~~~-----"':] .. ~~· .. ~~ .. ~~ .. ~~ .. ~~ .. ~~~r--1----7~----j=~ 
go .}Ol.l 

r 1~2 
1 )fMi1 
• li>'! 
k .203J 
b 2.0:u: 

1 Differenl residue lâentical residue 

Figun, 2 &hematic œpresentntion of a multiple aligranent of humsn TRIP12 isafmms usi:ng the 

COBALT multiple allgnmeht tool ("'e Section Softwaœ and databa,.,s). 1RIP12 lsafonn i (2068 aa) W,u; 

defined ns the sequenœ of œferenœ (mas-ter !l!qUenœ). The !Wo most stüdied isoforms b artd c (nnd 
size) an, wrltten in bold. Residu.e,; in green are identical ond inred are diflerent Th, diffeœnt domains 

of1RlP12 aœ lndknted above the allsnml'!nt 

3. TRIP12 Protein Structure and Domains 

2020 

""" l ff'2: 
1'22 ..... 
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TRlP12 is a large protein with an apparent molecular weir,htestîmated behveen 189 and 227 kDa 
for the long fonns (Table 1). It comprises several characteri2.ed protein domains: a catalytic HECT 
domain, two protemfprotein interaction domaîns (WWE (Tryptophan-Tryptophan-Gh.itrunate) and 
ARM (Armactillo repeats )), and a œœnUy identified intrinsically disordeœd mgion (IDR) (Figure 1 ). 
These domains oonfer strucruœ and functional rotes to the protein. TRJP12 protein domains are 
ronserved during evolution and am subject to post-translational modiJications that lîlely modulate 
its strncture and activity. Severa! studies reported HECT, ARM repeats, and WWE crystal stn1cruœ 
of other pro!eins [16-18]. However, TR1Pl2 has yet to be recoveœd în aystal fonn to establîsh its 
romplete 3D structure. 
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11. TheHECT Domain 

HECT domains ("'40 kDa) were first identified in the C-temunal part of the viral E6-AP protein; 
henœ treir 118B'le, Homologous to the E6-AP C-Terminus 1[2]. They aœ generally located în the 

C-termmal exl:œmity ofprot:eins and are constitut:ed of two lobes: N-lobe domains (N~t:ennînal end) 
and a C-lobe (C-terminal end) linlœd by a hinge domam [19,201, The N-lobe is œspmisible for the 

interaction wi~h tl"II? ubiquitin-oonjugating enzyme E2 during ~Ill? ubîquîtinalion œaction (detailed în 
Section 4!.l). The C-lobe carries ~he characteristic catalytic cysteîne œsidue (21,22), which is hîghly 
coRServed behveen species andessentia] to !1111? uJbiquitination reaction [2}. The TRIP12 HECT domain is 

locat:ed at residues 1552-1592, is structured in N and Globes, and contains a cy steine in position 1959 for 
which tl-e œplaœrnent by an alanire œsidœ aibolisres TRIP12 ubiquitin ligase activity (Figure 1) (2,23).. 
Mechanistically, the 28 known HECT E3 ubiquilin ligases fol'IR an intennediate complex with ubiquitin 
befom linking it to a lysîne substratevîa a thîœster bond [20j. 

By ensuring l:he ubiquitm ligase cataiylic activity, the HECT domain allows the împlication of 
TRIP12 in di!Jerentmodes ofprotein degradation and signaling pafüways (detailed in Sections 4l and 5 ). 

12 TlreWWE Domain 

A WWE domain is a globular mgion of <><80 amîno acids characterized by an enrichment with 
hydrophobie and aromatic œsidues in its two extmmities and the conservation of two tryptophan 
œsidues (.W) and one glutamate (E) (24]. The C- and N-t:erminal parts ofWWE domains form ,~-sheets, 
while the œnl:ral partis an o:,-relix. WWE dmnains aœ œquired for protem-protein interaction. 

They are essential for two families of proteins: E3 ubiquitin ligases (HECT, ruNG, and RING-H2 
types) and în a sub-.family ofpoly (ADP-n"bose) polyrnerases (PARP). PARPs add multiple ADP-nbose 
moieties to protein targets (parylation) and participate in various œUular functions sud, as DNA 
mpair and dumna!in dynamics. The WWE domains weœ demonstrated as poly(A OP-ribose) (PAR) 
binding dmnains (25]. Tire WWE dmnain of TRIP12 is located beh.veen tl"II? residues 749 and 836 

(Inter Pro.Scan) [26] and is requiœd for~ interaction offRIPl2 withAPP-BPl (Amyloid Protein-Bînding 
Protein l) (41, PTFla (Pancreas Transcription Factor la) [6], and parylated PARPl (Poly-(ADP ribose) 

polymerase 1) (17]1 (FigtnP 1). 

11 TheArmadillo-Repeats Domain 

Armadillo (ARM} repeat-conlaining proteins aœ characterized by the pœsenœ of imperfect 
tandem repeats of 42 hydrophobie amino acids. An ARM œpeat is composed of three o:,-helices 
(Hl, H2, and H3). Sucœssive ARM repeats aœ able to assemble l:hemselws to forma super-helix also 

named a solenoid. As sud-., ARM-repeatmotifs are strongly irnplicat:ed in proteiryprotein interactions. 
ARM œpeat~ontaîning proteins aœ involved in pleiotropic functions (œll/œll adresion, œll signaJing, 
cytoslœleton organization, nuclear trafficking, and ubiquitination) [28)'. ARM œpeats were first 
identified in l:he TRIP12 orthologues KAKTIJS (Arobidopsis thaliana) and UFD4 (Ubiquitin Fusion 

Degradation 4) (Sacdzaromyœs œrevisiae) (detailed in Section 4!.3) (29,30)'. The InterPrc&an database 
shows that ARM mpeats are also pmsent in ~he human TRIP12 protein. Slightly di!Jemn t ARM-œpeat 
boundaries are found in tlûs database; we arbitrarily chose to represent the smallest and tre most 
quoted one between œsidues 4!37 and 715 (Figuœ 1). Functional studies demonstrat:ed tl"II? role oli ARM 
mpeats of UFD4 in the œoognilion of l:he ubiquîtin degradalion signal (detailed m Section 4. 3) of the 

substrates in Sacd1aromyces œrroisiae 1[301, 

14. TheIDR Domain 

lntrinsically disordered œgions (IDR) aœ common in the hwnan prot:eome, wheœby an estîmated 
44% of tre prot:eome carries an IDR These mgions can be functiona] but interes!ingly Jack a defiœd 
3D conformation în physiologica] conditions 131 )1. The interaction of an IDR~ontaining protem with 
a partner can s!abilize andjlor fold l:he disordered region in!o a stable secondary structure. IDRs aœ 
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sequences enriclied in basic, positively charged, and hydrophilic am.îno acid s such as lysine (K), 
arginine (R), serine (S), and histidine (H). IDR-oontaining proteîns are mostly involved in protein, 
DNA, and RNA bînding/interactîon [32- 34]'. Moœover, the presenœ of N-terminal IDRs is linked to 
DNA interaction [33-35]. We previously showed that TR1Pl2 interacts wi!h chromatin through an 
IDR, which corresponds to ~he N-terminal quarter of the protein (aa 1-440) (Figure 1), and that the 
deletion of this dornain leads to a loss of TIUP12 mteractîon wi!h chromatîn (7 j. E3 ubîquîtin ligases 
containing IDR structuœs are infrequent. lndeed, !he IDEAL database (see Section Sofüvare and 
databases) refeœnœs only 25 E3 ubiquîtin ligases containing !DR among !he .,,(,00 E3 ubiquitîn ligases. 
According- to the IDEAL (lnrnns:irally Disordered proteins with Extensive Annotations and Llterature) 
database, TRIP1!2 lDR displays identity with well-~harac!erized IDR-oontaining proteins su~h as MEDl 
(Medîator Cornplex Subunit 1, 25% of identity), AF9 (ALLl-Fused gene fro!l'l chromosome 9, 23% of 
îdentîty), and AF4/FMR2 (ALLl-Fused gene from chromosome 4/Frag-ile X Mental Fetardation, 22% of 
identity). Numerous IDR-oontaining proteîns are involved in transcription regulation [361, aru:l these 
!hree pro!eins promote RNA polyrnerase II cata]_ytic actîvity by being a coactivator (i.e., MEDl) or 
by being part of tlle Super Elongation Cornplex (î.e., AF9, AF4/FMR.2) (37 ,38). Talen toge~her wîth 
!he disoovery of TRIP12 chrom.atin interaction, TRIPl!2 may act as a new transcrîptional regulator. 
Liu et al. descdbed an APC: (Adenoma!ous polyposis coli) domam, whid, îs known to be positively 
charged and învolved in microtubules interaction, wîthin TRIP12 IDR (39]. Howevei; the func!ion of 
!his APC domam was not fur~her explored. It is also now weU documen!ed füat IDRs am. confer to 
proteins the particular biophysical property of the liquid-liquid phase separation (LLPS) by which !wo 
liquîds form two dîffe:œnt phases such as oil droplets m water 1[40,4'1]. This biophysîcal process was 
linked !o genorne organization and expression [42). 

15. Conservation ofTRIP12 Pro.tein Demains during Euolri.lion 

TRIP12 oJ'l1hologues weœ differently named depending on the specîes. Forex=ple, the TRIP12 
orthologue îs CTRIP (Circadian TRIP) in Dm,ophila mdanoga,ster, KAKTUS (KAK also known as 
UPL3), ÎJ\ Arabidopsis thaliana (UnîProt (see Section Software and databases)) and Ubîquitin Fusion 
Degradation proteîn 4 (UFDl) in Saccharomyœs œrevisiae (UniProt), Tile size of TRIP12 orfüologues 
alsovarîes per species. The largest fonn is found in Drosophilamdanogaster (3140 aa), while the smallest 
sequence is in SarxJzaromyœs œreuisiae (1483 aa) (Figure 3). Tlhe TRIP12 amino-acid sequenœ is highly 
conserved ÎJ\ vertebrates, demonstrating 82% identity for !he zebrafish to 97.7% for the mouse when 
cornpared to !he human c îsoforIR. This percentage of identîty with ~he lrnman sequence decreases 
in iiwertebrates, 38% for Drosoph11a mdonogaster, 31.4% for Arabidopsis thaJiana, 28% for Schmidtea 
mediterranea, and 27. 2% for SaccJmromyœs œreoisiae. HECf and ARl'vt-:œpea!s domains are found in 
aU species, whe:œas the WWE domain îs foU1ld among all vertebrates and ScJzmidtea mediterranea but 
not in Sacc1zaromyœs cerevisiae and Drasoplzila mdanogaster. The HECT domain, which îs required for 
polyubiquitmation, is present in less evolved species, underlying the importanœ of E3 ubîquitin lîgase 
actîvity of TRIP12 during evolution. IDRs are fast evolving :œgions. Theîr evolution rate is higher 
!han of strnctured domains due to the lack of 3D structuœ [31). Higlùy conse:rved IDRs are often 
found în proteins iiwolved in transcription regulation and DNA binding 1[31). An N-termina] IDR is 
piesent in aU the TRIP12 orl:hologues mentioned above. According to IUPred (see Section Sofhvare 
and databases ), !he TRIP12 IDR length varies from ],042 aa in Drosophila melanogaster CTRIP to U? aa 
in ScJzmidtea medi.terranea. Vertebrate TRlP12 ortlwlogues showed an IDR average size of 44'0 Jesidues. 
Taken tog-ethei; ~he hlgh conservation ofTRIP12 domaîns duringevolution assumes essentîal flmctions 
for this protein in living organïsrns. 
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Figun, 3. Schematk repœsen1ation of proteln domalns in TRIP12 orthologùes. Domni:n bo11ndaries 

were defi.ned l15ing InterProScan anru}'si&. Perœntage of identil}' W"5 determïned by Embos,; ma t<:her 
(see Sec,tion Soflwere and da.mbases) pa.lrwise sequenœ aligrurent (us!ngHoma sapiem TRIP12 proteln 

sequenœ as refeœnœ [431). • : Schmidlea mediJenrmm cDNA sequenœ wa.s ma.nually corœcted to 
perform the aruùy sis. 

16. Post-Translational Modijimtions ifTR1P12 

Sinûlar to many olher proteins, TRIP12 îs post-translatîoru1Uy modified. 1he PhosphoSiteP!us® 
dataJbase (see Section Sofüvare and data bases) provides an exhaustive list of the post-translatîonally 
modified residues identified by mass spedrometiy and olher apprœches (FigWP 4). Among the 
modifirations, the most abundant rue the phosphory lation and tlie ubiquil:ina lion. TR[Pl.2 ran a.lso be 

aœtylated and mono-~thylated. TRIP12 IDR is subjec! !o abundant post-translatîona.l JROdifiratîons, 
s:inœ it is a common fea!ure of IDR domams [31], whlch is in rontrast to the ARM repeats-domain that 
is poorly modified. Only few p llOsphorylation sites were attrilbuted !o specific kinases sucl\ as the 

serine 5424, 51078, and S15?'7 to the krnases CDKl (Cyclin Dependent Kmase 1), CHKl (O\eclpoint 
Kinase 1), and ATM/ATR (Ataxî;r Tulangiectasîa-Mutated/Ataxia Telangiectasia and Rad3-:rela!ed), 
œspectively (44-46] (Figure l ). Despite two in.deperuien! studies that reported the ubiquitination of 
TRIP12 [47,48] and numerous identified ubiqui!inated residues, t!he ubiquitin ligases :responsible for 
TRIP12 uibiquitination are tuùmown. Moreover; we rannot exdude that TRIP12 may exrubit functions 
of seU-ubiquil:inal:ion. I! was demonstrated t:hat the Ubiqillitin-Specifîc Pepl:idase USP7 deubiquitinates 
and staJbilîz.es the TRIP12 protein [47,48). Despite m.unerous s!udies dedîrated to TRIP12, none of the 
post-translal:ional modilications rue shmvn to function in the regulationof catalytic activity, in!Practing 
rapadty, nor in the œlluJar localization of l!lûs E3 ubiquîl:in ligase. 
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figuœ 4. Post-translationsl modifications of TRIP12 (lsofol'm c) adapted from PhosphoSiteP!Us® 

(see Sedion Software and databases ). Total number of œfeœnœ& œpœsents the number of œcord& in 
whlch thls modilkation site WEI&' a55igned uslng proteomk dlscovery =• spe ctrometry and Using 

other method!i. S stands for aerine, T stands for Hm,oni:ne, Y stand& fur tyrosin,, and K stand& for !ysin,. 

4. Functioru1 of TRIP12 in Ubiquilin-Mediated Proteolysis 

A detailed description of ubiqui!ina!ion proœss, di~nmt lllbiquitin ligase families, and functions 

are exœlkmtly mviewed elsewl:-ere f20,49--5l j. In this section, we will provide an overview of the 
essential information on TRIP12 actions in ubiquitin--depend,mt proteolytic pa!hways. 

4.1. Ubiquitination 

Ubiquitina!ion is an essential ATP-œquiring proœss leadîng to proteîn modification by the 
oovalent conjugation of ubîquitîn, which is a hig,hly conserved ?6 a.a polypeptide (<><8.5 kDa) [4'.9]. 
Althougll best known for targeting proteins to degradation by the 26S pro!easome, ubiquitina!ion is 
potentially li~d to ail œUular proœsses. Canonkal ubiquitin conjugation involves ~1:-e attachment 

of the C"!emùnal glycine ?6 (G76) of ubiquitin (Ub) to the e-amino group of a lysine on !he protein 
st1bslra!e. Subslra!es can be eî!her modified by a sîngle lllbîquîtin on one (monoubiqwtination) or 
more sites (multi-mono-ubiqui!ina!ion) or by chains of ubiqui!in l l ln the case of poly (or mul!i) Ub 
chains, ~lie C-temrinal GJ6 of one Ub molerule is linled to the e-NH2 group of one of the seven lysines 
(K.6, Kll, K27, K29, K.33, K48, or 1<63) of the pmœding ubiquitin. The poly-Ub chains can have 

dillerent lengths and topologies resulting in diHemn! consequences on the fa!e of the modified pro!ein 
substra!e. For instance, K48-linled polyubîquitination primes proteins for proteolytic destruction 
by the proteasome, whe:reas non-K48 linkages target proteins for various cellular functions and 
œsponses fS0,51]. 

Ubiquitination is ensumd by a three s!ep-conœrted action of thme e~mes. An Ub-activating 
e=yme (El) catalyzes the formation of a thiol-ester linkage between !he C-termînal ly sine GJ6 of 
Ub and !he active cysteîne (q msidue of El; the Ub m.olecule is !ransfermd to the cysteine of the 

Ub-conjugating enzyme (E2). F.3 ligases am dassified into !hœe major classes, tl:-e RING (~al.ly 
lntemsting New Gene), !he RER (RING~between RING-RJNG), and the HECT ligases. For HECf and 

RBR E3 ligases, the !ransfer of Ub to the substrate lysine--amino group învolves a ~hioester întem1ediate 
with. a conserved cysteine in the ra!al.yticsite of the HECT domaîn or the Rrat domain, respeclively [20).. 

The RING F.3 lîgases ca!alyze !he direct transfer of lllbîquîtin from a thioester"linked E2-~bîquitin 
C011jugate !o a substrate f20}. In some cases, !he cooperation of an addîtional E4 ubîquîtin ligase, 
w hlch rn.ay encode for mdependent ligase activil'y or enhance tire proœssivîl'y of the E3, is mquiœd. 



 
195 

Tnl. , . Md. Sei. 2020, 21, 8515 9of34 

To actas catalysts, E3s recruit iheir substrates for degradation by recognizing a specific portion in 
!he protein sequenœ or degron. Ubiquitin oonjugation can be œversro by deubîquitinating enzymes 
(DUBs)(52]. 

4.2 Knawn TRIP12 Srtbstrates 

Ba.sed on tre literah.ue, TR1Pl2 œgulates the stability and promotes tre pro!eolysis of nîne 
protein substrates: ASXLl (Additiona!Sex Combs Llke 1) 1(53], USP7 (UbiquirnrSpecific Peptidase 
7) [39]1, PTFla (Pancreas Transcription Factor la) 1[61, SOX6 (SRY-Box Transcription Factor 6) (111, 
RNF168 (Ring Finger Protein 168) [141, BAF57 (BRGl-Associat:ed Factor 57) also known as SMARCEl 
(SWVSNF Rela!ed, Matrix Associated, Actin-Dependent Regula!orOfChromatin, Subfarnily F,. Member 
1) (54!], P14/ARF (P14/Al!emate Reading Frame) also known as CDKN2A (Cyclîn Dependent Kina9e 
lnhibi!or 2A), for whi.ch TR1Pl2 was named ULF (Ubîq_uitîn Llgase for ARF) [151, APP-BPl (Amy loid 
Protein-Binding Protein 1) also known as NAEl (NEDDB-Activating Enzyme El Subunit 1) [4]1 and 
PARPl (Poly-(ADP ribo9e) polymerase 1) [27). These proteins exer! important funcl:ions ÎR biological 
and;,'or pa!hologkal proœsses !hat wiU be outlined in Section 5. 

Tre TRIP12 HECT domain (detailed in Section 3.4) is es9ential for the degradation of !hese 
proteins, but the role of TR1Pl2 as dîrect Ù'lteracting E3 liga9e is still questionable for ASXU 1(53]1 and 
RNFl.68 [14) for which experirnental approad,es !hat prove ubiquitination by TRIP12 are lading. 
TRIP12 polyubiqmtinates its substrates wi!h the exœption of APP-BPl, w hich is monoubiq'l.l.Îtinated [4].. 
APP-BPl polyubiquitination requires an addil:ional E4 activity [4}. TRIP11 mediated-K48--linked 
polyubiquitination was demonstraœd only for USP7 [39J and PrFla 1[6)1. While Ire înteraclion behveen 
!he E3 ligase and its substrates was validated, !he interaction domains ofTRIP11 have been mapped 
only in fuw cases, Although the9e studies U9ed dîfferent isoforms ofTRIP12, tlll?y ail empham.e tlle role 
of consensus pro!ein/protein interaction domai:ns of TRIP12 A reg ion (aa 611-1259 of isoform c) that 
includes the WWE dornain but not ARM repea!s is responsible for !he interaction wîth APP-BPl [4]. 
A sequenœ of !177 aa (aa 2.34-810 of îsoform a) preceding ~he WWE dornai:ns interacts with USP7 [39).. 
In addition, TRIP12 interacts with pa:rylated PARP1 via its WWE (aa 797- 91.1 of isoform a) domain. 
TRIP12 is fœshly considered as an idenlified PAR-targeted ubiqwtin ligase (PTUbL) controlling- PARPl 
turnover [27]'. Fînally, we demonstrated that PTFl.a binds a region oontainîng ARM repea!s and !he 
WWE domain (aa 446-1552 of isofonn c) [6], 

In!eractîng domains or ubiquitînated residues were identüied for œrtain proteins regu1ated by 
TR1Pl2. A 9equen œ of 80 aa wîthin and flanking !he œntral ooiled-ooil œgion of BAF.57 was found 
!o be critical for BAF.57 stabilîzation and to oon!ain lysiœ œsidues essen tial for ubiquitination [55), 
The N~terminal part of Tumor necrosîs factor-œœptor associated factor (TRAF), also known as !he 
Meprin And TRAF-C Homology (MATH) domain of USP7, is œsponsible for its interaction with 
TRIP12 [39]. We found !hat the lysine 312 of PTFla is essential for its TRIP12-mediated deg-radation (6]. 
ltwas previousiy reported that the tumor suppressor ARFisa nalural lysine-Jess protein !hatundergœs 
N-tenninal polyubiquîlination 1(561, 

In!riguingly, TRIP12 targets several proteins that are unbound to their physiological binding 
partners. This is ~he ca9e for BAF57, which is a subunit of !he S\11/1/SNF (SWitdySucrose 
Non-Fermentable) chromatîn œrnodeling complex (detailed in Section 5.4.) (54). Most îf n ot al!l 
SWI/SNF subunits are assembled înto a oomplex for whidl maintenanœ of ~re stoichiometiy is 
es9ential and no fœe subunits exîst în the œll; o!henvî9e, they are degraded. The stabilîzation and 
protection of BAF57 from proteasorne-mediated degradation operates via proteiR-proteitl interaction 
wifü the BAF155 subunit (57). TRIP12 was demonstrated to compete with BAF155 for BAF57 and 
!o degrade only an unbound form of BAP.;7 (55), The same type of interaction was found for !he 
ubiquitînation of !he neddy lation El enzyme suib=it APP-BPl [ 4']. In fac!, TRIP11 does no! in!eract 
wîth APP-BPl in !he heterodimeric form bolmd to Uba3 (Ubiquitin--Uke Modifier-Activatîng Emyme 
3), w lùch is ~he specific active El of the NEDD8 pathway, A sin:ûlar scheme is descnbed for ARF, 
w hich is stabilized and pro!ected from TRJP12 ubiquitinalion when 9e4uestered by nucleophosmin and 
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TRADD (NFR.l!-Associated Death Domain Protein) în ~he m1cleolus (detai.led in Section 5.2 ) 1[15,58}. 
Indiœct evidenœ suggests a sînùlar mode of action for the degradalion of RNF168 [14]. Indeed, 
the destabîlization of RNF168 iru:luœd by a silencing of îts bînding parl:ner HERC2 (HECT and 
RID Domain Containing E3 Ubiquîtîn Proteîn Ligase 2) oould be HlÎtigated by a depletion of 
TRIP12 The 'IRIP12-ubiquîtinated lys:ine 312 of P'IFla îs located near the domaîn interacting 
witil RBP (mammalîan suppœssor of Haîrless) essential for the transcriptional activity of PI'Fia. 
One may hypothesize that frœ Pl'Fla could be ubiquitinated, whîle bînding to RBP could prevent 
TRIP12-rnedîated PTFl!a degradation. Therefore, TRIP12 appears as a œgulator of the balanœ betlveen 
bound and unboun.d fonns of its protein Sllbstratps to maintaîn them în ~heir oornplexed forms. 

4.l Role of TRIP12 in Ubiqrtilin Fusion Degrodatron andN-Degron Patl1ways 

TRIP:1!2 îs sequelogous to the UFDI! HECT E3 ligase, whicll catalyzes the ubiquilinalion of 
Ubiquitin Fusion !Rgradation (UFD) substrates in yeast [59]. These substrates aœ artificial fusîon 
proteins con sîsting of an N"œmûnaJ unc~avable ubiquitin m.oîety that ads as a degron. The UFD 
patitway consists in the poly-ubiquilination of the undeavable N-!ern'Ûnal ubiquitin TRIP12 was 
shown to mediate the degradation of tlle aberrant form ofubiquitin named UBB+1 [60]. UBB+1 is 

a physîological human UFD substrat<? œsulting from a dinucleotide deletion in the mRNA of the 
ubiquitin B gene. UBB+1 accumulates in the brain in neurodegenerative disorders (61). The HECT 
E3 HUWEl (HECT, UBA, and WWE dmna:in containing E3 ubiquitin prote in lîgase 1) was reported 
!o cooperate with TRIP12 for the degradation of UBB+1 [62]. Although the conservation of the UFD 
patitway frorn yeast to human attests its importance for protpo]ysîs in œlls, exœp! for UBB+1, no other 
native substrates have been îdentîfied. Most studies use artüicial substrates for specific applications. 
In particulru; enhanœd immune response after UFD ubiquitination of antigens opens up inteœsting 
perspectives in the developmen! of tumor vaccines 163]. 

The N-degron pa!hway (fonnerly N-end rule patl!.way) is another ubîquitin-dependent proteolytic 
pathway that œgulates the half-1.ife of proteîns acoording !o N"!emùnaJ degradanon sîgnals or 
N-degrons. UBRl, UB.R2, UBR4, and UBR5 (ubîquîtin proteîn ligase E3 oomponent N-moognîn) are the 
four E3s ( or N-recognîns) encod.ed by the manunalian genornes that can recogrnze ArglN-degrons [ 64}. 
Interes!ingly, a study demonstrated that UBRJ! and UFD4 E3s i.n!eract and oooperate !o enhanœ 
substrate ubiqufünation în both pa!hways in yeas! 1[651, lhîs mutually cooperanve physical interaction 
between E3s operating in parallel pathways aœ lilely to be œlevan! !o ail! euka:ryotps and mîght apply 
to TRIP12 and UBRs control of RNF168 acCUR'lulation j14j. 

S. The Physio-Palliological Roles of TRIPl.2 

Pro!eomic approaches have allowed for the ldentilica!ion of several TRil'l2 bîndîng parl:ners 
(Figuœ 5 and Table 2). However, the molecular function of only a œstricted nwnber of these 

interactions îs lmown. Thus far, TRIP12 was împlica!ed in the œgulation of several important molecular 
patl!.ways such. as œU cycle progression, DNA damage œpair (DDR), chromatin mmodelii:ig, and œU 
dîfferentianon via a srnall number ofidentiffed proteîn interadors, whlcll leaves wîde open the field of 
investigation of molecular proœsses implicating TRIP12 
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"""'"' 

Fi guœ S. Sc:hema tk œprasenh,tion of human 1RIP12-lnteractfns proteln- proteln œtwotk (t1 = 76) and 

furu:tiorutl erukhment analysls u,;ing STRING software (see Secti<>n Software and databases), Network 
nodes repœsent proleln" Red node• repœsent protelns belœ,gïng to cellular tnacromolecule metabolic 

proœss (GO term: 00!!4260), and pu.tple nodes represent protelns belollging to the poe.tti\•e regulation 
of the nuc:leob~cortœlnlng compound Irll!h,bolic proœEi!i (GO-term: 0049935). Edge• œpœoertt 

proteïn-protein molecuku actiaru; (indkated ln the figuœ). Line shnpe ihd:kates the predicted mode 

of ac·tioh (lndicated ln the figure ). Active intetaction soutœs: tel<t mirung, éXpermiertts, databaoes, 
co-el<pœssion, neighborhood and co-occutrenœ. Minimum requ:iœd Interaction score: medium 

confidenœ (0.400). Green and or=t,..., filled circlea lndkilte prote!rts bnplkated ln "transc,rlptioruù 
regulation" and "ubiqultlnatiotydeubiquitination system" , respectil•e l}'. 
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Ta b]e 2. List of the different prote ln lntero.dors of h uman TRIP12 

Il ln.te:r.1.dor Ge:ne lnlo,rador Nome 
Bal.t an,Vor [nlo,racflon o..tecflon Jote:racflon 1)'pe Refereoœ, Hl.t l',{,:,thod 

1 ALYREF Aly/REF ""Port factor boit o.ff'>ch co-1oœlization (66] 
2 ASXLl Addl.tlonal S& Combs-Ille" Pmteln 1 boit biochemiœl phaa, (.53] 
J ATG16Ll A u tophagy-relaœd prot<,ln 16 likel boit o.ff'>ch phaa, (67] 
4 BCATI llronched-choin-filIÙno-acid ominotransr..,-,,... boit phoo, phaa, [68,69] 
5 CAPN1 Colpam-1 eotaiyti.c su bunit boit o.ff ·lech phaa, (69] 
6 CARNSl Camo,iru> ,yntha"" 1 boit twohybrid dîrlnt [70] 
7 CCTX:8 Coi1"d-coil domain-œntaining prot<,ln 8 boit o.ff ·lech phaa, (71] 
8 CDK9 Cyclin-d,:,peoo..nt kino"" 9 boi~ hit o.ff '>dt phaa, (72] 
9 CDKN%A CycUn.-0.peDd..nt Klna9" Joblbltor2A/pHA.RF boit offte<:h, pd, phass ph ass, dir in~ ph lnt [ 15,58,73-75] 
lO CE.1'19 c.,ntrœomal proœln ru 19 kDa boit bioid phaa, (76) 
11 CFIR Cy,tic fibrœis tronaa:u,mbrane œnduetonœ œgulator boit o.ff'>ch phaa, (77] 
12 ClSIN1 Colsyntenin-1 boit twohybrid dîrint [70] 
1J DCPS Decopping sœwnB"r "nzytn" boit o.ff'>ch phOBl3 (78] 
14 DYRICIA Dual specilicity "lyrosi:œ-phœphœylation-regulat<!d kàno,e tA boit o.ff'>ch phoa, (79] 
15 EED Embryoni.ctttom,rm del,.,Jopment proœin boit o.ff'>ch ph""" [80] 
16 RlF3I Euka,:yotic translation initiation factor 3 oubunit 1 boit o.ff'>ch ph""" [68,69] 
17 ERG 'lronseriptional œgulator ERG boit pd dîrlnt (81] 
18 ESR1 F.strogen œœptor alpha boit o.ff'>ch ph""" (B2.) 
19 EXOSC9 Exo,om.. compla compoœnt RRP45 boit o.ff '>dt phoa, (83] 
20 E'lH2 H:istoœ-ly..tne N-m<>thyltransJi,ro9e boit o.ff'>ch phaa, (84] 
21 l!AM46A HBV X-tronaoctivaœd gene 11 prot<>in) boit o.ff'>ch phaa, (83] 
22 GNL3 Guanin<> nucleotitù,-binding protei:n-lilœ 3/Nu.cli,œœmin hil o.ff'>ch ph ass, dir in~ ph int (75J 
23 HISTIH2AB H:istoœH2A boit o.ff '>dt phaa, (85] 
24 HISTIH 2BB His tone H2B boit affte<:h, bioid ph""" [85,86] 
25 HISTIH4A HistoneH4 boit o.ff'>ch phaa, [85,Sl] 
26 IFl16 Gsm:ma-int<>tfuron-indurib1" prot<!i:n 16 boit o.ff'>ch ph""" (88] 
27 KBTIID7 klch œpeat and BTB domain-containing proœln 7 boit o.ff'>ch phoa, (69) 
28 KIAA1429 Prot<>in vmliz.er homolog boit o.ff'>ch phoa, (89] 
29 l<PNA1 Import in su bunit alpha-5 (Kaiy oph,:,rin •ubuni t alpha-1) hit o.ff'>ch phoa, (00) 
JO l<PNAS Importin •ubunit alpha-6 (Kaiy oph<>rin subunit alpha-5) hit o.ff'>ch phaa, (00] 
J1 l<PNA6 lmportin subunit alpha-7 (Kaiy oph<>rin subunit alpha-6) hit o.ff'>ch phoa, (00] 
Jl KRAS G1PaseKRas boit o.ff'>ch phoa, (91] 
J3 I.MBR1L Limb d""elopment mi,mbran<> prot<,in 1-like boit o.ff'>ch phaa, (92] 
J4 MAPllCl Dual specilicity mitogen-octivoœd prot<,in kins6" kinss.. 3 boit o.ff'>ch ph""" (91] 
J5 MDC1 Mediator of DNA ~ checkpoint prot.,in 1 boit o.ff ·lech ph""" (93] 
J6 MECP2 Methyl-CpG-bindi:ng prot<>in 2 boit o.ff'>ch ph""" (69] 
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Table2 Cam. 

Il ln.te:r.1.dor Ge:ne lnleractor Nome 
Bal.t an,Vor lnleracflon o..tecflon Jol<!:racflon 1)'pe Refereoœ, 

Hl.t l',{ethod 

:r, MEPCE 7SK snRNA me tnylpho,phate œ ppi.ns enzy me bait aff '>dt ph aaa [72] 
JS MINRlA Melatonin œœptor type 1A bai'! twohybrid dirint [94] 
J9 MTNR1B Melatordn œœptor typ, 1B bait twohybrid dirint [94] 
40 MYC Mye proto-onco8"ne protein boit, hlt afftedt,pd pn 88', dir int [15,95] 
,n NAE1 NEDDS....,flvaflog en,zyme E1 œgulato,y eubuoltJAPP, BP1 l:ùl off teclt, e-nz study pn SB', dir int (4) 
4'Z NMI N-my<>-interactor bait, hlt aff teclt, pd ph SB', dir int (74) 
4:1 NPM Nuci,,opl:tomùn bait, hlt aff teclt, pd pn SB', dir int (96) 
44 NR2C2 Nuclear œœptorsubfamily 2 groupe iœmœr 2 bail aff '>clt phaaa [97) 
45 OBSL1 Obscurin-like protein 1 bail aff '>clt phaaa (71] 
46 OPCML Opi.oid-binding protein/œll adhe,i.on malecull, bail aff '>clt phaaa [69] 
-ri l¾.RP1 Poly-(ADP Rl!bo,eJ polyme.r•oe 1 bait, hlt afftecl:i, pd, enz s tudy ph 88', dir int [2.7) 
48 PHFB IBston.,Jysine œmethyJa... bail aff '>clt phaaa [B3] 
49 PLEKHA4 Peckstrin nomology domain contairdng, family iœmœr 4 bai'! aff '>ch phase [!i8] 
50 YfFlA Poncre•• l ... nscdpflon fac.torl eu!buolt alpha boit, hlt offtecl:i, FRET, two hybrid ph .. ,, dir int, dir int [6] 
51 RNF123 B3 ring ling<>r ubiquitin ligase 123 bai'! aff '>ch phase [99] 
S2 RNF168 El ring linger ll!b lqulUn ug .. e168 bai'! aff '>ch phase (14) 
sa RP2 ProreinX RP2 bail aff '>ch phase [68,69] 
54 RPA R<>pli<alion proteinA bai'! aff '>ch phase (100) 
55 RPL39 6œ ribœomal p,o-.in 1.39 l:ùl aff '>ch phaaa [00] 
56 SIR17 Sirtuin7 bail aff '>clt phass [101] 
57 SMAD9 SMAD family member 9 bai'! twohybrid dirint [102] 

58 SMA.RCE1 
SW\ISNF-œlaled m•.trix-88eoclated actln,-dependenl regulalor of 

bai'! aff '>ch phaaa (54] 
chromafln ,ubtam.lly E member 1/BAF57 

59 SNWl SNW domsin<ontairring protein 1 bai'! aff '>ch phase [103) 

60 SOX6 Tmnscriptlon factorSOX-6 boit, hlt 
enz s tudy, aff teclt, 

dir int, ph ass [12] 
twohybrid 

6:1 SRPK2 SRSF pro'>in kinase 2 bail .,nz,tudy dirint [104] 
62 SUZ12 Polycomb protein SUZ12 bai'! aff '>ch phass [B4) 
63 1EAD2 Transc:ri.plional enhanœr factor 1EIL4 bail aff '>clt phaaa [105] 
64 TRADD Tumor œcrœia factor œœptor type 1-<IBl3ociated DEATicl domsi.n boit, hlt aff '>ch phass [58) 
65 UEIC Ubiquitin-C bait, hlt • ·nz study, off teclt dirint, phase (60,1~10'7) 
66 UBB2D1 Ubiquitin<onjugsting enzyiœ B2 D1 bit pd dirint [4, 12, 60, 1CIS) 
Ill UBB2D2 Ubiquitin<onjugating "nzyiœ B2 Dl bai'! pd dirint (109) 
68 UBE2l.3 Ubiquitin-conjugating enzyme B2 L3 bait, hlt pd dirint [H~,109] 
69 UBE2l.6 Ubiquitin-conjugating enzyme B2 L6 bail aff '>clt phass [91] 
7,0 UBE4B Ubiquitin conjugalion factor E4 B bail pd dirint [4] 
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1 ln.te:r.1.dor Ge:ne 

71 USP7 
71 ŒPU 
73 VCP 
74 VHL 
75 WDR76 
76 XRCC6 

In~mrto:r N;1me 

Ublq • .iHn.ope-clllc,.pepllda,;e 7 
Ubiquitin-•!"'cific p,ptidsse 11 

ValDsin-cxmtaining prol<,in 
vonHippel-Llndau E3 ubiquitin lig:ase 

WD repe 81°conloining protêin 76 
X-r ay repoir œoo>-camplementing protêin 

Table2 CcmJ. 

Ballanqlor 
Hl! 

boi~ hll 
bait 

ooit 
l>aH 
brut 
haît 

[nlem<Hon D<!t...tlon 
Method 

aff te ch, ph ... 
affedt 
affech 
affech 
aff tech 
bioid 

lntera,ctlonTw 

ph8S8 
phaa, 
phaa, 
pha.., 
phaa, 
ph•.., 

14"1"34 

Refe.renœe 

(39,48,110, 111 ] 
[110] 
[112] 
[B3] 
[B5J 
[m l 

Human TRIP12 prote.ln int,.ractora b,_d on B!ogrld data.ba.., (œ<, S,.,tlon Soflwaœ and da.tabo..,. ) snd the lite,ahili,. [nll,.racmni in bold (H = 9)w"œ fW'1'.l:IISr chara<lti>rlzl>d ao lRIP12 
ubiquitiru, ted substmlês. Protelœ used ID captur,, proteln oomplecK ln which TRIP12 WBS i&ntilJ<,d W"11' de6lgna ted a& "ba.it". Hlba are protelno det-,ct.,d only ln th, immunol""ciplratian 
(IP) of the TRJP12 proœln but not ln a vector contro1 IP. Aff tech, affinity techniques, bioid, biotln i<le,nttJlcatlon, dJr in~ dtœct in."'1action, enz •tudy: e=ymatic study, l'RHn fluoresœnœ 
œ , onanœ e"".rgy trarufe~ pd: pulldawn, ph a,,. physkal association ond ph lut phyaical fnteracl. 
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5.1. TRIP12 Protein Interactcrs 

Acroroing to BioGrid :resourœs (see Section Software and databases) and ~he literahl:re, 76 muque 
proteins in!eract with hum.an TRIP12 (fable 2). They were idenlified by dîflerent experirnental. 

approaches 1.1Sing eilher tœse proteins (n = 58), either TRIP12 (n = 7) or bo!h as bait (n = 11), 
Among !hem, eightwe:re furlher classil:ied as TRIPU-ulbîquitînated sulbstra!es (detailed in Section 4.2). 

A STRING protein-protein n1?twork and hmc!ional enridunent analyses (see Section Sofhvare and 
databases) reveals !hat 76% (58 out of 76) are implicated in œüular macromolecule n-etabolic process 
(red drcles), which corresponds to proteins i1wolved in tœ addîng of low molerular mass protein 

units (i.e., ubiquitin) (Figure 5), ln parallel, 42% (32 ou! of76) a:re îmrolved in the posîlive regulat:io!l of 
nucleobase-ront:aining compound metabolîsm (purple cîrcles), whldi corresponds !o œllular proœsses 
!hat activate cheoocal :reactions/patlnvays mvolvîng nuclek acid-:related compounds. Moreover, wecan 
clearly dîstinguish two protein-protein functional dusters mcl uding proteins mvolved in transcriplional. 

œgulation (i.e., PTFla, FZH2, SUZ12, etc.) and in !he ubiquitination/deubîquitinalion system 
(i.e., USP7, VHL, USPll, etc.), However, it îs important to keep in rnind lhat ail the ÎR!eractions of the 
lRIPll wi!h protein partners mîght depend on !he type of œlls, !he stage of differentiation, or !he 
œU cycle phase. Altoge!her, these analyses position TR[P12, via its mterac!ing partners, as a potential 
œntral :regulator of protein stability and genome expression. 

5.2 Roles in Cd) Cyde Progrtssion 

The P53 œpendent-aclivating P14/ARF (P14/A1temative ~adîng Frame also lrnown as CDKN2A 

(Cyclin-Depenœnt Kinase mhi.bitor 2A)) pathway plays a major activating role in œll cycle progression. 
Chen et al. îœntified TRIPl.2 as !he E3 ubîquilin ligase :responsible for !he degradation of ARF 
and renamed it ULF for Ubiquitin ligase for ARF [96}. TRIP12 decreases the s!ability of ARF 
after polyubiquitinalion and degradation by the proteasome. This leads to a proteasome-mediated 
desta:bilization of P53 by the E3 ubîquitîn ligase MDM2 (Mouse Double Minute 2 homolog) and a 

œll cycle progression (Figure 6, left panel). The authors furtœr slwwed the :relationship between 
lRIPl2 and two positive regulators of ARF: the nucleophosmin (NPM), a major componen! of 

nudeoli, and the lranscrî.plion factor c-MYC. 111-ey reported füat NPM sequestra!es ARF in ~he nucleoli, 
isolating it from tlle ubiquitinating action of TRIP12 present only in tœ nucleoplasm (Figure 6, 
left pare!). Then, !hey demonstrated !hat c-MYC enhanœs tœ ARF half-life by destabilîzing !he 
1RIP12/ARF nucleoplasmic complex (Figure 6, right panel). Therefore, the interaction of ARF with 
MDM2 pmvents the ubiqui!inalion-mediated degradationof P53, whicll in tum, induœs a œll cycle 

arœst and apoptosis (114). Latei; the nucleostemîn (also known as Guanine nucleotide-bindîng 
proteîn-lil<i? J) was demonstrated to stabilize the NPM/ARF complex in the nucleoli and to destabilize 

!he TRJP12/ ARF complex in the nucleoplasm to inhîbit ARF degradatîon by TR[PU ubiq_wtination [75).. 
The translocation of TRADD (fNF-R Associated IRath Domain Protein) from. the cytoplasm. to !he 
nudeuswas also shown to protect ARF from degradatîon by inhibitîng ils interaction wi~h TRIP12 [58). 
The participation of TRIP12 in œll cycle progression was assessed in non-canœrous œ lls subject 
!o an oncogenic stress provoked by an ove:rexpression of c-MYC [115]. Paradoxical properties of 

c-MYC oveœxpressîon have been reported in oncogenic proœsses (1161, Indeed, a mild expression 
of c-MYC slimulates œll proliferation, whereas a strong oveœxpression înMbi!s œll prolifera tion by 
activating the A RF/P53 msponse. ln both cases, ARF mRNA levels were induœd. However, the authors 
demonstrate that onl.y a high concentration of c-MYC îs able !o înhibit tœ degradatîon of ARF 

mediated by TRIP12, w llich in turn leads to !he activation of the ARF/P53 patlnvay and œ ll cycle ar:rest 
Moreover, Kajiro et al. generated TRIP12 knock-in mutan! mîœ by homozy go1.1S m.utation în TRIP12 
exon 33 (TRIP12"',.t,,:) disrupting ~œ ubiquitin ligase activity ( . This :resul ted in embryonic lethality at 

!heembryonic stage E11..5. TRIP1 2""•"'1 ES œlls exhibîted a sîgnîfirant decmase of growth rate raused 
by tœ abnonnal Î!lduclion of !he cydin-depenœnt kinase inhibitor Pl!6 and ARF associated to a P53 
protein incœased stability. TRIP12"',.t,,1 ES œlls also display an abnonnal aœumulation in~ and 
sub-Gi phases. These data support füat TRIP12 hmctions in the œ Il cycle control in vivo. 
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J 
Fisuœ 6. Schematic repœoentat:ion of TRIP12, ARF, -and P53 pathway. On the left, 1RIP12 conttols ARF 

and rndlrectly P!il ubiquitlna.tion degradation by proteasorne, while TRIP12 particlpateo ln œll cycle 

progression ,75,9&11 , On the right, ARF is protected from TRlP12 wœn bound to nucleophœmin 

(NPM}'nu.deos1emin (NS) and locallzed ln the nucleolus. Moreover, ln the nucleoplnsm, TRIP12 is 

oequesœred by diffeœntproœlns (ln the presenee ofNS or TRADD and lnhighlevel 0-MYC condition}, 
hlocklhg it,; interaction with A.RF. ARF blnds and inhibits MDM2, whlch lead,, to P53 o,:ctJm ulation 

and œll cycle arrest. 

TR1Pl2 is tighliy irnplicated in the control of œll cycle pro~on. Unlil very I11œnt!y, little was 

knmvn on œll cycle œgulation of TRIP12 expmssion. We showed that the presenœ of TRIP12 in t:he 
nucleus stron gly depends on the phase of the œll cycle. 1he TRIPl.2 protein appears in the m1~us 
in the late S phase and endures du ring the G2 pli.ase (7]. We found that wlûle tightly bouncl to the 
cliromosornes during nûlosis, TRIP12 is rapidly degraded in the early Gi phase and disappears in the 
nucleus in the late G1 and early S phase. We further demonslrated that TR[P12 pbys a role in phase S 
by controlling DNA replicaiion timing. Via its chromal:in-inli?racting IDR, TRIP12. coordinates mîtotk 
entry and progression [7}. The important function ofTRIP12 during mitosis was œînforced by mass 
specl:romelly-based approaches sh.owing that TR1Pl2 is specifkally retaiœd to rnitotic chromatin f 117]. 
With regard to variations lo TRIP12 expression durî1.1g the œll cycle, itwould be important to reconsider 
TRIP12 molerular functions acrording toits presenœ or absence f:rom the nucleus. 

S. 3. Rolts in DNA Damage Re:,1'onse 

5.3.L Via the ARF/P53 Signaling Pathway 

Oncogenic stimuli trigger t!he activation of checkpoînts that delay or prevent tumorigenesis. 
The DNA damage repair (DDR) pathway and ARF protein are two major checkpoints that both 
act by the protein P53. Initially studied independently, the înterconœcHon between these two 
checkpomts in tumorigenesis is gam.ing notoriety. For example, Velimezi et al. disooveœd that the lœy 
DDR kinase AIM negatively regulates the abundanœ .of ARF wîth the implication of TRIP12 {118].. 
In msponse to DNA damage, the kinase ATM aclivates the protein phosphata.se 1 (PPl), which in 
lum, dephosphorylates the nu~olar protein NPM (Figum 7). Thîs clephosphorylalion liberates 
ARP from NPM, rendering ît susceptible to deg:radation via the action ofTRIP12 în the nucleoplasm. 
Chenet al. fu.rther rnported the rontn'bution of TRIP12 in ARF degradation in rnsponse to DNA damage 
induœd by doxorubicin fl15J. The data showed that after DNA damage, the degradation of ARF is 
s!rongly atlirnuated în TRlP12 knockout mouseern.bryonic fibroblasts (MEFs). Another sludy identified 
the serine S15?'7 of TRIP12 {Figuœ 1) as phosph orylated by the kinases ATI.1/ATR,. wlûch suggests 
that posHranslation modifications are possibly critical for a proper implication of TRlP12 in the DDR 
network (45). 
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Figun, 7. Sc:hetru1tic representatian of TIUP12 ln the DNA damage œpai:r (DDR) pathway ln œaporu.e 

to DNA double-stnmd break (DSB) [14,.39,115,1 l S-121].. In œaponse to double-strond breaks (DSB), 
ATM; RNFS, and RNF168 an, recruited on the dntrulge and trlgger the propagation of the ubiquilination 

of H2A and H2AX far from the initial DNA lesions. 1RIP12 controls the nuc,lear pool of RNF168 for 

the ubiqultination of chromatin after DNA diemption, lndeed, 1RIP12 ublqultlnates and induœs the 

de gradation of RNF168 by the proteasome. 1RIP12 controls Ubiquitin--Speclfk- f\aptidoœ 7 (USP7) 
ubiqultinatlon, whlchln tum stabilizes ît 

5 . .3.2. Via the Control of Histone Ubiquitinalion Spmadîng by RNF168 

Histone ubiquitirui!ion plays a crncial role in the mcrnianent of proteins responsible for the 
deteclion and the mpair ofDNA damage. The E3 ubiquitin ligase RNF8 (Ring Finger Protein 8) iniliates 
the ubiquitinatîon of histones H2A and H2AX at fue damaged si.tes (Figure 7) 11191, This priming 
of ubiquilinalion maclion is amplified by anotœr E3 ubiquitin ligase, RNF168. The produœd 
polyubiquitînation (K63 chain) dll!În acts as a platfonn for tœ interaction of repai:r signaling factors, 
sud\ as 53BP1 and the cornplex RAP8q,BRCA1 ~ptor-Assocîated Protein 8Q/Breast Canœr 1) 11.22]. 
lfnot properliy ronl:rolled, RNF168 over-arnplifies the ubiqui.lination signal beyond the DNA bmaJl:age 
on reighboring chrornatin, which CM1 have dmadful consequences, notably by sequest:raling the 
genorne keepers 53BP1 (PS3 Bînding Proteîn 1) and BRCAL 1he retention of 53BP1 and BRCA1 
at a non-drunaged DNA site prevents thei:r recruitment at damaged DNA sites and subsequent 
mpai:r. lt was shown füat TRIP12 and UBR5 are hvo proteins that pœvent tlûs over-amplification 
after tœ DNA damage înduction of double-strand break (DSB) [14!}. In physiological conditions, 
TRIP12 and UBRs control the quantity of RNFl68 required to mstrain histone ubîquitination a:round 
DNA lesions (Figum 7). A depletion of TRIP12 and UBR5 provolœs an accumulation of RNF168 
to supra-physiologîcal Jevels füat amplifies histone ubiquitination beyond the D6B sites. Moreover, 
TRIP12 was demonst:rated as the E3 u!biquitîn ligase implicated in the stalbility of RNF168. 

5..3.3. Via the !Rubiquitinase USP7 

[t is accepted that tœ deubiquitinase USP7 plays a major role in ~he msponse of DNA damage by 
stabilizing the expression of lœy proteins such as PS.3 and RNF168 (120,121]. TIUP12 interacts with 
USP7 and polyubiquitinates (K4!8 chain) it to rnduce its degradalion by the proteasome (Fîgme 7) [39). 
Consequently, the 1RIP12-mediated degradation of USP7 affects the stability of 53BP1 and CHKl 
proteins, which are hvo important œgulators of DDR reguJated by USP7. Importmtliy, as mentîoned 
in Section 3.6, the TRIP12 protein is also slabilized by USP7, suwsting a œlevant interconnected 
feedbackbehveen lhese proteins. Taken together, !hese studies show thatTRIP12 and USP7 mutually 
control their expœssion lewl. ln addition, !hey bofü rngulate the expmssion level of RNFl68, whlch is 
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a key factor in DSB repair. This îndirates that a fine-tuningof ~hese three em.ymes is œrlainly required 
!o ensll.n:! a proper m.anagîng of DNA clam.age repaîr via RNFll68 quantity control. 

5.4 .. The RoJes ofTRIPl 2 in Chroma.tin Renwdeling 

5.4.l. Via !he Control of SWf/SNF Complex ln!egrily 

The level of chromatin compaction participates in hlglùy dynamic proœsses such as transcrîption, 
IJI'l.jA repair, and recombînation. Wh,m the chroma!in is compac!ed, genes are global.ly mmscriptionally 
Îl.1active due, in part, to a low acœss1bility of !he transcriptional machine:ry to promoters (123]. 
The modification of chromatin compaction and consequen tly the modulation of transcriptionaJ activîl:y 
is partiaUy controlled by !he SW:VSNF complex [124}. It is a multi-protein complex consliluted by a dozen 
sub-unîts. The sub-uruts BRGl (hSW[JSNF Braluna-related Gene) and HRM-1 (BRachyu:ry Modifier 1) 
ensure the A TPase catalytic activîl:y, The fundîon of the SW[fSNF corn plex is !o remode I nucleosome 
posilioning by sliding, inse:rting, or ejectmg histone octamers into rnA in anATPase-dependent DlilJUler. 
As such, it controls numerous cellu1ar processes (1251, To reach an optimal efficiency, tre SWI/SNF 
corn plex requiœs tœ presence of BAF pro teins (BRG-1 associated factors), whlch in te:rac! with BRG-l. 
Therefoœ, ~he :œgulation of expression of BAF p:ro!eins by proteasome-depemient deg:radation is 
cm.cial. It was demonstrated !ha! TRIP12 is the main E3 Ulbiquitîn ligase that poiyubîquitinates the free 

œllular pool of BAF57 (aJso known as SMARCEl (SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent 
œgulator of chroma.tin subfamily E member)) by a mecllfil'Ùsm tha! we descn"bed în Section 42. [54]. 
Therefore, TRIP12 appears to be involved în a protein quality control system of the SW:VSNF complex. 
The TRIP12. mediated-degradation of BAF57 couJd affect the loading of SWI/SNF on its target genes 
and consequentiy disturb gene expression. 

5.4.2. Via !he Maîn!enanœ of Sîlenœd Genes by the Polycomb Complex 

Epigenetic modifications of DNA bases p lay a crucial role in the control of gene transcription. 
Most of tœse modifica!iol'IS were fîrst identified in prokaryotes and then in higher et1karyotes. 
The methylation of the nitrogen atom in position 6 of an adenine (6JnA) is the most fœquent 
modîficalion in prokaryotes. This modification was reœntly descn"bed în euka:ryotes and particula:rly 
in verteb:ra!es [12.6). In mammals, the methy ltransfe:rase METTIA4 (Methylt:ransferase Llke 4) and 
!he dioxygenase ALKBH4 (ALKB Homolog 4, Lysine Deil\ethyl.ase) are resporu!ible for the deposît 
and !he suppression of !he 6mA on DNA, :œspectively (53]. In mammals, the 6IRA is associated 
wîth epi~netic œpœssive marks such as the mono-ubiquitinalîon on tre Kl19 of histone H2A (1<119 
Ub-H2A) and the trimethylation on K27 of histone H3 (JC77me~H3). These repœssiw marks are l1Sed 
for silencîng promoters during !he stem œlls differen!ialîon and embryonic developrrumt. They aœ 
maînly added on !he chromatin by !he Polycomb Repœssive Complexes (PRCl and PRC2) 1(127,128). 
These hvo marks are reversible. The Kl 19 Ub-H2A îs œmoved by the deubiquilînase complex PR-DlJB 
(Polycomb Repressive-Deubiquilînase comp!ex) formed by the proteinsASX:Ll (AdditionaJ Sex Combs 
like 1) and BAPl (BRACl Associated Protein 1) [12.9]. The BAPl protein bea:rs !he deubiquilînase 
activity, and itis stabili2ed by ASXl.1 jl30}. Mass spectrometry based-proteomic analyzes identilied the 
p:rotein-p:ro!ein interaction between l'RIP12 and major compon,mts of PRCs such as SUZ12 (Poly comb 
protein SUZ12.), EZH2. (Histone-lysine N-methylt:ransferase) [M]I and EED (Embryonic Ec!odefil\ 
D?velopment protein) (80) butwith no mechanistic findings. A œcent sl:udiy cha:racteriz.ed the role of 
6mA depos:it and !he Ïil\plicalionof the E3 ubîqmtin ligase TRIP12 in the maintenance of the repressive 
marks added by the Polycomb complex 1(53). The addition of 6mA on PRC1/PRC2-inactivated genes 
leads to !he recruîl:rnent of the PR-DUB cmnplex. This :œcru.itinent on the chrmnatin leads to !he 
degradation of the complex by TRIP12-mediated polyubiquitinationofASXU (discussed in Section 4.2. ) 
and preserves tre level of K119 Ub-H2A .. A homozygous deletion of !he MEI'TI.A ~ne in a murine 
mode! înduces a decrease of 6mA deposî! and provokes a craniofacial dysmorphism in a subset 
of pups. InteresHngliy, de novo nonsense mutations of the ASXLI ~ne were identined în patients 
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witll Bohring-Opîtz syndrome who display facia l dysmorphisrn [131). Jn humans, mutations of the 

TRIP12 gene are also associated !o cranîofacial dysmorphism (detailed in Section 6.1). Therefoœ, 
we can sperula!e that an inactivation of TRIP12 could provoke an accumulation of ASXLl and a 
s!abilîzation of the PR-DUB complex that would sutsequen!ly alter the expression .of genes implicaled 
in facial development 

5. 5. Roles in Cdl Differen.tiation 

Di.&rent studies have proven the strong învoiveinenl of TRIP12 in the œll diffeœntîalîon. 
Di&œntiation is the proœss by w lùch divîding œUs cliange theîr functional or phenotypica] type. 
Il involves the coordinated regulation of genes by a multitude of cellular pathways. The nrst study 
showing the participation of TRIPl.2 in stem œ Us and œgeneralion mechanisms was performed in the 
freshwa!er plaruirian Sclimidtea meditm-anea 1[132]. Sclimidtea meditm-anea îs a mode! for regereration, 
stem œlls, and the developmenl of tissues. This worm is able to œplaœ œll Joss during normal 
œUular tumover or lissœ Joss lhrough the œgeneralive c:apacity of adult stem œUs called neoblasts. 
The aul:hors demonstrated l:hat 11 genes of HECT E3 ubiquitîn ligases weœ expressed in neoblasts. 
Using RNA interferenœ (RNAi), the authors shmved that the TRIP12 or!hologue also known as 
"smedLTRIP12" is essentw for the establishment and the maintenance of posterior tissues. 

TRIP12 displays another important function in the control in muscle fi!ber ho1reostasis. An et al. 
showed l:hat the transcription factor SOX6 (SRY-Box Transcription Factor 6) is a tru-get of TR1Pl2 
in mammals. SOX6 is involved in muscle hl,er homeostasis by the transcriptional repression of 
"slow switch muscle fiber" genes in fetal miœ fl33J. Jirey sh owed l:hat a TRIP12 knockdmvn in 
myotubes-derived œll Jines leads to an incœase of SOX6 protein levels and œsults in a dysœgulation 
of muscle liber hotneostasis. TRIP12 binds to SOX6 prote in, ind ucing its polyubiquilînatîon and its 
degra.da tion by l:he proteaso1re (12]. 

TRIPl.2 is also împlicated in the homeostasis of pancœatic epithelial œlls. We demonstrated lhat 
TRIP12 polyubiquitinates and provokes the degradation of the transcription factor PIFla (Pancreas 
Transcription Factor la) by the pro!easome (6]'. P'IFla is a transcription factor that controls the 
expœssion of pancreatic acinlll' specific genes such as amylase and chymotrypsin genes. This factor 
is essentîal in pancrea!ic development and pancœatic œll homeostasis by Rtaintainîng the acinar 
phenotype. Theexpœssion of PTFla is los! durmg acinar to ductal œlls lransdiffuœntiation 1[133,134), 
PTFla is also requ:ired for the specificalion of înMbitory neurons in varîous œgions of l:he developing 
central nervous system including the spinal cord, brainstem, œrebellum, and :œtina (135-137]. Thus, it is 
possible that TIUP12 œgulates neuronal specilicatîon via PTFla degradation. 

6. TR1P12 in Pathologies 

6.1. Alterations ofTRIP12 Genein Autism and Intdlectual Disability 

TRIPI2 (OMJM 6041506 (Online Mendelian Inheritanœ in Man) (see Section Softwaœ and 
databases)) is a neurodevelopmenlal disorder (NDD)-associated geœ. Severa! publications allowed its 
identification as a primary gene for lntellecrual Disability (ID), which is the rnost common developmenlal 
disorder a&cling l-3% of !:h.e workl' s population. Mos! IDs aœ monogerûcwîlh 1,396 genes causing 
ID 1 3 . The TRIP12 gene is referenced as a causative gene associated wil:h C!Mk-Baraitser syndrome 
(ClABARS; OMIM617752), fonrerly autosomaJLdomînant mental œtardation-49 (MRDt9) in the OMIM 
database. Although origmaDy thought to be anX-linked dîsorder (139i Oarl:-Barailser syndrome was 
shown to have an a utosomal dominant mode of inheritanœ (140). In addition to 1rental relardation, 
craniofaciaJ dysmorphism, beha.vîoral psychiatrie marûfestatîons, and obesity aœ the main dinical 
featuœs of ~he syn drome. ClABARS is caused by t-eterozygous mutation in l:he TRIP12 gene. 

The first indication of a putative role of !he TRIP12 gene in 1D was ~he :œport of a large înterstitial 
"'5.6-Mb de le!ion on the long arm of chromosome 2 (2q36. 2q36.3) in a 17-year-old girl. Twenty-four 
genes we:œ located in the deleled fragment where TRIP12 was disrupted. The phenotype included 
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sevem mental retardalion, facial dysmorphism, and mulliple renal cysts [141 ]. The identification 

ofTRIP12 among 10 new ID genes was later accomplished by meta-analysis of large-scale exome 
sequencing data of a rombined cohort including 2104 patient-pamnt trios [14'2] where two dîffenmt de 
novo heterozygous mutations in the TRIPI2 gene were îdentüied în l:\vo UI1n?lated patients. 

Of imporlanœ, several de novo mutations (DNM) of the TRIP12 gene were assodated with a 
broader phenotype than ID in line wi~h the overlap of genes and pathways invo!ved in NDDs. Mutual 

comorbîditîes of ID and Autîsm Spectru.rn Disorder (ASD) also raised the queslion ofwhether TRIP12 
can be validated as a gene associated with ASD. Resequencing sixty-four ASD risk genes in two 
A SD cohorts new ly idenlified mutations in the TRIP12 gene, thus proposing that it could be a nove 1 
candidate &l'ne for clinicat follow-up [1!43,144). Recent detailed cliniœl information characterizing the 
phenotype of 11 individuaJs wî!h rnîld to moderate ID or leaming dîsabilil:y fuial ly demons!rated that 

TRIP12 îs a risk gene for IDwith (&'H) or without ASD [10).. However, there îs no oormlation for the 
pmsenœ or absenœ of autîstic fea!ums wît:h the !y pe of mutations in !hîs study, Other typiœl dinîcal 
features of the TRIP12-associated spectrum such as unspeci6c cranîolacial dysmorphism, speech delay, 
and seizureswere mpom>d in anot:her cohort of nine pathogenkvarian!s !hat further docurnented that 
TRI P12 haploinsufficiency ca1:1Ses childhoodLonset neurodeveloprnental dîsorders (145) , Reœnt exome 
sequenCÎJlg of Japanese trios and integralive analysis conducted by combinîng published DNM data 
identîfy TRIP12 am.ong 61 signîfican t genes for ASD and suggest tha t it îs a genuine dîsease-causative 
gene [M6J. The Trip12 gene îs a high confidence gene for autîsm in the SFARI GENE database (see 
Section Softwam and databases). 

Pathogenic TRIP12 varîants are now documen!ed in gene variant databases related to human 
healt:h LOVD (Leiden Open Variation Database (see Section Software and databases)) and Clin Var 
(Clinicat Variation (see Section Soft\vam and da!abases)) and can be also found in ID/aulism websites. 
According to !he LOVO, most pa!hogenic variants (87%) have DNA changes in ooding mgions, 8% în 
spliœd reg-ions, 5% în mulliple regîons. These <~hanges am sllbslitutions (53%), deletions (29%), 

duplications (13%), and 5% of these variants have slill unknown modifications. Consequences al: the 
protein level include stop changes (32% of variants) and frame slùfts (26%) generatîng premature 

!ermmatîon, nùssense ch.aJl6es (18%), no proteîn production (8%), or unknown (16%). Selected variants 
are plaœd on the TRIP12 protein sequenœ acoording to the lranscriptvariant3, NM_004238.3 (Figure 8). 

p,113:!!T., p.Flll14lor p,0991Tor p,S11"9lor p,f1~1$lo p,Q1916T., 

p.AlotOn Gluf< Tor 

figuœ 8, Schematic illustrotionofpublished TRIP12 gene mutntionsinintellectualdi&orders, Mutations 

in blue aœ misaense, mutations in orange are nonœnse, mutat:kms in black are frameshlft Muto.tioru; in 
g,,,.en are located ln apliœ donor sile6, Fl'om [10,142- 14 _. 

Analy sîs was performed to îdenlify protein/protein interaction netw orks and signaling pathways 
associated wîth a set of autism and ID genes. These fœquently implicate neuronal signalmg and 
development, chromatîn mmodeling, transcriplional regulatîon, mRNA splicîng, ion transport, 
œU cycle, and microtubule cytoskeleton. They converge on neuronal and cognîlive functions such as 
!he regulatîon of synaptîc transmission, learning, and memory [146----148}. To date, only oœ pilot study 

in Drosoplrila 111t1anogaster investîgated ~he role ofTRIP12 using înduci.ble RNA interfemnce. This study 
mpom>d no significant change in behavioral assay afl:er TRIP12 knock-down, suggestîng no role in the 

development of the œrvous system 1[148). Given tlle important function for protein deg:radatîon in 
the nervous system, the synaptic plaslicity, and the maintenance of neuronal structures, one might 
speculate lhatTRIP12 regulates the synaplic proteome, However, physiologîcal roles ofTRJP12 suggest 



 
207 

Tnl. , . Md. Sei. 2020, 21, 8515 21 of34 

its potenticl contribution to ot:her essentîal pathways that a:œ deregulated in ID pathologies. Therefore, 

addition.al functîonal analysis using relevant models is neœssary to conclu.de a causal association 
bet:ween TRIP12 gene variants and these diseases. 

6.2 AJterations ofTRIP12 Gene, mRNA and Protein Expression, andFrmction in Cancers 

6.2.1. Altera!ion of TRIP12 Gene in Canœrs 

Tlhe cBioPortal dataibase (see Section Software and databases) provides the INquency of CNA 

(Copy Nwnber Alteration) appearanœ in TRIP12 gene in cancers (149,150]. It indudes mutations, 
fusions, amplifications, deep deletions, and multiple alterations (Figum 9). On average, the TRIP12 
gene is altemd in 1.84% of cancer patients (over 27,235 patients). This rate remains relatively weak 
compared lo other genes, for instanœ, TP53 (39.8%). TRIP12 gene altera!ion fmquency varies hmn 
lll .7% in endorn.elrial carcinoma to 1.06% in glioblastoma patien!s. Up to now, 463 mutations have 
been located in the hum.an TRIP12 gene (Figure 10). These puncrual alterations do no! acrumula!e 
in hot spo!s bu! ratrer spmad ail along the protein sequenœ. Arnong them, 323 were classified 
as missense, 120 were classified as truncating mutation, and one arises from nucleotides insertion 
w ithout an open reading frameslûft Additiona1ly, 20 altera!ions msult from a fusion beh.veen the 
TRIP12 gene and other genes sud:t as PIDl (PTB-containing. cuJbilin and LRPl-inte:racting protein) 

or KIFlA (Kinesin-lilœ protein). However, a nonsense mutation is :retrieved 10 tures a t the :resîd11e S1195 
generating a tmncated protein: ~ tîmes în colon canœr, two limes in uterine canœ:r, and onœ în lung 
and breast cancer. The maîn issue mgarding TRIP12 gene alterations and in particular poin! rn utalions 
is whel'her lhese mutations play a causal role in canœr initiation or progression ("driver" rn.u!ations) or 

iHrey only randornly appearduring canœrestablishmentas a consequenœ of, forins!anœ, DNA :repair 
failure ("passenger" mutations). 
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Fisuœ 9. Cop}' number alœratioru (ŒA) and mutations of the TRIP12 gene in human cancers în 

cBioPortal (aee Section Software and databaees) obtalned from 176 non-redunda.nt etudies containlng 
morethanlOOcaseswithbothmtrt-..tionsa.ndCNA data(Z7,.235patientsand2S,253 samples). Onlycanœr 

l}'pe• with more than 1 % of alœred cases aœ œpœsenœd. 

Only six publications have reported al!e:ra!ions in ~he TRIP12 gene in canœrs. Frarneshift 
muta.tions of genes containingmononucleotide repeats are k.aturesof gastric and colorecl:al. carcinomas 

wîth microsate llî!e instaJbilîty (MSI). The TRIP12 gene con!ains :repetîtions of seven adenines in exon 
3 and seven füymidines in exon 24. In a cohort of 27 gastric and 32 colorectal cancer samples, 

Yoo et al. identifîed an adenine rnsertion in the exon 3-adenîne :repetition in one case of gastric canœr 
and a thymidine dele!ion in the exon 24-thymidine repetition in one case of colomctal canœr [151]. 
These frames lùft mutations predict ~he formation of a truncated TR.IP12 protein with no catal.y!ic 
actîvity. Unfortunately, the au!hors did not investigate the functional consequenœs of t:his insertion. 
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Another study aimîng to identify the genetic loci witll an elevated risk of breast cancer related to 

menopausal hormone therapy (MHl) in post-menopausal women showed a strong linkage between a 
Single Nucleotide Polymorphism (SNP) locaied in the exon 1-2 i.nl:roruc region of the TRIP12 gene and 
MHT [152). However, they were not sucœssful in replicating TRIP12 SNP X MHT interaction in an 
irtdependent cohort Corresponding analyses of public data of globa1 RNA expœssion were obtamed 
from 12 lung adenocarcirtomas and six oontrols to identify mu taled genes wîth high-freqœncy-risk 

expression 53]. They identîfied the TRIP12 gene as the most frequen!ly mu!ated (missense mutation 
on exon 16) (nine cases ou! of 12), A reœnt study reported somalie mutations of the TRIP12 gene 
irt l:hree out 20 cases of HPV-positive anal squarnous œll carcinorna (HPV-ASCC) []54!)1. A missense 
mutation, a frameshlftinternal deletîon, and a nonsense mu!al:ion were identified onexons3, 17, and 33, 
œspective !y. However, the functîonal consequences of ~hese mutations were not further investigated. 

A RNA-seq analysis of 139 patients wîth pedîatric Arute Myeloid Leukernia (AML) œvealed the 
existenœ in one pal:ien! of a new gene reammgement leading to the fusion between îRIPtl and NPM 
(nudeophosmm) proteins (155) . Although the properties of this new fusion proiein weœ not furtiier 
s!udied, ~he authors suggest tllat the TRIP112-NPM proiein may inlu1iit the function of ARF. TRIP12 
somatic mutations at splîœ sites wem identifi.ed in pancreatic canœr recurrenœ of two patients but not 
irt matched originaDy œsec!ed primary !umor and were qualified as subdonal mutations jl56}. 

• h1rotni6 (r....,, 

Figun, 11l Schematic repre!l!nta.tion of mutations on the TRIP12 geœ in human œnœn; in cBioPorta.l 
(,ee Section Soflware and databa!l!s) obta.ined from V6 non...edundant studies containing moœ !han 

100 c...,swlth both mutations and CNA data (27,235 patients and28,253 srunples). Muta.tion dlagram 
drdes aœ caloœd 1''Îth œspect to the corœsponding mutation types indicated in the legend. lh œse of 

dif:ti,rent muta.tian types at a single position, the c.olor of the circle is· determlned with respect to the 

most fnaquent mutation type. Truncating mutations lru:lude nonsense, nonstop, frameshift deletian, 
fr,ureshiftiruertion, and spliœ site. lnframe mutations include lnframe deleticm and inframe in!l!rtian. 

A!togefüer, these studies suggest that although the TRIP12 gene is found mutated in various 
type of tumors at variable frequencies, 11.ie functional consequences of these mutations irt canœr 
developmentmrnain largely unidentîfied. Possible applications lo detect u~se mutations as diagnostic, 

prognostic, or predictive still remain to be demonstrated. 

6.2.2. Aliera!ion of TRIP12 mRNA Expression in Cancers 

If we iefer to the Gepia2 database (see Section Software and databases), the TRIP12 mRNA 
level oompru:ed to nonnal oorresponding tissues varies depending on the type of cancer. Indeed, 

among 27 dillerent types of cancer, the down-regulation of TRI Pl 2 mRNA îs found in 12 cancer types 
c:mnpru:ed to nonnal cormspondîng tissues but reached a stal:istical importance only in !es!i.cular 
genn cell tumors. In contrast, an overexpression of TRIP12 mRNA is found in 15 types of canœr 
with a statistica1 significanœ for lymphoid neoplasm diffuse large B-cell lymphoina, thymoma and 
pancrealîc adenorarc:inoma (Figuie n ). Of note, the TRIP12 mRNA level is decreased in l:urnor types 

forwhich TRIP12 mRNA is eleva!ed in norrna1 cormsponding tissue, and inversely, i! is up-regulated 
irt tumors for whlch the TRTP12 mRNA level is low in corœsponding normal tissues (î .. e., pancreatic 

aderux:arcinorna). However, the m.eclmùsms msponsible for the alteration of TRIP12 mRNA in tumor 
sarnples rernain largely unlnown In œrtain types of cancer; a hlgh level ofTRIP12 mRNA îs associaied 
with a shorter disease-free survival (i.e., bladder urothelial carcinoma, pancreatic adenocarcinoma), 
which suggests that the TRIP12 mRNA level could be a useful prognos!ic mar~r. Additionally, 
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RNA-seq analysis of PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cel!s) obtaiœd frorn a 47-year-old f@male 

patient wîth Acute Myeloid Leukemia (AML) with complete remission befoœ and alter induction 
therapy (fludarabine, cytarabine, and G-CSF (FLAG) protocol) reveak!d, among others, an exon 3 
skipping in the TRIP12 gene i[15 1. The authors daim that the al!Pmative splici.ng of TRIP12 mRNA 
muid inhîbit the 1RIP12-mediated degradation of ARF, leading to an adivation of the ARl1/P53 
signaling pathway and an mduction of apop!osis of œll with aberrant growth. Tlùs proœss could 
rnntn"bute to t!'e remission. 

J 1 .... 

·r ltl 
1 / 

Figun, U TRIP12 mRNA expn,s,;iatt level ln 2.7 dJffeœnt types of cahœr ndapled from Gepla.2 weœite 
(see Section Software nnd dambases). Only tumor/normal tissue matched pairs with more than 25 

caseswere considered. Each dot œpœsents a normal (gœen) or" tumor (œd) =pie. The horizontal 

black bar œpresents the mean. The TRIP12 mRNA level was obtained bj• RNA--seq and expressed 
as trmscripts per million (TPM) . Gmœr type• ln whkh TRIPl 2 mRNA is statistkelly diffieœnttolly 

expœssed (ANOVA test wlth a qvalue < 0.01) are Irull'kiad by an asterisk. 

6.2.3. Alte rations ofTRIP12 Proteîn Expmssîon in Canœrs and Consequenœs 

Available data on TRIP12 proteiu expression în canœr aœ mud, Jess abundant than those 
descn"bing TR1Pl2 mRNA levels. 1he Hurnan ProteînAtlas indicate.s a heterogeneous expmssion of 
TRIP12 dependîng on canœr type with a high TRIP12 frequency in head--and•nec.k canœr, testis cancer, 
and glioma patients. Only a few molecular events leading to alterations of TRIP12 proteîn expression 
are known. For înstanœ, Cai et al. demonstrated an overexpœssion of the deubiquitinase USP7 in 
hepatoœllular carcinorna (HCC) tissues ihatis corœlated with poor prognœis [47]. They showed that 
USP7 is requiœd for the prolHeration of HCC-derived cell liœs. Mechanîstîcally, the study reveals 
that USP7 oveœxpression stabilizes the TRIP12 proteîn, whîch in tum ubiquitînates and degrades 
ARF to promoœ HCC-œ rived œU prolîferation. Inteœstingly, they established that the expressions of 
TRil'12 andfor USP7 aœ mdependent prognosis markers ofHCC Helicabaderpylœi (H. pylori) îs one 
of the rnost rommon human pathogens. This bacterium is œoognized as the strongest identified risk 
factor for gastric malignanœs. Horvatet al. demonstrated that inRction by H. pyJori of gastric canœr 
derived-œll lines induces TRIP12 proteinexpœssion through the împlication of the virulence factor 
C.agA (Cytotoxin-Assodated Gene A) by a still unknown mechanîsm [15SJ. TRIP12oveœxpressîon 
was observed in human g.astric mucosa infected wîthH. pylori. 11,e consequence ofTRIP12-iru:luœd 
expression îs a polyubiquitination-mediaœd degradation of ARF that leads to an inhibition of autophagy 
in gastric œlls. Patients with human papillomavirus (HPV}-positive head and neck squamous ceil 
aucinoma (HNSCq have a betœr response to radiotherapy and higher overaU smvival rate than 
ihosewith HPV-negatîve HNSCC. Indeed, HPV mfectîon leads to P16 oveœxpmssion, which in tum 
provokes l1' destabilization of the TRIP12 protein by an unknown mechanism (1 59]. As TRIP12 is 
a DDR regulator (detaîlocl i.n Section 5.3.), the down-œgulation of TRIP12 sensîtizes HPV-positive 
HNSCC to radîotherapy. likewîse, in 18 HPV-posîtive HNSCC patients, the overexpœssion of TRIP12 
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is assodated with a poor S1JrvivaJ rate. These resultsweœ confirmed reœntly by the sarne group 1160). 

Reœntly, Gatti et al. identified th.at the TRil'l2 protein level could provide a useful marker for PARP 
inhibitors (PAR.Pi) sensitivity 12' . Indeed, œsponses to this therapy are promîsing, but pœdictîons 
based on PARPl gene expœssion abundanœ and/or activity are not acrurate enough. TRJP12 limits 
PARPl presenœ at the chromatin by polyubîquitinating it and, as a consequenœ, it decœases the 
efficiency of PARPl trapping by PA RPi. Of importanœ, the TRIPl2 protein lev el is negatively correlated 

with PAR.Pl prote in abundanœ in two cohorts of breas! and ovarian cancer patients. 
Y-k described in 5?ction 5. 2 !ile es senti al role of A RF in the activation of the P53 pathway and its 

degrada!ion Inediated by TRJP12 We also described how the nucleophosmin (NPM) protects ARF 
from TRIP12-mediated degradation by sequesl:rating it into the n udeoli [15). The NPM gene is mutated 
in one-third of Arute myeloid leukemia (AML), which provolœs the translocation of NPM protein mto 

!he cy toplasm and the loss of its capacity to maintain ARF localization in the nudeol us [96J. Combined 
wit:h an overexpœssion of TRIP12, a frequent loss of NPM nucleolar localiza tion strongly impedes the 

activation of the ARF/P53 pathway in AML-derived œ lls and favors their proliferation. 

7. Conclusions and Perspective~ 

ln Ulis œview, we provide a synthesis of the diffeœnt knowtedge on the E3 ubiquitinligase TR[P12. 
First descri.bed as a thyroid hormone reœptor i.n!eracting protei.n, it appears füat the TRIP12 protei.n 
dîsplays several! important functions in essenti.al cellular proœsses such as œll cycle progmssion, 
DNA damage repair, duo matin remodeling, and cell dilleren nation. All:hough the number of studies 
œlated to this E3 11bîq1.1itin ligase is constantly growing, numerous aspects of its regula!ion and 

functions in physîology and pathologies aœ not entiœly cle.u: 
High"!hroughput sequenci.ng analyses have detenniœd the lev el of expression of TRIP12 mRNA 

in a myriad of healthy and pa~hologîcal hmnan tissues sud, as canœrs. However, ~he molecular 
mechanisms t:hat regulate the production and the stabil.ity otTRIP12 mRNA rernain largely unlmown. 

The sarne observation can be made for the post-translational regulation of lRIP12. Indeed, 
mass spectrometry approaches identîfied numerous post-translationally modified residues in TR[Pl2. 
Unfortuna!ely, none of d--em have been linked to biological nmctions, even if thœe p hosphorylation sites 

aœ attribu!ed !o specilic kinases învolved in œll cycle (CDK1) and DNA damage œsponse (ATR/ATM, 
CHK1). Y-k can speculate that these phosphorylated œsidues modify the protein-interacting properties 
or the ubîquitin ligase capacity of TRIP12, which în tum participates in cell cycle control and DDR 
We could also envisage the possibilîty that TRJP12 phosphorylated residues œsult hom the activity of 

kinases împlicated in other signaling pat:hways (ie., MAP kinases, Pl3 kinases). The developmen t of 
antibodîes specific to TR[Pl2-phosphoryla!ed œsidues is crucial !o decipher the biologîcal consequenœs 
of these post-transla!ional modifications. Lîkewise, the identification of the ubîquiti.n ligase(s) 
œsponsible for the ubiquitinated residues of TRIP12 would certaînly help to better percelve the 
œgulation of tl--e TRIP12 protei.n during the œll cycle. The anapha9e--promotîng complex/cyclosome 

(APOQ system ubîquiti.na!es several œ ll cycle--regul.a!ed protei.ns early al'ter rnitosîs (i.e., CYCLIN 
A and B), thereby medîating degradation by the proteasome. TRIP12 possesses putative KEN box 
(aa 1496---1570/UniProt sourœ) and Destruction boxes (aa 859---867 and aa 1546---1554/EIM œsource) 
specifically œcogi.med by the APC/C, system making this degradation system a legitimate candidate 
for the control of TRIP12 stability. To confinn these Inulti ple hypotheses, a compMe and exhaustive 

i.nteractome/substra!ome of TR[P12 i.s required, lœeping in mind tha! due toits ubiquitous expœssîon, 
the interactome of TRIP12 will possibly vary depending on the ceU type. 'iNe can logically expect 
other important cellular functîons for ~his E3 ubiqui!i.n ligase depending on the ceU type or the 
œUular context. 

This review raises questions, one of wtûch is whe~her îRIP12 is an appropriate therapeutic target 
ln the case of ranœrs in whicli. TRIP12 is overexpressed (i.e., pancreatic ranœr) and gi.ven its role in the 
rnain!enanœ of a low level of 1'53 mediated by ARF degradation, it seems logicaJ that the inhibition of 

TRIP12 could be a promising therapeutic stra!egy. The inhibition ofTRIP12 ubiquitin ligase activity or 



 
211 

Tnl. , . Md. Sei. 2020, 21, 8515 25 of34 

its interaclion wi~h protein partners rnight cmrnteract the proliferalion rate of cancer cells or sensîtize 
them to chemotherapies (by affectîng DNA damages œpair induœd by chemotherapîes). To !his 
pmpose, the crystallization of the enti.œ TRJP12 proteîn îs a preœquisite to obtaîn the 3D structure 
of the proteîn to facilitate the screening and/or the design of specific inhibîtors. PROTACs that are 
bîfunctiorutl molecuk.s made up of an E3 ubîquitin ligase and a target protein conneC'led via a li.nler 
oould also be used to targetTRIP12 

In pa!hological contexts where the TRJP12 gene is mutated or truncated (nurnerous types of 
cancer and întellectual disorders), we do not yet understand whether the TRIP12 protein is îndeed 
expœssed or if ~he rnRNA is degraded. If expressed, ~he functional consequences of mutated and 
l:runcated fonns ofTRIP12 in ~hese pathologies are slill unknown. We can only speculate that mutant 
proteins would act as dominant negatîve protelns, leadi:ng to an alteration of genmne e>:pressîon. 
The development of muri.ne t:ransgenîc models e>:pressing Trip12 mutated fonns could address these 
issues. Moœover, several trunrating mutalions identîfied in cancers and IDs theoœtically lead to TR[P12 
proteins lacking the HECT catalytic domain or protein-protein interacting dornains (WWE/ARM). 
Theœfore, thera peutic strategies inhibiling its cataly tic aclivîl:y or proteîn interaction might be useless 
or, even worse, deleterious for the patients. 

To conclude, the TRIP12 protein is emerging as an important protein in several essential cellular 
proœsses as well as in pa~hol:ogical altera tions. Unoovering the function of TR[Pl2 offers a glimpse for 
potential exciting therapeutk strategïes. Howeve:r, nurnerous aspects of its regulations and functions 
need to be bet:ter descnbed prior to its application ln lherapeutic objeclives. 

8. Software and Data Base.s 

BioGrid: The Biological General Repository for Interaction Datasets (BioGrid) is an open aooess 
database tha t houses genelic and prote in interactions ru:ra ted from the prirnary biomedical literatuœ 
for ail major mode l organism species and humans (https://lhebiogrid.oref). 

cBioPortal: The cBio Cancer Genomics Portal is an operracœss resourœ for the interactive 
exploration of multîdîmensîonal cancer genomics datasets, currently providing acœss to data frora 
more than. 5000 tumor samples from 20 cancer stuclies (www.cbîoportal.org) . 

Clin Var: Clin Var is a piœblic database of variant înterpœtalions that has steadîly grown to be corne 
the largest publicly available genetîc variant database and provides anever-growi:ng resourœ to study 
@Pllotype---phenotype correlations (https://www. ncbî. nlm. nîh. gov/ clinvar/) . 

COBALT: The oonstraint-based Multiple Alignment Tool is a multiple sequence alignment tool 
that finds a collection of paînvîse con straînts derived from oonserved domain database, protei:n 
motif database, and sequenœ sirnilarity, usîng RPS-BLAST, BLASTP; and PHHHAST. Tuen., pai.nvîse 
amstraints aœ incorporated into a progressive multiple alignment (www. ncbî. nlm. nih.gov/ tools/cobalif 
oobaltcgi). 

EMBOSS matcher: EMBOSS Matcher îdentifies local similarities in two input sequenœs using a 
rigorous algorithm based on Bill Pearson' s lalign application (www.ebi. ac.uk). 

EIM: The Eukaryolic Llnear Motifœsource is a computation.al biology resourœ for iiwestigating 
short linear motifs (SLlMs) in eukmyotic proteins. lt is curœntly lhe largest: collection of linear motif 
classes wîth annotated and experimrntally validated lînear motif instances (http://elm.eu.orgl) . 

Ge.nome browse,r: A genotne browser is a graplûcal interface for the display of information l!rom 
a biological database for genomlc data (www.genome.ucsc.edu). 

Gepia2: The Gene Expression Profi:ling Interactive Analysis 2 web server ls a valuable and highly 
cited œsourœ for gene expression analy sis based on tumor and nonnal samples frorn the TCGA and 
the GŒx datalbases (l,ttp://gepia2.cancer-pkucn). 

Human Protein Atlas.: The Hwnan Protein Atlas is a prograrn with the aim t:o map a[] lhe human 
proteins in cells, tissues, and organs using an integ.ration of various ornics teclmologies, includîng 
antlbody-based imaging, mass spectrometry-based proteomics, transcriptomics, and systems biology 
(www.proteinatlas.org). 
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IDEAL: IntrinsicaJly Dîsordered proteins with Extensive Annotations and Llterature is a collection 

of knowl:edge onexperimentallyverified intrinsically disordeœd proteins, IDEAL contains manual 
annotations by cu.rators on intrinsîcally disordeœd regions, interaction regions !o o ther molecules, 
posHranslational modification sites, œfeœnœs, and structural domain assignmenls (www.ideal-db.org). 

lnlezPro&an: InterProScar1 is a tool that scans given protein sequenœs agains! the proteîn 
signatuœs of the InterPro member databases, rurœntly- PROSITE, PRINTS, Pfam, ProDom, 

and SMART (Mtps://www·,ebi ac. u.1.-,linterprqf), 
IUPred: Intrinsically \IJ\structuœd)'disordeœd proteins have no singte well-defined !ertwy 

s!rucl:ure in their native, functional state. 'Dhls server recognizes sudl regions from tlle amino acid 
sequenoe based on the estirnated painvise energy content (https://iupred.el!e.hu/). 

LOVO: The Leiden Variation Da!abase is a free, flexibleweb-based open smrroe database developed 

in the Leîden Unîveraity Medical C-enter în the Nel:hedands, w hlch. is designed to collect and display 
variants in the DNA sequenœ. The locus of an LOVDis usually the combînation between a gene and a 

tlf!lletic (heritable) disease (ilttps://www.lovd nl)') . 
OMIM: Onl.ine Mendelian Inhe,ritanœ in Man is a cornprehensive, authoritative compendium 

of h.uman genes and &?œtic phenotypes that is fnlely available and updated daily (h!tps://wwwomim.mgl). 
PhosphoSilePl.us®: PhœphoSiteP!us® provides comprehensive information ar1d tools for the 

s!udy of pro!ein posHransla!ional modifications (PTMs) including phosphorylation, aoetylation, 

and more (https://phosphosite.orgl) . 
SFARI GENE: SFARI GENE is an evolving database for the autism œsearch comrnunity that is 

œnteœd on genes implicated in autisrn susœptîbility (https://gene.sfariory ). 
STRING: Search Tool for the Retrieval of lnteracting Gene!ifProteins is a biological database and 

web resourœ of known and predicted protem-protein interactions. The STRING da!abase contains 
information from numerous souroes, induding experimental data, cornpu!ational prediction methods, 
and public text collections. lt is freely acoess~bte and it is mgularly upda!ed (https://s:tring-db. org(). 

Uni.Pro t UniProt is the Universal Pro!ein resomce, a œn tral repository of pro!ein data created by 
combinîng the Swiss-Prot, TrEMBLand PIR-PSD databases. (www.uniprotorg). 

SuppJementa,y Mnll!dal5: The follow ing a re avallable online at http://www.rndpi.cony142.2-0067/ 2V22/8515/sl. 
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Discussion 
 

L’ensemble de mes travaux de thèse propose TRIP12 comme une protéine majeure de 

l’homéostasie de la chromatine. Des altérations de son niveau d’expression ont des répercussions 

sur l’organisation du génome, les mécanismes de détection des dommages à l’ADN et sur la 

carcinogénèse pancréatique. 

I. L’analyse du proxisome de TRIP12 

 
L’identification des partenaires de TRIP12 par une approche de BioID m’a permis d’identifier de 

nombreuses protéines (327) situées à proximité de TRIP12 (dans un rayon d’environ 15 nm). Ces 

données ouvrent autant de nouvelles voies de recherche sur l’implication de TRIP12 dans la 

régulation de processus nucléaires. Dans l’article n°1 et les résultats complémentaires, je me suis 

focalisée sur la relation entre TRIP12 et MDC1. Toutefois, d’autres protéines identifiées se 

révèlent être des pistes très intéressantes qui demandent qu’à être investiguer. Par exemple, le 

variant d’histone H2A.Z est l’interactant le plus enrichi (log2(FC)=5,19 et –log10(p-value) =2,26). 

H2A.Z est déposée sur la chromatine par les protéines SRCAP (Snf2 Related CREBBP Activator 

Protein) et p400 qui sont également retrouvées dans le proxisome de TRIP12 (respectivement 

log2(FC)=3,23 et –log10(p-value) =3,70 et log2(FC)=2,84 et –log10(p-value) =5,02). H2A.Z est 

impliquée dans de nombreux processus cellulaires tels que la réparation des dommages à l’ADN. 

Au niveau des cassures, H2A.Z est incorporée par p400 ce qui entraine une relaxation de la 

chromatine et facilite la réparation des dommages271. H2A.Z est également important pour 

l’homéostasie de l’hétérochromatine. En effet, une forme mono-ubiquitinée d’H2A.Z par RING1B 

est enrichie au niveau de l’hétérochromatine facultative272 et prévient une propagation aberrante 

de l’hétérochromatine chez la Levure273. Quatre autres résidus lysine ubiquitinés ont été identifiés 

sans que l’E3 ubiquitine ligase responsable ne soit connue9. Compte tenu de leur proximité 

spatiale et de la capacité de mono-ubiquitination de TRIP12180, H2A.Z pourrait constituer une 

cible potentielle de TRIP12. De plus, des études récentes suggèrent un rôle d’H2A.Z dans 

l’organisation 3D du génome, notamment dans la structuration des boucles 

« enhancer »/promoteur274. Considérant ces fonctions étroitement liées à celles de TRIP12, il 

serait pertinent de caractériser la relation entre ces deux protéines et de déterminer les 

conséquences d’une surexpression de TRIP12 sur les fonctions de H2A.Z  

II. L’implication de TRIP12 dans la compaction de la chromatine 

 
Mes travaux démontrent que TRIP12 via son IDR induit la formation de condensats de chromatine 

de façon dépendante de la dose. L’IDR de TRIP12 est une région enrichie en résidus sérine (~20% 

de l’IDR), les sérines sont retrouvées enrichies dans les protéines qui interagissent avec la 

chromatine et sont le lieu de modifications post-traductionnelles majoritairement par 

phosphorylation275. Ces phosphorylations peuvent entrainer des altérations dans la capacité des 

protéines à IDR à induire une séparation de phase276 comme par exemple pour la protéine FUS277. 

A l’heure actuelle, aucune étude ne s’est intéressée aux conséquences fonctionnelles des PTM de 

TRIP12. Il serait intéressant d’évaluer si certaines PTM de l’IDR affectent ses capacités à former 

des condensats de chromatine.  

Le mécanisme par lequel TRIP12 induit la compaction de la chromatine implique 

vraisemblablement un phénomène de séparation de phase, via des interactions électrostatiques. 

Au sein de l’IDR, l’enchainement des acides aminés entraine une alternance de charges positives 

et négatives avec une charge globale positive (Article n°1). L’IDR pourrait interagir par zone de 

charge positive avec l’ADN et ainsi entraîner sa compaction (Figure 37). 
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Figure 38 : Modèle hypothétique de l'induction de la compaction par l'IDR de TRIP12 

 

Les données de l’article n°1 montrent un rôle de TRIP12 dans la compaction de la chromatine. 

Outre sa capacité d’induction de condensats de chromatine, d’autres arguments soutiennent ces 

résultats. En effet, d’après le Human Protein Atlas, les testicules sont le tissu exprimant le plus 

TRIP12. Des résultats préliminaires chez la souris confirment ces résultats. Au cours de la 

spermatogénèse, les histones sont progressivement remplacées par les protamines qui 

permettent de compacter plus fortement l’ADN et de réduire d’environ 40 fois le volume nucléaire 

comparé à un autre type cellulaire278. La majorité des cellules de la spermatogénèse 

(spermatogonies, spermatocytes et spermatides) présente un fort niveau d’expression de 

TRIP12196. Ainsi, une forte expression de TRIP12 pourrait participer à la compaction de la 

chromatine dans les testicules. 

Mes travaux mettent également en évidence que TRIP12 est capable de créer de la séparation 

de phase. Comme mentionné dans l’introduction bibliographique, le noyau des cellules 

eucaryotes contient domaines fonctionnels appelés corps nucléaires. Leur formation est régie 

par séparation de phase144. Par exemple, les corps de Cajal sont impliqués dans la maturation 

et la biogénèse snRNP (small nuclear ribonucleoproteins). Durant mon stage de Master 2 dans 

l’équipe, j’ai démontré que TRIP12 est localisée au niveau des corps de Cajal et que sa 

déplétion par shARN entraine une diminution du nombre de corps de Cajal (Résultats non 

publiés). Ainsi, il est possible que TRIP12 participe à la formation et au maintien de ces corps 
nucléaires via son IDR et ses capacités de séparation de phase. D’autres expériences seraient 

nécessaires afin de confirmer cette hypothèse. De plus, une majorité des protéines contenues 

dans les corps de Cajal sont ubiquitinées279. Ainsi, TRIP12 pourrait ubiquitiner des protéines 

des corps de Cajal et favoriser leur capacité d’interaction et/ou leur propriété intrinsèque de 

solubilité. Par exemple, la protéine SART3 (Squamous cell carcinoma antigen recognized by T 

cells 3), localisée au niveau des corps de Cajal, est enrichie dans le proxisome de TRIP12 et 

possède onze sites d’ubiquitination. SART3 pourrait être une cible potentielle de TRIP12. Une 

perturbation de l’expression de TRIP12 aurait pour conséquence une altération des 

interactions protéines/protéines et une déstabilisation des corps de Cajal. 

En plus de ses capacités de compaction de la chromatine et de son activité ubiquitine ligase sur 

des protéines impliquées dans le remodelage de la chromatine (BAF57, ASXL1), il est fort probable 
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que TRIP12 agisse par un autre mode d’action dans l’organisation de la chromatine via son IDR. 

L’absence de structure tertiaire stable favorise l’interaction des IDR avec l’ADN de façon 

indépendante de la séquence nucléotidique. Autrement dit, les IDR ont une spécificité 

d’interaction pour l’ADN principalement via des interactions électrostatiques mais ne 

reconnaissent pas de motifs nucléotidiques précis. Vuzman & Levy décrivent que cette 

reconnaissance de l’ADN facilite le déplacement de protéines à IDR d’un fragment d’ADN à un 

autre via un mécanisme dit de « monkey-bar »280..Ce processus favorise le déplacement de 

protéines chromatiniennes sur le génome281. TRIP12 réaliserait ce type de transfert et faciliterait 

le recrutement de protéines impliquées dans l’homéostasie de la chromatine (BioID, article n°1).  

 

Figure 39 : Représentation schématique du mécanisme de "monkey-bar" appliquée à TRIP12 

  

Mes découvertes sur la fonction de compaction de la chromatine de l’IDR de TRIP12 pourraient 

améliorer la compréhension de certaines pathologies. Par exemple, cinq mutations non-sens 

donnant naissance à une protéine tronquée correspondant uniquement à l’IDR de TRIP12 ont été 

identifiées et démontrées comme étant la cause du syndrome de déficience intellectuelle Clark-

Baraister264. Compte tenu du rôle de TRIP12 sur l’organisation de la chromatine, il serait 

important de confirmer expérimentalement l’existence de ces variants et de mesurer les 

conséquences de leur expression sur l’architecture nucléaire et les fonctions cellulaires qui en 

découlent. Des recherches menées par C. Schlut-Bolard visent actuellement à caractériser la 

perturbation de l'architecture 3D de la chromatine dans les réarrangements chromosomiques afin 

d’identifier les gènes candidats dans les troubles neurodéveloppementaux dont fait partie le 

syndrome de Clark-Baraister282. Toutefois, étant donné la rareté de ce syndrome (prévalence <1 

/ 1 000 000), il demeure peu étudié et encore mal diagnostiqué.  

Concernant les maladies neurodégénératives, une seule étude démontre l’implication de TRIP12 

dans la maladie de Parkinson via son activité d’E3 ubiquitine ligase sur la glucocérébrosidase270. 

A la vue de l’implication des protéines à IDR et de la séparation de phase dans ce type de 

pathologie, il n’est donc pas à exclure que TRIP12 puisse être impliquée dans cette pathologie via 

sa capacité d’induction de séparation de phase et participer à l’agrégation de l’α-synucléine. C’est 

pourquoi, il serait important d’approfondir le rôle de TRIP12 dans la maladie de Parkinson et dans 
toutes les maladies neurodégénératives à agrégats protéiques (Alzheimer & démence à corps de 

Levy)  

Enfin, à ma connaissance, TRIP12 est la première protéine de la littérature dont la surexpression 

induit ce phénotype nucléaire macroscopique. Bien que l’IDR de MED1 similaire en taille et en 
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composition d’acides aminés à celui de TRIP12 n’induise pas de condensat de chromatine, je ne 

peux pas exclure que d’autres protéines à IDR soient capables d’induire de telles modifications de 

la structure de la chromatine. D’autres études seront nécessaires pour répondre à cette question.  

 

III. L’implication de TRIP12 dans la transcription des gènes 
 

Grâce à son activité d’E3 ubiquitine ligase, TRIP12 est un acteur de la régulation de l’expression 

des gènes via l’ubiquitination des facteurs de transcription SOX6, PTF1a et YY1187,206,208. Etant 

donné le lien étroit entre organisation du génome et expression génique, TRIP12 pourrait 

participer à la régulation de la transcription également via la compaction induite par son IDR. Les 

données de RNA-seq de l’article n°1 en condition de surexpression de l’IDR de TRIP12 mettent en 

évidence une diminution importante de l’expression d’un grand nombre de gènes. Ces résultats 

auraient pu s’expliquer par les résultats d’accessibilité de la chromatine obtenus par ATAC-seq. 

En effet, la surexpression de l’IDR de TRIP12 conduit à une réduction globale de l’accessibilité du 

génome. Toutefois, je n’ai pas pu mettre en évidence de corrélation entre les données de RNA-seq 

et celle d’ATAC-seq. Ceci peut s’expliquer par le fait que selon les données de la littérature 

(Chapitre 3. II.), les protéines à IDR interagissent avec l’ADN de façon indépendante de la séquence 

nucléotidique. D’ailleurs, mes données d’ATAC-seq soutiennent cette hypothèse dans la mesure 

où elles n’identifient pas de sites de fixation nucléotidique spécifique de TRIP12 sur le génome. 

Ainsi, les sites de fixation et de compaction de TRIP12 sur le génome via son IDR vont varier d’une 

cellule à l’autre rendant les profils d’ATAC-seq et de RNA-seq difficilement comparables. Des 

analyses par RNA-seq et ATAC-seq à l’échelle de la cellule unique permettraient peut-être d’établir 

cette corrélation et mais aussi de déterminer si TRIP12 s’associe préférentiellement à des zones 

d’hétérochromatine. Malgré cela, je peux néanmoins émettre l’hypothèse selon laquelle dans des 

conditions de surexpression de TRIP12, la machinerie transcriptionnelle aurait un accès réduit 

aux régions promotrices entrainant une modification du profil d’expression des gènes. Ainsi, la 

surexpression de TRIP12 observée dès les stades précoces du cancer du pancréas (Article n°2) 

participerait à l’altération des profils d’expression des gènes grâce à son activité de compaction et 

favoriserait de cette manière à la carcinogénèse pancréatique. TRIP12 contrôlerait la 

transcription à la fois via son activité d’E3 ubiquitine ligase et via l’action de son IDR sur la 

compaction de la chromatine.  

IV. L’implication de TRIP12 dans l’organisation 3D du génome 

 
Par ailleurs, à la vue des effets d’une surexpression de TRIP12 et son IDR sur l’organisation 

nucléaire, il est difficile de penser que TRIP12 n’affecte pas la structure 3D de la chromatine. Des 

analyses de l’organisation 3D du génome via les approches de « chromosome capture 

conformation » en modulant le niveau d’expression de TRIP12 ou d’une forme catalytiquement 

inactive pour s’affranchir de son activité d’E3 ubiquitine ligase apporteraient des données 

importantes quant au rôle de TRIP12 dans cette organisation 3D.  

De plus, TRIP12 pourrait être impliquée dans cette organisation via son activité d’E3 ubiquitine 

ligase. En effet, une étude met en évidence que TRIP12 contrôle la stabilité de YY1208. YY1 promeut 

la formation des boucles de chromatine « enhancer »/promoteur, sa déplétion entraine une perte 

de ce type d’interaction223. Des mutations faux-sens et non-sens d’YY1 sont à l’origine du 

syndrome de déficience intellectuelle Gabriele-de Vries283 au tableau clinique très similaire à celui 

du syndrome de Clark-Baraister causé par des mutations sur le gène de TRIP12. L’étude 

identifiant YY1 comme substrat de TRIP12 ne se focalise pas sur l’étude du génome, il serait 
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pertinent d’approfondir la relation TRIP12/YY1 et d’étudier les conséquences de la dérégulation 

d’une de ces protéines sur l’organisation des boucles « enhancer »/promoteur.  

 

V. L’implication de TRIP12 dans la détection des dommages de l’ADN 
 

Mes résultats complémentaires montrent qu’une surexpression de l’E3 ubiquitine ligase TRIP12 

affecte l’efficacité de la détection aux dommages à l’ADN en inhibant l’accumulation de la protéine 

MDC1 au niveau des cassures via l’action de son IDR. L’originalité de mes travaux résident dans 

l’identification d’un rôle fonctionnel de l’IDR dans la détection des dommages à l’ADN. Jusqu’alors, 

TRIP12 était connue pour avoir un rôle inhibiteur de la réponse aux dommages de l’ADN par 

l’action de son domaine catalytique sur les protéines RNF168 et PARP1188,205. Néanmoins, les 

mécanismes moléculaires mis en jeu entre l’IDR de TRIP12 et l’accumulation de MDC1 restent 

encore à caractériser. Plusieurs mécanismes sont envisageables. Tout d’abord, le niveau de 

compaction de la chromatine est un paramètre important dans l’efficacité de la réponse aux 

cassures de l’ADN. Ainsi, la compaction de la chromatine induite par l’IDR de TRIP12 pourrait 

inhiber, par encombrement stérique ou séparation de phase, l’accumulation spécifique de MDC1 

au niveau des cassures de l’ADN (Figure 39). Un deuxième mécanisme d’action serait une 

interaction physique entre MDC1 et l’IDR de TRIP12. L’expérience de BioID nous a permis 

d’identifier MDC1 parmi les protéines les plus abondantes à proximité de TRIP12. De plus, une 

étude récente montre une interaction physique entre ces deux protéines via l’établissement de 

l’interactome de MDC1 sans caractériser, pour autant, les domaines d’interaction entre les deux 

protéines284. Enfin, au cours de mes travaux, j’ai observé une co-localisation entre les protéines 

GFP-MDC1 et RFP-IDR. Les protéines à IDR sont connues pour interagir avec la chromatine mais 

aussi avec de nombreuses protéines, grâce notamment à leur charge positive. L’ensemble de ces 

arguments est en faveur d’une interaction directe entre MDC1 et l’IDR de TRIP12. De cette façon, 

une surexpression de TRIP12 pourrait séquestrer la protéine MDC1 sur le génome via son IDR et 

ainsi empêcher son accumulation au niveau des cassures de l’ADN (Figure 39). Des expériences 

supplémentaires sont d’ores et déjà planifiées pour confirmer ou infirmer cette hypothèse.  
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Figure 40 : Représentation schématique des mécanismes d'action possibles de TRIP12 sur l'accumulation de MDC1 au 
niveau des cassures de l'ADN 

Un des rôles de la protéine MDC1 est sa participation au recrutement des protéines-clés de la NHEJ 

et de la HR que sont 53BP1 et BRCA1285. L’inhibition de l’accumulation de MDC1 par TRIP12 

affecte l’accumulation de ces deux protéines (cf Résultats complémentaires). Toutefois, cette 

inhibition reste moins importante que celle de MDC1. Ceci peut potentiellement s’expliquer par le 

fait que 53BP1 et BRCA1 peuvent être recrutées au niveau des cassures indépendamment de 

MDC1. Ces deux protéines peuvent reconnaitre directement les histones phosphorylées γH2AX 

par leurs domaines BRCT286,287. 53BP1 reconnait également l’ubiquitination sur la lysine 15 de 

l’histone H2A (H2AK15ub) et la di-méthylation sur la lysine 20 de l’histone H4 (H4K20me2)288. 

La découverte de ces mécanismes moléculaires fins devrait permettre une meilleure 

compréhension de processus physiopathologiques complexes. Les données de l’article n°2 

mettent en évidence que TRIP12 est surexprimée de façon hétérogène dans le cancer du pancréas 

et ce, dès les stades prénéoplasiques. Les résultats complémentaires de l’article n°1 sur la 

réparation des cassures de l’ADN m’amène à penser que la surexpression de TRIP12 aux stades 

précoces de la carcinogénèse altèrerait la détection des cassures de l’ADN et favoriserait une 

certaine instabilité génétique avec l’apparition de mutations. En revanche, à des stades plus tardifs 

de la maladie (adénocarcinome), cette surexpression de TRIP12 impacterait les capacités de 
détection des cassures induites par les chimiothérapies et/ou radiothérapies et sensibiliserait les 

cellules cancéreuses pancréatiques aux différentes thérapies génératrices de cassures de l’ADN 

(chimiothérapies et radiothérapies). Des résultats préliminaires de l’équipe vont d’ailleurs dans 

ce sens. En effet, il a été démontré que des cellules cancéreuses pancréatiques MiaPACA-2 ayant 

un fort niveau d’expression de TRIP12, sont plus sensibles à un panel de chimiothérapies 

génératrices de cassures (Figure 40). 
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Figure 41 : Western Blot représentant l'hétérogénéité d'expression de TRIP12 dans des lignées cancéreuses et graphique 
représentant la sensibilité de différentes lignées cellulaires à des agents inducteurs de cassures (source : Cancerxgenes). 

De plus, des cellules murines invalidées du gène Trip12 ou des cellules MiaPACA-2 déplétées par 

shARN de TRIP12 sont respectivement plus résistantes à la doxorubicine (données non publiées 

de l’équipe). Tout comme les altérations de gènes-clé de la DDR comme BRCA1, le niveau 

d’expression de la protéine TRIP12 pourrait prédire la sensibilité des tumeurs aux agents de 

cassures et ainsi participer à une meilleure prise en charge des patients.  

 

Figure 42 : Viabilité cellulaire en réponse à la doxorubicine en fonction de différents shARN ciblant TRIP12 

 

VI. L’implication de TRIP12 dans la métaplasie acino-canalaire 
 

Les données de l’article n°2 démontrent que TRIP12 est faiblement exprimée dans le pancréas 

sain mais surexprimée dans les lésions prénéoplasiques et le cancer du pancréas. Grâce au 

développement et à l’utilisation de modèles murins d’invalidation conditionnelle de TRIP12, nous 

avons démontré que TRIP12 est nécessaire pour la métaplasie acino-canalaire (MAC), une étape 

cruciale dans l’initiation du cancer du pancréas. Sa déplétion entraine une réduction de la 

formation des lésions prénéoplasiques PanIN et réduit les capacités métastatiques de la tumeur. 

Lors de la métaplasie acino-canalaire, les acini subissent une réorganisation de leur chromatine 

associée à une modification de leur transcriptome avec pour conséquence un changement 
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phénotypique. TRIP12 est impliquée dans cette réorganisation grâce à son activité d’E3 ubiquitine 

ligase. En effet, TRIP12 contrôle la stabilité de BAF57 et d’ASXL1 qui sont des protéines 

essentielles dans le remodelage de la chromatine (Chapitre 1 Partie 3.II.b). De plus, les données 

de l’article n°1 mettent en évidence que TRIP12 participe au contrôle de l’état de compaction de 

la chromatine. Au regard de ces éléments, TRIP12, en plus de son rôle sur PTF1a et FBW7, pourrait 

contribuer à une dérégulation des profils transcriptomiques durant la MAC via son IDR et/ou son 

activité d’E3 ubiquitine ligase. Une hypothèse serait que TRIP12, favorise le programme de 

différenciation des cellules acineuses. Via son activité ubiquitine ligase, TRIP12 diminuerait le 

niveau d’ASXL1 et augmenterait indirectement de la marque répressive H2AK119Ub déposée par 

PRC1 (Chapitre 1 Partie.1.d.iii). Benitz et al. ont démontré que H2AK119ub est nécessaire pour 

réprimer l’expression du gène d’identité acinaire qu’est PTF1a lors de la MAC101. Cela permettrait 

la répression des gènes acinaires et favoriserait la MAC. Pour vérifier ceci, je pourrais mesurer, 

par immunohistochimie et ChIP-seq, la marque répressive H2AK119Ub ou le niveau d’ASLX1 en 

fonction des niveaux de TRIP12 ainsi que le profil transcriptomique.  

 

Conclusion générale 
 

Pour conclure, mes travaux de thèse apportent de nouvelles connaissances sur l’implication de 

TRIP12 dans la régulation de l’homéostasie de la chromatine et sur son rôle dans la carcinogénèse 

pancréatique. Les aspects fondamentaux sur la compaction de la chromatine induite par TRIP12 

pourraient ainsi servir à terme, à ce que le niveau de TRIP12 soit utilisé comme marqueur prédictif 

de réponses aux chimiothérapies mais également à mieux comprendre l’implication de cette E3 

ubiquitine ligase dans le développement des pathologies comme le cancer du pancréas et les 

maladies neurodégénératives.  
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I. Annexe 1 : The E3 ubiquitin ligase TRIP12 participates in cell cycle progression 

and chromosome stability 
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con 1ilu1e 1he fully fu nctional replisom e". DNA replical ion is ·palio- temporall)• ordercd. Replicalion of euchro­
matin regions occurs in early S phase whereas heterochromati n regions in late S phase" . ubsequen1ly, cells enter 
in a tran il ion phase G2 that ensures Lhe complete DNA replicntion. ln laie G2 phase. lhe initiation o f mitosis is 
promolcd by a complex compri ing of the CYCLIN B1 and lhe Cyclin- Dcpenclcnl Kinase l (CDK 1)1 • This com ­
plex i· inhibitecl by the phosphorylation of Tyrosine 15 res idue on CDKI by the WEE l kinase'•. Chromatin con­
densai ion, scparatioo of dupli ated centrosomes and 1hc rccrui1m e111 o fprotcins 10 the kinctochores, all mark the 
prophase. The resulti ng release of chromosomes activates the Spind le Assembly Checkpoi,n (SAC) that controls 
the proper segrcgation of chromosomes and inhibils the Anaphase Pmmoting Complex/Cyclosome (APC/C) 
comp lex. ln me1aphase, 1he correcl a11achmen1 of ch romosomes 10 1he kine1ochores in hib i1s 1he SAC allowing 
for progress ion and cnd ing of milosis '• "· Milotic dysfo nction lcads 10 chromc,somal instabil ity and aneuplcyidy 
favoring ù1e initialion of cancer''. A prolonged activation of the SAC can provoke cell dcaù1 or mitolic exit with­
out separation of sister chromat i<b; named mitotic slippage. lmproper separation of sister chromatids (anaphase 
bridges) in duces lhc formation of micronucki, wlùch can be al the origin of DNA dam ages" . The succession of 
1hc dilfercn1 cell cycle philses requires a pcrfcc1lycoordinaled express ion and activation of mulliple proteins. 
Th is coordination isensured by a multi-layer regulation inch1ding transcription, mRNA degradation1 translation. 
pos1-1 ranslation modifica tion and p rotc in degradalion" . For ins1ance, proteia expression ofCYCLIN A begins 
in S phase, peaks during G, phase and dramalicallydedincs in mitosis. Il combines a tighl coordination of lran­
scription. mRNA lran lat ion and protein degradation. 

Amo ng the protcins Lhat participate in cell C)'de regulalion, a significan t proportion in leracts wilh chromatin 
to modulate, for instance, the 1ranscriptio n (i.e.: transcription factors) and the ch romat in structure (i.e.: h istones. 
chromatin rcmodeling complexes, condensin). Toe,;c protein s can bind 10 chromalin by recognition 10 a specilic 
ON consensus sequence via different D A- binding domains. (i.e.: fl -Helix-1.oop-Helix, zinc fingers) but also 
via intrinsicolly disordered regions (1 DR}. IDRs are protei n domains that lack a stable 3D slructure under phys­
iological conditions. !DRs can be predicled from the amino acid sequence according lo lheir physicochemical 
proper ties26• They internet with D A in a nucleotide sequence- independent manner, thereby modif)ing chroma­
tin structure and regulating gcne expression" . 

O ur findings expose for the firs t lime that TRIP12 prolein expre sion is lightly regulated d uring cdl crcle. and, 
thnt T RIP12 in lcracts wllh euchromalin 1hrough n ncw functional N-tcrm inal domain. By mcans of ùtls chroma ­
tin in1erac1ion , we furÙler propose tha1 TRCP12 par ticipates in nùlotic entry by controlling dura1ionofDNA rep­
lication. We further demonstrate that T RIP 12 is implicated in mitotic progression and in chromosome stabi lity. 

Results 
T RIP12 e x p re ssion is regulated du ring the cell cycle. The E3 ubiqui tin ligase TRll'12 was shown 10 
conlrol the expression o f important regulators of the cel l cycle progression. However, the regulalion of T RI Pl 2 
du ring lhe ce.li cycle is stiU unknown. To add ress this issue, HelaS3 cells were arrested al 1he G,/S boun dary and 
releascd ln 1he ccU cycle (Fig. IA). The c.,perimcnl showcd a nrnximal percentage (10 .1 %) of ceUs in carly milo­
sis 8 h afîer release and a maximal percentage o f cells in G , phase (69.6%) 11 h afîer release. The level of 7hp l2 
mRNA was m easured and did not flucruate during 1he cell cycle kinetlcs (Fig. 1B). As a contra], we measured the 
expression of Cyclùt BI mRNA lewl that is known lo be up-regulated in early S phase until G1 phase" . SimiJarlr, 
Trip l 2 mRNA level d id no1 vary ln G, · , early S· and G1-phase -enriched cell populations unlike Cycli11 BI m RNA 
(Fig. lC,D), thal confi rms o ur results (Fig. 1 B). 

Next, TRI P l2 proLein level was measured following the same k ine1ic.• (Fig. 1 E). Pre,enl in S pha,e, T RIP 12 
expression grad ually increases 10 reach a maximal expression in G, phase and mi tosis. lnte resl ingly, T RIP12 
protein k--vel decreased to reach a minimal expression when cc lis enter in G1 phase. TRTP 12 prokiJ1 levcl w-.is also 
measured ln enriched cell populations in G,, early S, and G, phase (Fig. 1 F) . As expectcd, TRIP12 protein was 
barely detec ted in G1 phase, appears in ea rly S phase ta reach a maxim al express ion in G2 phase. These res,ùts 
clearly demonstra te that TRIP 12 pro tein expression varies 1hroughoul theceU cycle while ils mRNA remains at a 
constant level and, lhey suggest that 1ll1 Pl 2 p roie.i n is degrad ed during G 1 phase, or Trip /2 mRNA translation is 
tightly regulaled, or acombinalion ofboù,. 

TRIP12 is a cell cycle-regulated nuclear protein associated wit h chromatin. We tested whether 
TRIPIZ cell -cycle regulation correlated wilh ils sub-ceUular localization. Firsl, wc firs1 showed ù1at TRIP 12 is 
a nucle.,r protein bu1 il is no t presrnl in a il ce.Us (Figs. ZA,B and Si A). The pccificity ofTRI Pl 2 nuclea r stain­
ing wa vcrilicd (Fig. S1 B). L1leres1ingly, T RIP1 2 nuckar s1ai,ùng did nol colocalm, wilh den e DAP! rcgions 
that correspond 10 pcri-nuclcar and peri-nuclcolar belcrochromatln regions (Fig. 2B), suggc ring thal TRIP 12 
preferentially colocali7,es w ith euchromatin regions. TRI Pl2 nuclear locali1.ation was assessed d ur ing the cycle 
of asynchronous HclaS3 cells. We fo und tha t TRfPl 2 is barcly dc1ec1ablc in laie G, cells and appcars in carly S 
phase œ lls re-Jchinga m.1ximal deiec lion in laie Sand G, cclls (Fig. 2C}. TRll'I Z absen1-cclls observed in Fig. 28 
correspond la cells in G, phase. Jt is kno wn thal euclm,rnatin regions arc replicaled early during S phase and arc 
stained ho mogcnously aflcr EDU incorporation. On 1he conlrary, hetcrochromaûn rcgions are replicated late in S 
phase and for m punctifonn stainingwith EDU. loterestingly, TRIPJZ stain ingcorresponds to D A regions with 
homogmous und 1101 pwKtiform EDU staining (Fig. 2C), corroborating Ùlc localiza1ion of TRIP 12 on cuchroma­
tin regions (Fig. 2B). Cell cycle-dependent presence of TRIP! 2 in the nucleus was confirmed in G,-, early · and 
G2-phaseenriched cell populatio ns (Figs. 2D and SIC}. We dearlyvisualized TRIP! 2 association l>ith chromatin 
in m i101îc œ lls in wbich chromai in is subjecl lo coodensaûon aod decondensation (Fig. 2E) . TRIP12-chromal in 
association \•las also confirmed by chromati n~bouJld protein fractionation (fïg. 2F) . The colocalizarion with 
cbromalin duri1tg m<ttaphasc was also observed using a I I.A-tagged TRIP 12 con,trucl (f ig. S2A). Chromosome 
spreading cxperi mcnLS revealcd Lha1 TRJPl 2 oolocaüzes wilh ch romalin on full- length chromosomes (Figs. ZG 
and SIB). 
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Figure 1. TRIP ! 2 expres · ion is regulatcd du ring U1e cell C)'de. (A) Distr ibution of cclls in the differc111 phases 
of the cell cycle and the percentage o f pH H3-Scr JO positive œJls (blnck bars) were assessed b)' Jlow q1ome1 ry 
in HelaS3 cclls ar rested in carly S phase w.ing a double thymidine block and relcased in fresh medium for the 
indicated ti mcs.1l1e bars reprcscnt the mean ± SEM obtained from th reediffcren t experiments. (B) Expression 
level of 1rip12 and Cyc/in BI mRNA was measu red by RT-qPCR in HelaS3 cells ar rested in early S phase 
using a double thymidine block and released in fresh m edium for the indicatcd tiJncs. The bars rcprcscnt the 
mean ± SEM of mRNA levels (expressed as 2"'P·"f.l) obtained from rhrce different experi m ents. (C) Distribution 
ofHelaS3 cells in the ditfe rent phases of the cell cycle after sermn starvation, double thymidi ne block and 
R0-3306 trcalments was detcrmined by flow cytomct ry. The bar represcnt the percent age expresscd as a 
mean ± SEM obtained from three differentexperiment$. (D) Expression level of 1'rip12 and Cyclin BI mRNA 
was measured by RT-qPCR in H la.53 cells were arre, ted in G1, early S, and Gi phase using scrum starvation , 
double lhymidine block and llo-3306, rcs r cctivdy. The bars rcrresent the me.m ± SEM of mllNA levels 
(expre scd as z~r-·"") obtaincd from three di/Fermi experiments. •• indicatcs a p value < 0.01, (E) T RIP 12, 
CYCLIN BI and pHH3-Scr!O levd was measured by Western blot analysis in HelaS3 cclls arrcsted in early S 
phase usingadouble thymidine block and rele.ased in fresh medium for the indicated times. GADPH protein 
lcvcl was used as loading c.ontrol. Images were obtained fro m the samc expcrimcnt and rcprcscntativc of 
three differcnt cxpcriments. (F) TRIP12 and CYCUN BI levels wcre measured by Western b lot analysi in 
Hela 3 cells arrested in G1, earlyS and G, p hase using serum starvation , double thymidine block and Ro-3306 
treatmenls, respcclh'lel)'. GAOPH p rotein level was uscd as loading conlrol. Images were obtalned from the 
same cxperiment and representative of th ree dilîerent experiments. 

TRIP12 is associated with chroma tin t hrough a N-terminal intrinsically disordered reg ion. We 
identi fied sevcral IDRs in th e T RJ Pl 2 sequencc that could potent ially acta chronrnlin intcracting-domains, 
notabl)'one i11 the -terminus located between the ami no-acids 1 and 440 (Fig. 3A). An analysis in metaphasic 
cclls howed that TR1P l2 colocalization with chromatin is mcd iated by its N-tcrmina l IDR. Whereas the dele­
lio n of the C-terminal HECT domain (TRIP 12(1 - 1552)-GFP) does oot affect thecapacity o f the fusion protein 
to colocal ize wilh chromati n, the deletion of the IDR (TRJPI 2(446- l992)-GFP) abolishc'S it (Fig. 38). ln paral­
lel, Lhe subcdlularlocali:t.:t lion o f full-le.ng lh TR1Pl2-GFP and fo ur TR IP12-GFP ddetion conslruc ls in cdls in 
interphase led us to conclude that, similar to endogenous TRIP! 2, TRI P12( J. 1992)-GFP localizes exclusi,•ely in 
the nuclear compartment. More in1portantl)', the TRIP 12( 1-445)-GFP localizes in the nucleus demonstratiog 
that the N-terminal !DR is sufficient for the nuclear localization of T RI Pl 2; suggesting that this region contains 
a nudear localization signal (Fig. 3C). Moreover, IDR alone can ensure a physical di rect in teract ion with naked 
DNA (Fig. 3D) and the localization of GFP o n fuU-length melaphasic chromosomes (Figs. S2A and 538). The 

SCIENTIFIC REPORTS 1 /2020) 10:789 lhttps,//dol.org/10,1038/s41598·020,57762·9 



 
236 

 

 

 

 

 

www .nature .com/scientificreports/ 

A B 

C 

Earf</ G, Law, G, Ea,ty S la'6 S G, 

1RP12 

EOU 

C~LNA 

DAPI 

TRP12 + ECU 

E 

TR !P 1. 01\P I !,IF'1(;F 

Prophase 

Prornetaphase 

Aœphase 

Telophase 

C)lokinesis 

G 

D 

0 1 Ealt)o S 0J 

,,,.~Il= =========c..a~1 ,,.P1, 
''"", 1 SP1 

,..,.1 fi - l •EBP1 

F 

Milosis 
SP Chro 

1:~12 
4EBP1 

PanH3 

Figure 2. TRI Pl 2 is a cell cycle-regulated nudear protein associated with chmmatin. (A) TRI Pl 2 protein le,·el 
in cytosolic and nuclear fractions of HelaS3 cells was measured by Western blot analysis. SPI and ~EBP J prote in 
levels were uscd as puri ty con trois of subccllular fractions. Images were obtained from the same eitpcriment 
and rcprescutalivc of thrc dHTcrcnl cxpcrimcnts. (B) TRU> 12 subcellular localization in l·lelaS3 cell.s was 
d<terminoo by immunofluorc,,cenœ using TRIP 12 antibody (Sigma). The i nset represcn ts TRIP 12 nudear 
localizat ion at a higher magnification . Nuclei were cou,nerstained with DAPI. Thewhire armws indicate the 
peri-nucleolnr and peri-nuclear heterochromatin regions. {C) TRIP12 nuclear expression in HelaS3 cells in 
the different phases of the cell cycle was determined by immu nofluorescence using TRrP12 antibody (Sigma). 
Nudei werecounterstai ned with OAPI. Cells in G1 phase and G2 phase correspond to YCLIN A/EOU nudear 
negalive cellsand CYCU A nudear positive/EDU negative cells, respeclively. Cells in ear\y G, correspond to 
G1 cells with small oblong-shaped nucleus. Cells in ea rly Sand late S phase correspond to El>U positive cells/ 
CYCL!N A ncgntivc and positive nuckar cells, rcspcctiv ly. The graph rcpre cnts the mcan TRlP12 expression 
(integrated density-background) ± SF.M détermined at least 200 cell, us ing FIJI software. (0 ) Level ufTRIP12 
in cytosolic and nuckar prote in fraction of G1-, carly S- and G,- phosc cnriched Hd nS3 ccll populations wns 
measured by Western blot analysis. SP J and 4EBP J protein levels were used as purity control of subcellular 
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frac li ns. lmagt's " re obtnincd &om the amc cxpcri.111cnt and rc r rescntativc of thrcc d iffcrcnt c.xpcrimcnts. 
(EJ TRIP J 2 and ; -T UB LI locali'auion in HclaS3 cells in prophase, prometapha e, metaphase, anaphase, 
telophaseand q~okinesis werevisuali,.ed by im munoftuorescence. Nud ei were cmmterstai ned with DA PI. 
(F) TIUP!2 expression in soluble protein (SP) and chromatin-bouo d (Cluo) proteinfrnctions (40 µg foreach 
fract ion) oblaincdfrom nocodazole- trealed m iloti J-lclaS3 cells ,~as measured by Western blot ana lysis. As 
mitotic ce.lis do not ha.ve nuclear membrane, SP fraction contains cytoplasmic and nuclear soluhle proteins. 
SP 1. 4EBP l and panf-13 prote in lcvds 1,·rrc uscd a purity control of the difü·rcnl frac tions. Images wcrc 
ob tained from the same experimenl. (G) T RI Pl localization on melaph asi chromosomes wa. visualized by 
irumunofluorcsccncc using an li-TRIP 12 antibody (Sigma) aftcr chromosom e sprcading of HdnS3 cdls trcatcd 
with Ro-3306 and re leased in the ceU cycle for 45m in. DNA was counterstained with DAP I. The inset represen ts 
3 m agnihcation ofTR[P I 2 locali1.ation on two indiv idual chromQsom es. 

colocalization of T RlP l2 and its rDR wilh chromat in was conJirmed in living cclls (Figs. S3C). A more predse 
analysis of the I DR rcvrols thal the region bctween the ami no acids 107 and 325 ensurcs the interaction ofTRl l' 12 
with ch romatin (Fig. S3D,E). lntercstingly, cclls that express a h.igh level of the IDR construct display character· 
ist ic feantres of cells in prophase with condensed chromosomes covering the inner face of the nudear membrane 
(Fig. S3F) cvcn if thcy arc 1101 pHH3·Scr JO positil'e (Fig. S3G. bottom panel) as they should be a normal ccll (Top 
panel). This suggest tbal TRJ P l2 via lts IDR cou Id parlicipale in chroma tin compaction. 

A1together, our experiments identi fy a new funct ional domain of 1'RI P1 2 that permi t.s tJ1 e a.~sociation of t-he 
protein wi lh chromatin. 

A deregulated expression ofTRIP12 affects cell division and mitotic entry. Givcn tha t TRIPl2 
cxprcssio11 and chromatin asso iation arc ccll cycle dcpcndcnt, we tcstcd the onscqucnccs of a TRil' 12 ectopie 
owr-ex pression o n ell fa te du ring 48h. w., fo und lhat o nly 26.7% (8 out of 30) of T RI Pl 2( 1- 1992)-G FP ells 
undergo n<o cell divisio ns or more ( Figs. 4 a nd S4A,B) with a d uration in interphase of 1'1.2 h (Fig. 48). The 
remaining 73.7% (22 o u t of30) fail to achicve a single d ivisio n and die (Figs. 4A and S4A,B). Remarkably. this 
death occu rs at a rime (20.1 h) that mi tos is should occur (Fig. 48) suggesting that TRrP I 2 overexpression is del­
eterious for the mitotic division. ' I his inhibitory etfect on cell division was also observed after expression of an 
inactive mutant as well as several T RJP l 2 protein domains with the exception o f the LDR ofTRIPl2 (Figs. 4A,B 
and S4 A- E) suggest ing that the mi totic inhibirory etfect of TRI i'l 2 is independent of chromosome binding :ind 
catalytic activity. Wc fu rthcr dcm o nstratcd tba t TRI P 12 ovcr-cxprcssion d im.inishc the pcrccn tagc of cclls that 
enter in mitosis (Fig. 4C). When we fo used on T RIP! 2( 1- 1992)-Gl'P expressing cells that undergo cell divisions 
(Fig. 4A). we n oticcd that T R1Pl2 over-expression signi.ficantly dclays the cnt ry into prophase 30 lllin nfter 
Ro-3306 release {Fig. 40, Grnph). 

The inhibitory etfect ofT RIPl2 over-expression on m itotic ent ry led us to investigate rhe consequences ofa 
TRIP1 2 deplclion on mitoticentry. Toward thisend, T RIP12-deple ted (ShTRIP12) and control (SbScr) cells were 
created u.sing ·hR As (Fig. SA, B). After Ro-3306 relt!ase (30 min) , we micm copically oh erved an accelerated 
mitotic en try in TRIP12-depleted ceUs (Fig. SC) tha t wa a sociated 10 a higher percenrnge of cells in lare promet­
aphase and metaphase (Fig. 5D) . The a celeraled milolic enlry was con fi rmed by flow cytometry-measuremenL5 
of pHH3-Scrl0 positive cell, (Fig. SE). A normal mi totic cntry ofTRI P12-depleted ceUs, as restored by a tran­
sient expression of TRIP12 or the catalytic m utan t but not by an expression of the !DR (Fig. S5A). 

Altogcther, these experimcnts reveal the important contribut ion o fTRJPI 2 in mitolic entry as a deregulated 
expression of TRI I' 12 significantly impedes the proper setting of m itotic entry-regulatory m echanism.<. 

A shortened duration of DNA replication explains the accelerated mitotic entry ofTRIP12-
depleted cells . We next ain1ed to dctermine th e cause of the accelerated m itotic en tryo( T R!P l2-deple tcd 
cells. Mitotic en tr y is governcd by a succession of events that leads to the condensation and the scgregalion 
of chromo o me,; into daugbter ceUs. Among them , the Tyr l S·d ephosphor ylution ofC DKl and the ki nase 
WEEl-cytosolic translocatio n are cssential29·". ln Ro-3306 cells, Wé simultaneonsly fou nd a decreascd lcvd of 
phosphorylat ion o n CDKI -Tyrl5 in the nuclear fraction ofTRJ P12-depleted cells and a WEEI translocation 
from the nuclear to the cytosolic fract io n (Figs. 6A and S58) which provokes the accelcmtcd cntry in prophase 
when the Ro -3306 is removed {Fig. SSC). lt is reponed that tlie cytosolic translocatio n ofWEE I is 1uediated by 
CYCI.I A nuclear import which beginsearly dur ingS phase to allow DNA replication via the acti ,"J l ion of the 
kinase CDK2ll·". We measured an increase in CYCLIN A expression in the nucle.ir fraction that is associated 
to a decreased expression in cylosolic fracti o n of these cells (Figs. 6B and 5D). 'This corroborates w ith a sig­
ni.ficnnt increa ed proportion of cells with CYCU N A nuclear staining in TRJP 12-deple ted cells (Fig. 6C). llie 
impo rtant rolc of CYCLIN A in D A replicat io n led us tu invest igatc the status of D A replication in CYCLIN 
A nuclear-posi tivo ccll . O ur analys s rcvealcd a higher pcrccu tagc ofTRIP1 2-depletcd cells with achicvcd DNA 
replication (G,·phnse ceUs) and therefore et lo r m itotic entry (Fig. 6C). More importantly, thcse rcsul ts strongly 
suggest thar a TR I Pl 2 depletion accelerates D A replication. Bymeasuring the du ration ofS phase, we ,•erified 
that T RIP 12-deple ted cells have hortened S phase a compared la contrais (Fig. 6D). Euchromatin regions arc 
re plicated earlr during S phase wben heterochromatin rcgions are replicated in laie S phase. ln terestingly, we 
measured in Ê Ü -positive asynchronous cells a h igher proport io n o f cells in lote phase in T RI 1'1 2-depleted 
cel!s dcmonstrat ing Lhat the deplet io n o f T RI Pl 2 speèi fi cally accelcr ates Lhe DNA replicat ion of cuchromatin 
regions. This result is in accordance wirh the f-act that T RIPl 2 preferent ia lly colocalius with euchromatin regions 
(Fig. 2B.C). 
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Figure 3. TR I P1 2 is associated wi th chromatin through a -terminal in tr in,ically d isordered region . 
(A) Prcdictiou of inlrinsicall)' dlsordercd l\Jld ordercd regions in TRIP 12 protein sequencc (Prctcin accession 
number P _004229. 1) was determined using [ Pred. GlobPlot and OisEMBL software. aa >lands for ami no 
acids. (8 ) GFP-fosion protein locali zation in metaphasic HelaS3 cells transfected with TR IP 12 ( 1- 1992), ( 1-
1552). (1 -445), (446-1992) and (1553 -1992)-GFP conslructs was visualiied by immunofluorescence using an 
anti-GFP antibody. H2B-Gl'Pand AT-GFP constructs were used as controls. Nudei were counterstained 
wi th DAPI. !DR stands for lnt rinsicaUy Oisordered Region, NLS fo r Nucle.tr locali1.atioo ignal, ARM for 
(l -Armadillo domain, WWE for tryplophan and glutamate enriched domain and HF.CT for Homologous to the 
E6-AP Carboxyl Terminus. 'urnbers indicate amino acids (an) position. (C) GFP-fusion prctein localizatioo 
in i11tcrphnsic HelaS3 cells tr.1nsfcctcd with TRIP12 (l -1992), (1 -445), (4-46-1000). (1001 -1552) and (1553-
1992)-G FP constructswas analyzcd b)• immunotluorescence usingan anti-GFP anribody. H2R-GFP and 
CAT-GFP const ructs were used as controls. Nuclei were couorersrained with DAPl. lDRstnnds for lnrrins ically 
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Disordered Region. ARM for -Armadillo domain, WWE for tryprophan and glutamate c1uiched dornain 
and HECT for Homologous to the E6- AP Carboxrl 1erminus. Numbers indicate ami no acids (aa) posit ion. 
(D) Interaction of increasi ng amounls oFGST-TRIPI 2-ARM -W\-\IE(446· 1000) and GST-IDR(l -325) wit h 
naked p lasmid DNA visualized after migration on agarose gel. 

A TRIP12 depletion prolon g s t he SAC a ctiva ti o n, lea d s t o c hro m o s ome seg regatio n d e fects 
a n d cell g rowth inhib ition . ln add ition to accelernte DNA replication. we obsecved that a TRIP12 deple­
tion can lead Lo o ther ceJlular aherations such as a prolonged activation of the SAC. We observed that in con · 
trol celli, the percentage of pH HJ -Ser 10 positive cells reaches a maximum at - 60 min before the physiological 
lo s of pHH3·Ser10 al the melaphase-to-anaphase transition (Fig. SE) . ln contrnst, this percentage persists al 
a maximal level for 60 mi n ( l = 30 min to t = 90 min) in TRTP12-depleted cclls suggesling an inhibition of the 
metaphase/anaphase tnmsition. Titis inhibition could be due 10 a prolonged 11ctiv>1ion of the SAC oc a defaull of 
the APCJC complex. The use of reversine, a SAC inhibitor, proved a prolonged activat ion of the SAC in absence 
ofTRIPl2 (fig. SSE). We confirmed the exteoded duration ofprometaphase-metaphase by measuring a ·ig­
nificantly increased d u ration or prometaphase (from invagi nation of the nuclear membrane) to metaphase in 
TR.11'12-depletedcel ls (90.1 min) compared to con tml cells (53.5min) (Fig. 7A,B). Additionally, we observed that 
TRlP12-depleted cells large!)' fail 10 transir from metaphose 10 anaphose (32.3% vs 3.7%). Among them, 36% exit 
mitosis by mi lotie slippage and 64% die (Fig. 7C). CeU death and mi tutie slippage are two proœs.,es by which cell< 
overcome an ex-tendcd arrcsl in prometaphase. AI ngterm arrest in promclaphasc and cohesion fatigue can lcad 
to different chromosome segregat ion abnormalities sucb as the format ion of chromosome laggings, anaphase 
bridges and aherations 1ha1 are visible in interphasic œ lls such as micronuclei or gialll nuclei (consequcncc of 
milotic lippage). Among cells that achieve the meraphase-to-,maphase trans ition, our analy<is re,·ealed a higher 
percentage of c:hromosome lagging, ana.phase bridges, micronudei andgiant nuclei in hTR[P l 2 cells (Figs. 7D- E 
and S5F). These resulls lndicale that TRIP! 2 also ensures the maintenance of chromosome in legrity and therefore 
the stabil ity of the genome. 

The consequences of TRIP 12 depletio n on S phase duration. mitotic cn try and progression led us 10 inves ti­
gate the effects on cellular growth. !nlerestingly, a depletion o f T RI Pl 2 pro,•okes a significant dimi nution of cell 
groMh (30.3% after 72 h) i11 vitro (Fig. 7F) also visible bycolonr formation assay (Fig. 7G) and i11 vivo in SC!D 
mousc m odel after sub-cutancous injections (Fig. 7H). This rcd uced ccll growt h was associatcd to an accumu ­
lation of cells in G,/M phase (Fig. 71) that could be explained by the combinatio11 of the increased duration o 
prornetaphase-metaphasc (Fig. 78) and the higher pcrccntage of cells that exit mitosis by mi lotie slippage wi th 4n 
DNA ron tenl (Fig. 7C). Moreover, this rc'<luced growth is accompanied by an inaeased proporlio.n of sub-G1 cclls 
( Fig. 71) which could correspond to the TRI P 12-depletcd cel4 that d ie at tl1e mctaphase-to-anaphasc transition 
(Fig. 7C). 

Discussion 
The E3 ubiqu ilin ligase TRI P12 was linked to thecontrol of cell cycle regulators (i.e.: p 14/ARF, p l6/CDKN2A)" . 
ln this study, we provide cvidence that TRLP l2 expression varies during the ccU C)•clc and corrclates wilh its 
nuclear localization. More importa11t ly. we ide11 tify a fu nctio nal N-term inal domai11 that confer to TR IP l2 the 
capa ity lO strongly associale with euchromatin. We dcmoa,tralc the requirement of TRIP 12 in mil otic cnl ry by 
affect ing the d u rat ion ofS phase. Moreover, we reveal the implic.Hion ofTRJP l 2 in the contra i oî AC acûvation, 
proper chromosome scgrcgation and in cd ] proliferation. 

ln line with the implicat ion in mîtotic entry, T RIP12 over-expre ion and dcr lc tion alter initiation ofnutosis. 
1herefore, fine-tu ni ngofTRIPI 2 expression and/oracli\ity is essent ial forthecomrol of th is phase. Similar obser­
,,..tions are reported for olher important mitot ic proteins such as CYCLIN A. lndecd, CYCJJN A over-expression 
delays chromosome alignment and sister ch romalid segrcgat ioa''. "fbc knock down o[CYCLIN A by siRNA 
strategy delays the entry into mitosis by postponi ng cells in G, phase''. Ahhough the mechanisms thal govern 
its expression d ur;ng the cél l cycle need 10 be ru rther studied, our fi ndings indicate tba l de 11ovo Trip/2 mRNA 
expression is not involved. These observations corrobora1e the Whitfield et. al. study, which provides an exhaust­
iug list of HelaS3 mRNAs that lluctuatc during ccll cycle". Tripl2 m RNA is not prcs nt in this list. Il is plausible 
that ind uction ofT RIP 12 protein expression in S phase could be mediated by an IRl'.S (ln temal Ribosome l'.niry 
si te) dependent-translational regulation as demon trated for Aurora A kinase mR A16. Comparative proteomics 
approaches du r ing ceU cycle identîfied T RIP ! 2 as a newlysrnthetized protein ln S phase which is in favoc of a 
translational regulatio n of TR/P/2 m R A du ring cell crde11• Moreover, the disappear:mce of TR I Pl 2 from the 
nucleus in G1 phase- ells co,J d imply its dcgmdat iou by the protcasome mcdiatcd by Al'C/C -dependent ubiq­
uitinal ion asTR1P l 2 possesses putative KEN box (aa 1496-1570/ UniProt source) and Dest ruction boxes (aa 
859- 867 and aa 154 1554/ELM resou rœ). This degradation mechanism may explain the decrea.e ofTRIP12 
expression. H owevcc, othcr actocs thal cn surc TRIP 12 stability ccmain 10 be identificd . Similac 10 UHRFI , 
TRTP12 is stabilized by USP7". Du ring mitosis, CDK l initiates UHRFl degradation by phosphorylating the 
USP7-interacting domain " · The sam e rnechanism coul,i exist for TRIP 12 degrndation sincc a rcccnt qut1ntita­
tive phospho- protcome approach ident ified serine 424 residue o r TRI P 12 as a CDK I phospborylat io n Larget "· 
Mo reover, our preliminary results are in favor of a role of USP7 in the cell crde regulation ofT RJ P 12. Therefore, 
the variation orT RTP12 expression d uring cell cycle likely involves diff'erent layer, or rc-gulation includ ing trans• 
lation efficiencr and protein stahilization. 

Another pressing question is whrthcr T RIP 12 cxcr ts ils fonction in mitotlc Nltry through ils catalytic a tMty 
or by protein -protei n interaction. Our ob,ervations favo r a catalytically-independent runction (Pigs. 4J\ ,B and 
S4A) . However, theseexperi ments were perfonn ed in the context of over-expressing the caral)1ÎC mutant. ln this 
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Figure 4. An over-expression of TRIP 12 affects cell division by delaying mitotk en try. {A) The graph repre ents 
the percentage±SEM ofG FP-cells thal overcome al leasl two eU divisions or die over a 4<lh-period. • and 
**• indicate a p value < 0.05 and < 0.00 1, respeclively. (B) The graph represents the average dumrion ± SEM 
in interphase berween rwo mitoses (whire bars) and between mirosls and cell dearh (grey bars) in the ditferent 
G FP positive cells. (C) Percentage of pHH3-Ser t 0 positive HelaS3 cells transfected with TRIP 12( 1- t 992)-
GFP or control CAT-GFP constructs and arrested b)• Ro-3306 treat ment was assessed by fl ow cyr:ometr)' after 
releuse in inhibitor free medium every 30min for 2h. The grnph represents the mean ± SEM ofthree different 
experiments. • indicates a pvalue < 0.05. (D) Pro1>ortîon of cells in G1• propha c, early prometaphasc, latc 
promecapbase and metaphase in HelaS3 cells previousl)' r:ransfected with TRCP 12{1 -1992) -GFP or conrrol CAT­
G FP con,trucls was determinecl by immunofluorescence using anli-(;fp (top panel) and anti-pHH3-Ser1 0 
(middle panel) antibo,ües. Forty-eigbt bours after transfeclion, cells were arrested in G, pha e by a Ro-3306 
treatment and released in in hibitor free medium for 30min. GFf>-posilive cells thal were negative for pHH3-
Ser l0staining were considered in G, phase. DNA was counterstained with DAPI. The grapb represenr.s ù1e 
percent age of cells in the diiferem phases expres ed as mean ± EM obtained from a minimum of 300 cells of 
threc ditfcnmt expcriments. •• indicates a p v-.uue < 0.01. 

contex t, we show that an over-expression of ever-.tl dilîerenl TRJP12 domains (cxcepl the -terminal domain) 
1 ads to an inhibition ofccll division (Fig. S4A- E). ln thesc conditions, wc cannot cntirc!)• be crto.in !bat TRIP12 
fonction in rnîtotic entry is indcpendent ofits catalytic aclivity. Moreover, TRIP12-GFP transfection leads to 
uncontrolled T RI Pl 2 expression throughout ail cell cycle phases whereas endogenous T RIP 1 2 is tightly regulated 
during ccll cyde. Formulation of a specifi inhibitor ofTRIP 12 enzymatic activity would be required to defutitely 
address this question. 

We fu rther demonstrate that TRI P 12 interacts with chromatin via an tOR. IIJRs are foun d in a multitude 
of protei ns and participate in protein•, DNA·, or R A-prolein interactions'"·". DNA hindi ng protei n are sig­
nificantly enriched in disorderoo domains in E.ukaryotes". Many IORs are funclional. adoptîng a well-defi ncd 
conforJll'1tion upon interaction wilh targct molcculcs. IDRs conslitutc in1por1ant rcgulatory rcgions sucb as the 
N-tenn inal part of histones that are , ubject to ntuncrous post- translational modifications tooonrrol the hroma­
tin compaction'4 1• To our knowledge 1 T RI P12 is the fi rst demonstrated E.3 ubiquit in ligase înteracting '";th chro 4 

matin througb an IDR domain. The staining on full-lenglh chromosomes demonstrales that TRIP12 interacts 
through its IDR with the entire genome suggesting a ,,idespread role ofTIU P L2 on genome organization and 
potenlially on global gene expre. ion. 
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Bgure S. A TRIP1 2 deple1ion accelerares mitotic enlry. (A) fapression of Tripl2 mRNA was determined by 
RT-qPCR in HelaS3 cils 1ransduced \\11h 3 shRNAs directcd against Tripl 2 mRNA (ShTRl Pl2) or scramble 
control shRNA (ShScr). i3-Acti11, Gapdi, and Cyclopl,ili11 A mRNA level was used for normalization. Results 
are the mean ± SEM obtained from Lhree differen l experimenls and expressed a~ per enlage of expression 
compared 10 ShScr contrai cells. • • indicates a p value < 0.0J. (B) Expression of TIUP 12 protein in HelaS3 
hTRIP 12 and 'hScr cells w:1s determined by Western blor analysis. GAPDH protein level was used ns loading 

conlrol. Images were obtained from the same ex:periment and representalive oflhree differem experiments. 
(C) Percentage of cells in metaphase in TRlP12-depleted (ShTRIP l 2~1. =2 and ~3) and cont rai (ShScr) 
HelaS3 cells arresled by a Ro-3306 treatmenl and released in the ce!J crde bi• medium replacemenl (l =0) 
1,•as determi11ed by œU live microscopy. The graph represents the percentage of cclls in metapha e phenotype 
01tpressed as mean ± SEM rdatively to total number of ceUs. A cell wasconsidered in metaphase p henorype 
when the equatorial plate was microscopicallr visualiz.ed. A representative cel l in metaphase phenolype is 
indicated by the white arrow. The quantification w.is performèd from 9 dilTerent fields from three di!Terent 
experiments representing an average of 650 analyzedcells. • and *' indicates a p value < 0.05 and 0.01, 
respectivcly. (D) Proportion of ccll in prophase, early prometaphase, lare prometaphase and metaphase in 
TRJP12-depleted (ShTRIP12#1) and contrai (ShScr) HelaS3 cells arrested by a Ro-33061reatmentand released 
in the ccll cycle by medium replacement was determined by immunofluorescencc using anli-pHH3-Serl0 
an1ibody after 30 min. D 'A was counterstained witb DAJ'J. The grapb represents the perœntage of cells in 
the different steps of early mitosis express.-d as mean :!-SEM obtained from a minimum of 300 cells of three 
different e,~periments. * and ** illdicate a p value < 0.05 and 0.01, rcspeclively. (E) Perccntage of pHH3-Ser 10 
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positive cells in TRrP12-depleted (ShTRI Pl 2) and control (ShScr) HelaS3 cells arrested in Gi phase by a Ro-
3306 lreat menl and releascd in the cell cycle by medium repJacemcm was detcrmined by llow cylometry at 1hc 
indica1ed lime. Toree diJferen t SbTIUPl2 (w l, 112 and #3) were used for these experiments. The results represent 
the mean ±SE. 1 obtained from fourdifferenl experimenls. *.'* and • 0 indicatea p value < 0.05, 0.01 and 
0.001, re,pectivelr. 

We showed that TRJP 12 dcpletion accelerates mitotic cntry by shorteu ing the DN/\ replication phase. DN/\ 
replication is a highly ordercd process that ensures cells replicate their genome. Ir requl res the sequential assembly 
of protein complexes such as Lhe pre-replication complex, the pre-initiation complex and Lhe replisome. TRIPl2 
cou]d par ticipa te in the rcgu lation of D ' /\ rcplication by intcracting o r controlling the expression of rcplica­
tion complex componenrs. lnterestingl)', TRJ P 12 was fou nd in the RPA in teractome' '. Our persona) comparative 
proleomic anal y is (SWATH -MS) identified an increased expression of the cyclin dependent kinase CDK6 in 
TRIP 12 depleted œ lls {Fig. S6A-C). li is known lhat CDK6 ac tivi1y is a critical determil13Jll of pre-R! assemblyl 1• 
Therefore, TRIP12 could control DNA replicatiou initiation by regulating CDK6 le,·el. The progression through 
the differen1 phases ofD A rcplicalion ca n also be controUed by hromati11 structures". Our data showcd that 
TRIP12 LOR has the capacity ro modify the chromatin structure wben expressed at a high level (Fig. S3F,G). Il is 
also reported that TRIP I 2 associates with chromalin remodeling complex componenls~ ... '7. By modifying the 
strnclure of chromatin, TRIPl2 could regulateS phase progression. ln summary. it is likely that TRIPI 2 con trols 
thed uratio n ofD A replicat ion by mul tip le comp le., mechanisms. Their complete discovery will n,quire fu rther 
investigations. 

Our results st rongly suggest that in addition toits raie for the entry into mitosis, TRI Pl 2 exerts olher f unc­
tions during the progression of mitosis. 1he interaction of TRIP 12 on chromoson1cs o uld parti lpate in rcgu­
latùig the kinelics of chromosome condc11salioo or actas a compcti tor to othcr chromatin-inlcracting proteins. 
'The identification of TRI Pl 2 as a potent ia l substrate of CDKl could also support its role in chromosome con ­
densat ion. lndccd, it is known that CDKl ubsrrates, such as CAP-D3 (Chromosome associatcd prolein -D3), are 
implirnted in Lhis process "'·". Moreover, histone ubiquilination varies d uring cell cycle progression. 80th histones 
H2/\ and 1-1213 are ubiquitinated in Sand G, phase,, deubiquitinated in p rophase and then reubiquinated in 
anaphasc'". Also, the promoler of certain ac tive genes remains ubiquitinated during the entire mitosis 10 facilitate 
Lheir transcriplional react ivation in post-mitosis50• Although the ubiquiti n liga.se RNF20 ls associated ro genome 
ubiquitination, potcntiaUy TRIP 12 also participa tes in this cpigcnctic modificalion of histones du ring mitosis. 

Finally, our findings show lhat TRIP12 is localiud andsequestered in the nucleus for a short d u ration. This 
strict temporal c.ontrol may act to limit the period du ring which TRIP 12 can exen its nude:ar functions, precisely 
f rom S to early G1• l1lis is of particular importance for the TRIP L2 inhibi tory function on the DDR by promoting 
RNF168 degradation6_ DDR is repressed during mitosis51 and react ivated in G1 phase to repair D A damages 
that pass the G/ M checkpoi.nt or created during mitosis. Given its inhibitory role on DDR and nu lear locali­
zalion during the cell cycle, TRil'l2 could participate in the mechanisms of DDR inhibition during mitosis by 
intcracting with cbromatin and ihcreforc by prcventing ch romutin accessibil it y to RNfl 68. ln contrnSI , T RIP.12 
disappcarancc of !be nucleus in G, phase could be pan ofDDR reactivation in the cell cycle. 

ln this stud)', we provide important linding.rnn TRIP12 regulation and it, implicat ion in cell cycle progression. 
More i.mportantly, wc revcal for the first time its ability to inlcract with specific rcgions of the gcnome wl:tich c.w 
preligure a crili al rolc in the organ ization and lhe expression of the genome. 

Materials and Methods 
Cell culture a n d trea tment . Hela 3 celJs, HEK-293Fr; HelaS3 H2B-dsRed were grown in DMEM 4.5 g/L 
glucose medium supplcmcnted with 10% fetalcalf S<.'rum (FCS). L-gluttunlnc and o.ntibiotics (Lifr Technologies) 
al 37 °C in humid atmosphere with 5% CO2• HelaS3 and Hl'.K-293PT were obrained from the American Type 
Culture Collect ion. The HclaS3 H2B-dsRed ccll Une was gcnernted in the laboratory ( cc below) . For serum 
starvation, H elaS3 cells were seeded at 80% of confluency and culiured in D.MEM 4.5 g/ L glucose medium sup· 
plementcd with 0.5% FCS for 72 h. For double thymidine bloc.k, HelaS3 cells were b'l'Own in the presence of 2 mM 
thymidine ( igma-Aldrich) for 18 h , the.n in fresb medium for 8 h and further grown with thp11 idine for another 
18 h. Treatments are as follows: HelaS3 cells were cultured in the presen e of 2 mM thymidine for 18 h, then in 
fresh medium fo r 5 h and lreated with 100 ngimL nocodazole (Sigma -Aldrich) fo r 5 h. HelaS3 cells were t reated 
wilh 9 ttM Ro-3306 (Tocris Bioscicncc) for 20 h; or. ccll.s wcrc trcatcd wlth 500 nM rcvcrsinc (Sigma -Aldrich) 
for2 h. HelaS3 cells were treated, ith IOµl'vf EDU for 15 min. The F.DU incorporation was visualizcd u,ing the 
CUck-It" ' EdU Alexa FluorT'' 647 Jmaging kit (Life Tedlllologies). 1h e human pai1<·rcarlc hPNE bTERT ceU linc 
was obtained from D r M. Ouellette (University of Nebraska Medical Center, NE) and gro\\01 in DMEM 75% (Life 
Tech11ologies)/M 25% (lnCell Biotech) medium upplememed with 10% F , L·glutamine and antibiotics (Life 
Technologies), 15 ng/ml EGF (Sigma-Aldrich) and 750mg/ml puromycin . Tiie human pancreatic cancer cell lines 
BxPC-3 and Capan-2 were ob tained from the American Type Culture Collection andgwwn in RPMI medium 
suppJemented with 10% FCS, L-glutamine and anribiot ics (Life Technologies) ar 37°C in humid atmosphere with 
5%CO,. 

Plasmids and transfection. The following lentivirus shRNA lentiviral plasmids were purchased from Sigma­
/\Jd rich: pLKOl-TRC t 11011 mammalian shRNA controJ Sl-lC002-target sequence CAACAAGATGAAGAGC/\ 
C AA, ShTRIP I U I pLKOI -TRCl TRC 0000022374 -targer sequence CCTGAGTCAAGGAAACATGTT, 
ShTRIPIU2 pLKOI -TRCI TRCN000002237!Harget sequence CCGGAGTTTGAATCCACCTTT and 
ShTRIPL 2•3 pLKOl -TRCI TRC 0000273210-ta rget sequence CCACTACTCAGTCACCTAAAT. MelaSJ cells 
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Figure 6. A shortened du ration of D A r<plica.tion expiai os the accelerated mitotic entry or TRI Pl 2-depleted 
cdls. (A) TRIP 12, W EEI, CDC25C ru1d CDKI proteit1 and P-Tryl 5-CDKI phosphorylution kvcls ll1 nuclcM 
and cyto olic fractions of TRIP 12-depleted and control HelaS3 cells after a Ro-3306 trcatment were determit1ed 
byWestern blot analysis. 4EBP I and pan H3 protein levels were u sed as loading and puritycontrols. Images 
were obtained Crom tbe same eJC.periment and representative of three düferent experiments. The as terisk and 
the arrow indicate Lhe position or phosphorylated and non-phosphorylated rorms or COK I, respectively. 
(B) ' YCLLN A level in nudear and cytosolic fractions ofTRI P12-depleted and contrai Hela 3 cells aft er Ro-
3306 treatment was detennined by Western blot analysis. 4EBPI and panH3 prolein levels were usedas lnading 
and purity controls. Images wereobtai ntd (rom 1he same experiment and representative or three diiferent 
experin1ents. (C) CYCLIN A nuclcar pœsence in TR1Pl2-depleted and comrol cells aftcr RO-3306 treatment 
was determincd by im munofluorescenœ .1hc image illuslrates representative cell s with nuclear CVCLIN A 
(white arrows) or not. The graph represents the percenrage of cells expressed as mean .l: EM obtained from 
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thrcc dilfcrent cxpcrimcuts. P rccntag of cell i.11 G2 phns (white bars), latc S (light gn>)' bars) and cnrly S 
(dark g rey bars) was de tcrmined b)' immunofiuorcscence using criteria defined in Fig. 2C. The bars represent 
the mean obtained from three diffe rent experiments. "' and •• indicate a p value < 0.05 and 0.01, respeaively. 
(D) Percentage of EDU posit ive cells in TRIP 12-depletcd (ShTRIP 12) and control (ShScr) HelaS3 cclls arrested 
in early S pba,e by a double thym idine block lreatmenl and rekased in the cell cycle was determincd by ED 
incorpora t ion al the indicated time. ' lhe graph represents the mean ± SEM obtai ned from a m inimum of2500 
cclls for cach indicatcd lime of thrcc dilfcrcnt cxpcrimcnls. • , •• and ' ** indicalc a p value < 0.05, 0.01 and 
0.001, re,pecl ively. (E) Pcrcentagc of early Sand !ale S cells in EDU-positive T RI Pl 2-depleted (ShTRIP12) 
and control (ShScr) HdnS3 cclls was drtcnnined by inummoRuorcsccncc using critctin dcfi.ncd in Fig. 2C. 
The graph repnasems the mean ± SEM oblained from a minimum or-oo EDU-positive cells oftluee d ifferen t 
cxperiments. "' and lfl $ indkate a p va lue < 0.05 and 0.0 l , respectively. 

s1ablyover-expressing histone H2B-dsRcd fusion prolcin wcre generated after transient transfcction of pcDNA,t 
H2B-dsRed plasmid (kind g ilt from V. Lobjois, Ad,•anced Technology lnstirute in Ufe Scien ces of Toulouse, 
France) and scleclion witb hygromy in (800µg/mL). pENTA0045 plasmld containing TRIP12 cDNA (KIAA0045) 
was oblained from the Kasuka D A Research lnslitule (Japan )52• TRlP 12-GFP expressing vc tor ,,·as obtained 
by transferring T RIP 12 cDNA into pCD A" ' 6.2/C-EmGF P- DESTveclor ( LifeTech nologies). TRIP 12-GFP 
deletion construcls we re generated by PCR amplification (l' ri mers are listed in Supplemen1al Materials and 
Methods Table 1) fo llowed by inserl ion inlo pDONR-201 o r p DONR-221 (Life Technologies) using Gatcway 
stratcgy. llic dilfercnl fragmen ts w<rc subscqucntly inscrtcd in fmme inlo pCDNA'"'6.2/C-EmGFP-DEST vc -
tor (Life Technologi ) using the same sl rategy. Catalytically inactive RIP12-GFP 1959/\ mutant was gen­
erated using Quik Change XI. Site -Directed mutagenes is kit (Strotagene) and primers listed in Supp lemental 
Maleria!s and Methods Table 1. AU plasmid sequences were verified by automatic sequencing. Chlornmphenicol 
Acetyl Transferase (CAT) -GFP expressi.ng vector pcDNA.,."6.2/ - Em GFP/GW/CAT was purchased from 
Llfo Tcchnologjcs and uscd as control. l listone tl28 (Hl B)-GPI' cxprcssing plasmid was a gift from D Lières 
(lnsti lutc of Molecular GenetiCS of Montpel lier, France). pSG5-HAx2-F LAG -TRIP1 2 plasmid was genernted by 
PCR amplification (Primers are listed iJi upplemenla l Ma1erials and Methods Table 1) followed by in. ert ion 
into the Kpn I and EcoR V sites of p DNA, plasmid containing l wo HA tags, a TEV protcosc deavagc ile and 
a FLA , motif upstream of the Kpn I site. T RIP12 cDNA fragment (1-325) and (446- 1000) cloned in pDO R-
201 wetc tro.nsforrcd in pET-60-DEST plasmid (Novagcn) by Gatcway str.i tcgy to gencrntc GST-IDR(l -325) and 
GST-ARM-WWE(446- LOOO) pla mids. TI1e di lferent plasmid were transient ly transfected in HclaS3 cells using 
Jet l'EI"" reagent (PolyPlus-l bnsfection) fo llowing manufacn,rer's recommendations wi th a N/P ratio ofS or lO. 

Lentiviral vector production and cell transduction. Ali replication dcfeclive, self-inacti vat ing len ti­
,•irnl vec to rs wcrc gcneratcd in a BSL-3 fa ili ty (Ycctorology platform, INSERM U l 03 7, Toulouse, Fra11cc) as 
previously described byTorrisani el al." . Briefl y, t ransient t ransfection of HEK-293FTcells with pa kaging and 
lent iviral vector plasmids were performed using LENTI -Smart INT kit (lnvivoGen fo llowing manufaaurer' rec­
onunendulions. Ali batches were verified replicative virus-free. Lenlivirnl vector concentra tions were quant i.fied 
by p24 ELISA (lonotest, lngen, Paris). Cel.ls were seeded at a densily of 10' cells per well in a 48 well-dish. Alter 
24 h, cells were incubated with lSO ng of p24 -equ ivalent of lentiviral vector in the presence of protominesulfate 
(4µg/mL) for 12 h. Transduced cells were selected for 3 weeks using puromycin (5 µg/ml. -lnvimGen). 

Subcellularfractionation and Western blot analysis. Cell pellets , ere incubated in l00µM Tri,-H 
(pH 7.5), l ,Sm.M MgCl2• 5mM KCI, Smtvl DTI, 0,596 P-408 , 0,5 mM PMSFand I0;tL/ml protease inhib­
itor (Sigma-Aldricb). Alter l O min- incubation on ice, samples were centrifuged (15 min at 2 000 rpm, 4 'C). 
upernatants contai ning cytosolic proteins were kept. After two washes, pel lets were resuspended in RIPA 

(Radio-lmmunoPrecipitalion Assay) buJfer (Biotech) and centrifuged (20 min at 12 000 rpm, 4 "C), superna­
lants containing nuclear proteins were kepL The residual pclleLS werc soluhilized in RIPA buffer supplemented 
witl1 25 U m i rococcal nudcase (Tnkara) and J mM DT . Aftcr 20 min -incubation ut 37 °C, th e react ion was 
stopped using EDTA solution ( 44 mM fi nal concentration). Alter sonication (2 cycles of 6 s, amplitude 40% with 
Vibra-Cetl tM sonicator), sarnples were centrifuged (15 min at 12 000 rpm, 4 'C). Supernatants containing chro­
matin fraction were kep1. For total protein, cell pellets were incubated in RIPA buJfcr supplemented wilh JO µL/ 
mL protease lnhibitor (Sigma-A ldr ich). After 15 m in on ice, samples are centrifuged ( 15 mi n-12 000 rpm, 4 "C). 
Protei n mictions were denan1.rated in Laemmli buffer after heating at 95 ° for 5 min. Proteins were ~eparated by 
SDS- PAGE (Sodium Dodecyl Sul fate Polyacrylam ide Gel Electrophore,; is) and lransfe rred onto nitrocellu lose 
membrane (Bio-Rad) using TransBlot Turbo (Bio-Rad) apparatus. After membrane aru ration and pri mary/ ec­
ondat)' n.nt ibody incubation, protcin ,•xprcssion "'Us delected using Cl:u:ity™ Wcstem ECL Substratc (Bio-Rad) 
and Chemi-Do TM XRS~ (Bio-Rad) appara111s. Signal in tensities were quantified u.,ing Image Lab (Bio-Rad) soft­
ware. A.ntibodies and dilution used for these experiment s a re listed in 'upplementru Materirus and Metl1ods 
Table 2. 

Flow cytometry. f'nr cell cycle analyses. cells were fixed in 70% el hanol during the exponential growt h phase 
for asynch ronous HelaS3 cells o r after treatmenl for enriched Hela$3 cell populations. Fixed ceUs were treatec.l 
with RNrue A (l0µg/ mL) and propidium iodide (20µg/mLJ (Sigma-Aldrich) for 15min at 37°C. T RIP12( 1-
1992)-GFP and I-!2B-GFP transfcctcd cclls ,scre fixcd with cthanol 70% and incubatcd with a pHH 3-Ser10 nnti­
bod)' followed by Alexa Fluor" 555 anti-mousesecondary ant ibod)', Data were acquired using the MACS Q uant'" 
VYB cyrometer (Millen}; Bintech) and analyzed with MACS Quant and ModFit software. Antibodies and d ilu ­
tion used for these experiments are listed in SupplementaJ Mater ials a nd Methods Table 2. 
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Figure 7. A T RI P12 depletion prolongs the A act ivation, leads to chromosomesegregalion defects and cell 
growth inhil,ition. (A) Represenlat ive images of the d ifferent fa te ofT R!P12-deple ted cells d u ring 140 min. 
T RlP 12-depleted (ShT RJP l U l) and control (ShScr) H2B -dsRed HelaS3 were arrested by a Ro -3306 treatment. 
CeUs were rcleased in the cell crde and fo Uowed by live nùcroscopy for 6 h. îhe black bar reprcsents the 
durat ion of prometaphase-metapbase. (B) Dura.lio n of prometaphase-metapha ewas measured from the 
invagination o f lhe nuclear membrane to lhe separatio n of sis ter du-omatid.< in 125 control cells and 244 
TRIPIUl-depleted cells. The horizontal bar represents the mean ± SEM fro m three different experiments. * .. 
represenls a p value < 0.001 . (C) Perccn tage of cells tha t fail the transitfon melaphase-to-anaphase in TRIP 12# l ­
depleted and cont rol H2B-dsRed HelaS3 cells. The bars represen t the mean SEM obtained from th ree different 
experiments. *** represents a p value < 0.001. Percentage of cells thal exit mitosis via mitoli slippage (wh ite 
bars) and cell deatb (grey bars). The bars represent the mean oblained from Lhree differenl experimenls. (D) 
Chromosome Joggings and anaphase bridges in T RIP 12-depleted and control H2B-dsRed l lelaS3 cdls arre>ted 
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by Ro-3306 trcatmcnL and rclenscd in the cell cycle Wèrc qunntificd by live ccll micro op)'· Th,, images are 
represental,ve of a chromosome lagging and an anaphase b ridge obscrvcd in TRIPl2-dcplcted H2B-dsRcd 
HelaS3 cells. The graph represent, the percentage of cells with chromosome segregation defects expressed as a 
mean ±SF.l\11 and oblaincd from 344 TRIP12-depleted and 251 con lrol cells ofthreed.üierenL experimcnts. 
• and*** indicale a p value < 0.03 and 0.001, respecL ively. (E) Micronucleus and gian l. nudei in asynchronou 
TRJP 12-depleted or con t ro l HelaS3 cellswere quant ified byim mu noAuorescence after DAPI staining. The 
graph repre cnts th e pcrccntagc of cclls cxprc scd as a mcan ± SEJ\1 and obtaincd from a mittimwn of JO' cel ls 
ofth reedifferent experiments. * indicales a p va.lue < 0.05. (I') Cell growth ofTRlP12-depleted andcontrol cells 
was 11was111cd by ccll counting. Cclls wcrc sccdcd al 5.10'1 cclls/wcll of 6-wcll plate ru1d countcd the daya.ftcr 
(t = O) and every24 h ù,e three following days. Resulls are expressed as fold change ± SEM relalively to t= O. 
Results ,\'·ere obtaîned from 7 diffèrent experiments. **and•·~• indicate n p value < 0.0 1 and 0.001, respectively. 
(G) Colony formation assay ofHelaS3 cells traosduced or nol ( T) witb ShScr and ShTRIP12 expressing 
lentiviral particles. l'orty-eight hours afte r transduction, cclls were seeded in a 10 cm-plate and elected with 
puromycin for l l d nys. Colonies wcrc ftxcd and coun1crS1aü1cd wi lh Ct)'Stal violet. The images arc rcprcscntativc 
of at kast th ree different expcrimenLS. (H) l11 vivo rumor progression of TRIP 12-depleted and control HelaSJ 
cells. Cells ( l ff cell ) were sub-cutaneau<lyinjected into Scid mice (n = 5). After 5 weeks, mice weresacrificed 
and twnor volume was detcrmined. Rrsults ,,rc expressed in mm' ±SEM.* indicntes a p va lue < 0.05. (I) 
Distribution of TRIP 12-depleted and control œlls ln the ell cycle was dctermined by flow cytometr y after 
propidium iodide incorporation. Tue perœntageof cells in thed ifferent phases of the cell cycle is expressed as a 
me-Jn ±SF.M and was obtained from al least 7 different experiments. • indicates a p value < 0.05. 

Cell proliferation . TRIP12-depleted and control HelaS3 cells were seeded in triplicate at a concentration of 
5.104/well of 6 well-p late. After 24 h (t = O), cells were counted using a ZI oulter" Partide Counter ( lleckman 
Coulle,=). Cells were counled after 24 h, 48 h and 72 h . 

ln vivo experiments. Experimental proœdures performed o n mice were approved by the ethical commit­
tee of INSERM - CRE.PRE (National Institutc ofHealth and Med.ical Research-Regional CcnLcr for Fw1ct ional 
Exploration and Experimental Resou rces) and aut horized by the l'rench Mini str)' of Rcsearch: APAF!S=3600-
2015121608386 111 v3. Ali e~-periment were performed in accordance with relevant gu idel.ines and regu lalions. 
TR.LPl2-deplctcd and conlro l HelaS3 cclls (1.1 o<I cclls) wcre subcu laneously injcclcd inlo SCID mice (n = 5). 
AfterS weeks, mice wereeuthani1ed and tumor vo lume was determined. 

RNA extraction and RT-qPCR . Total RNA was isolated from HelaS3 cdl lines with TR!zol Reagent 
(Life Technologies) according to supplier's instruc tions. One to live µg of to tal RNA werc reverse Lranscribed 
inlo cDNA usi.ng RevertAjd H m inus Reverse Transcriptase kit (11,ermo-Scienlific) accordlng Lo manufactut · 
er's recommendations. Duplicate IIT-qPCR a says were carried out in a StepOnePlus ~ Real -Time PCR System 
(Applied Biosyslems) wilh SsoFast"" EvaGreen" supermix (Bio-Rad) and specific p rln1ers (see priniers listed in 
. uppkmental Materials and Methods 2). Relative quanti ty of rnRNA was akulated by the comparative ù,reshold 
cycle (CT) method as i-.:.LT, where ôCT= CT Trip/2 mRNA - CT Refere11ce mRNA. 'fhree rnRNAs of reference 
(f:1-Acrin, Gapdh 1111d cycloplrilin A) were u.çed for normali1.atio n. Prirners are listed in Supplemenllll Materials and 
·1ethods Table 1. 

Chromosome spreading. Cells werc lreated wit h 9JJM Ro-3306 for 20h, washed wilb PBS and released in 
fresh mediwi, for 45 min at 37 °C, or in medium supplemented with 100 µM nocodazole for 4 h . Mitotic cells were 
collccted by brief t reauueut wiù, Lrypsin , rinsed witb PBS and swollen in hypotonie medium ( lO mM KCI, 15% 
l'CS) al 37°C for 20 min. Cell prtparatiuns were fixed with a freshly made 75% ethanol, 25% glacial acctic acid 
solulion ovcmight at 4 °C, droppcd on glass slidcs and air-dried. lides weœ stait,ed wilh DAl'I or proccsscd for 
irnmunofiuorcscence (see below). 

Naked DNA interaction. GST-IDR(l -325) and GST-WWE· ARM(446· 1000) recombinant protelns were 
puri fied frorn lll2 l bacteriaand quantified lncreasing volumes of purified proteins were incuhated with 100 ng 
of pENTRlA-GFP plasmid (made in laboratory) in Tris-H 1 (p H 7.6) 10 mM-EDTA 1 mM buJfer for 20mill at 
room temperature. Reactions were migrated ou agarose gel 0.7% and visuali1.ed with ethidium bromide. 

lmmunofluorescence . Cells were grown o n cover slips then subsequent ly fixed and permeabifüed using 
wi lh lnlraSta in •~ reagenl (DAKO) or melhanol/0.1 % Triton"' X-100. Cover slips were saturaled using Prolein 
block '"' reagent (l)Al(Q) for 30 m in and then incu bated with primary antibodies overnight at 4 ° . After sev­
cml washes, cclls werc incubatcd with appropriatc secondary Alexa Fluor11-188 anti -mousc, Alexa Fluor -,,, 
anti-mouse o r Alexa Fluor"'-555 anti-rabb it anlibodies for 2 h at room temperature. Nuclei were counterstained 
with 1 µM DAPI for 5 min !li room tcmpcrat urc. Covcr slips wcrc mountcd on glass slidcs usiug Fluorcs cnt 
Mouuting Reageut/Medium (DAKO). Fluore.sccnce was v,sualized using LSM 780 or 880 confocal microscope 
(7.,eis,;) with a 63x A 1.4 oil- immersion objeaiveand analy,ed usi ng 7.en software (Zeiss). Antibodies and dilu­
Jion used for these experirncnts are lisled in Supplemental lvlalerials and Methods Table 2. Images were q uantified 
wi t FIJ I software. 

Bioinformatic prediction of intrinsically disordered regions. Detection of intrinsicallydisordered 
rcgion in TRIP12 prolcin scqucncc (NP _004229.1) 11'.lS dctcrmincd using the prcdiction software IUPrcd (iuprcd 
em.im.hu)" , GlobPlo t (http://glohplot.embl.de/)'; and DisEMBL (dis.emhl.de)50• 
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Live cell microscopy. H213-dsRed HelaS3 cells were trealed wil h Ro-3306 and released in the cell cycle. 
Fluor,sœnt images I ere acquired (Objective 20x) every minute for 6 h using a Zeis.s motorized inverted Observer 
ZI microscope, co11taining LED module Colibri. Fil tcr combinatiom: GF P (38 HE) DsRed (43 HE) and DAP! 
(49) with the AxioCam MRm camera system. Time-lapse imaging orlivingcells was performed LISing Pe on-Zeiss 
incubation system fo r temperarure (37°C) and Co, (5%) controll ed envi ron ment. Images were si1bsequently ana­
lyzed using ZE SP2 software (Blue ed itlon Zeis ). Ttan fcctcd Ro-3306-trcated HelaS3 cell released in the cell 
cycle were imaged every half-hour or hour usi ng lncuCyte Zoom Kineric lmagi ng System with a IOx objective. 

SWATH-MS comparative proteomic analysis . Analy is of protcins W'OS pcrfo rmcd using a microLC 
system Ul timate3000 (Dione , Vi llebon sur Yvette, France) oouple<l Lo a Triple-TOF 5600 (ABS iex, Les Ullis, 
France) in the positive ion mode. Samples were first dissolved in 16 _L of buffer (5% AC , 0.05% trifl uoroacetic 
ac.id) and spiked with iRT calibration mi,c (Biognosys, Schlicren. France). The lotalit y of the samples was then 
injected on a V: 1C-f'ack Pro CIS column (3.0 mm _ 150 mm; 3 _m particlesize) at a flow rate of S_ L. mi n· •. The 
n m length was over 90 mi n with a l,'Tadient from 7% to 45% buffer B {buffer A: O. 1 % fom1ic acid, buffer B: 90% 
A N, and 0.1% formicacid) in 70 mi_n, The MS data wereacquired with a SWATH mode. The source parameters 
were set as fo llows: [S at 5500 V. Cur bras at 25 , GS I at S. The acCJuisition parameters were 3S fo llo"''5: on e SO m!ïec 
accumulation tim c MS scan foUowed by 50 variable SWATH windows each at 40 mscc • cumulation rime for m /z 
400- 1250. Identification was deterrnined usingan in-houseSWATH librarycreate<l 11elaS3 cell, with Ma.xQua nl 
software, Les Ulis, Fran ce) (FDR 1%). A mass a curncyof 20ppm on prccursor ions was used, and 0.5Da on th e 
fragments. Cysteine carbamidometbylalion, mcthionine oxidation, proline bydroxylation and serine, lhreonine 
and tyrosine phosphorylations were ta ken into account. Data treatment was done with Spectronaut Software 9.0, 
Les Ulis. France). Analysis ofSbScr and ShTRIP IU I HelaS3 cells wus performed on lhree diiferenl transductions. 
For each peptide, a triplicate wi th a peptide quantity <S and a standard error > 60% of the mean was e. cl uded 
from the analysis. For each repLi cote, the sum of the fou r mo<t abundant peptides was cakulated. The mean of 
ShTRIPI 2 lriplicale was compared lo the one of Sh cr lriplicale. Pmtein wilh a fol<l change > 1.2 and < 0.8 com­
pared to ShScr œlls were considered. 

Statistical analysis. 111 vitro dam were analrzed by 2-tailed, u11p.1 ired Student's t-test using a multiple statis­
tics Graph Pad Prism 5 software package m1d a diffcrencc was considercd signiiicant whcn p value was lowcr than 
0.05. Mean vaJues are given ± SEM. u mber ofindepende.n t expe.riments is indicated in the figure lege.nds. • , ** 
and * .. lndicatea p value < 0.05, 0.01 and 0.001 , respective!)', 

Data availabilty 
The dataseL< generated during and/or analyzed du ring the current study are available fro m the corresponding 
aulhor on r<'8sonablc rcqucst. 
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II. Annexe 2 : ADN : tout n’est pas dans la séquence, bienvenue dans la 3ième 

dimension ! (Revue de vulgarisation à destination du corps médical) 

 

 

T itre français : ADN : tout n 'est pas dan la séquence. bienvenue dans la 3 ième dimension ! 

T it r e a nglais : DNA: it's not all about the sequence, welcome to the 3n1 dimension! 

5 mots clé : organisation du génome, épigénétique. euebromatinc, hétérochromatinc. cancer 

5 keywo1·d. : gcnome organizalion, epigcnetics, euchromatin, hcterochromatin, cancer 

Coordonnées : Claire Vargas, laire.vargas@ inscnu.fr. Centre de Recherches en Cancérologie 

de Toulouse, UMR1037 INSERM, niver ité Paul Sabatier Toulouse Ill . 2 Avenue Hubert 

Curien 31037 Toulouse Cedex l. 

Point~ forts (3-5 ): 

L ' AD n'est pas aléatoirement organisé au sein des noyaux des cellules. 

Les marques épigénétiques et l'organisation tridimensionnelle du génome sont 

primordiale · pour l' homéostasie cellulaire. 

De nombreuses altérations de la tructuration du génome on! observées dan différentes 

pathologies nota1runent le cancers y compris celui du pancréas. 

Les mécani smes qui contrôlent l'organisation du génome apportent de nouvelle · 

connaissan es sur la carcinogénèse. 

1- Concepts de base de l'organisaeion du génome. 

L ' AD est la base de I information génétique qui définit ce que nous ommes via 

l' expression de gènes. L ' AD s ' enroule autour de 4 protéines globulaires appelées histones 

(H2A, H2B, H3 , H4) pour fonncr la chromatine . .L' ADN et les histones sont modifiés de façon 

ré ersible el . an. altération de la séquence de I' AD par l'ajout de groupements biochimiques : 

on parle de modifications épigénétiques . Le marques épigénétique de I' ADN (qui par souci 

de concision. ne seront pas abordées dans cette revue) et des histones vont modifier le profil 

d 'expres ion de gène ·. Elles impactent également l'état de compaetion de la chromatine. 

En iron 2 mètres de chromatine . ont contenu. dans le noyau de nos cell ule. qui mesure en 
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moyenne une dizaine de micromètres. De remarquables mécanismes de compaction et 

d • organisation spatiale sont ainsi nécessaires pour contenir I' AD dans les noyaux et en 

maintenir l ' iotégrité. 

Des altérations des marque épigénétiques et de l' organisation tridimensionnelle de la 

chromatine sont observées dans de nombreux types de pathologies dont les cancers. Cette revue 

a pour objectif d'aborder les piincipes de base de l' organisation du génome et d en souligner 

l'importance cruciale dan la compréhension des pathologies. 

Orga11imlio11 2D et co111pactio11 de la chrnmatiue 

Euchromatine & marques épigénétiques associées : 

La chromatine est classée en foncti on de son étal de compactioo en deux grandes 

catégories : I' euchromatine et 1 ' hétérochromatine. L' euchromatine est caractérisée par la 

présence de gène tran ciiptionnellemenl actif et par un niveau de compaction faible 

permettant le recru tement des acteurs de la transcription des gènes. L' euchromatine con ti ent le 

gènes, les promoteurs de gène. et les éléments régulateurs des gènes. Ces région se regroupent 

en majorité vers le centre du noyau des cellules. Des modifications épigénétique particulières 

caractéri enl l' euchromatine. L ' extrémité N-tcrminalc de hi lones c t modifiée par des ajouts 

de groupements méthyle acétyle ou de molécules d' ubiquitine (re pectivement me, ac. ou ub) 

sur des résidus lysine (Lys). La triméthylalion du résidu lysine 4 de !' histone H3 (H3Lys4me3) 

et l'acétyla ri on du résidu lysine 27 (H3Lys27ac) sont caractéristiques des régions 

eucbromatinfonnes (]) (Figure 1). 

Hétérochromatine & marques épigénétiques associées : 

L'bétérocbromatine se répartit co deux ous-catégorics : l' hétérocbromatine 

consticut.i ve (H ) et l' hétérochromati ne fac ultative (HF) (Figure 1). Contrairement aux régions 
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euchromatiniennes, l' HC est pauvre en gène. activement transcrit. mai. enrichie en séquences 

répétées ( centromères, télomères ... ). 

Les régions d ' HC sont conservées entre les différents types cellulaire . . Elle! se 

regroupent proche de la membrane nucléaire et dans les zones périnucl éolaires. L' HC est 

caractérisée par la triméthylation du résidu lysine 9 de !'histone H3 (H3Lys9me3). La 

reconnaissance de ces motifs épigénéLiques par I hétérochromati ne protéine 1 (HP 1) induit la 

compaction de l' HC. L 'hétérochromaLine con. tituti ve est indi. pensable à l' intégrité du 

génome : elle participe à la bonne ségrégation des chromosomes lor de la mitose ainsi qu ' à la 

réparation des dommages à l'ADN. De plus, une perte drastique de régions d 'HC est 

communément observée dans Les cancer ; e lle contribue à la progression et à ) ' hétérogénéité 

tumoraJe (2). 

Les gènes impliqués dans le développement et la différenciation cellulaire sont 

retrouvés dans l' hétérochromatine facultative. Par conséquent, les régions d 'HF vont varier 

d ' un type cellulaire à l' autre. La formation d' HF détermine par exemple l ' orientation vers le 

lignage hépatique ou le lignage pancréatique lors du développement ain i que la péciali ·at ion 

des cellules du pancréas endocrine (3) . L'HF est fonnée par l' action de protéines des 

complexe Polycomb (PcG) qui pennettent de réprimer les gènes qui n' ont pas besoin d 'être 

ex primés dans le type cellulaire concerné. Dcu)( complexes PcG moclifï enl les hi tones et 

dépo ent le. marque épigénétique. de triméthylation du résidu lysi ne 27 de I hi stone H3 

(H3Lys27me3) et de monoubiquitination du résidu lysine 119 de l ' hi tone H2A 

(H2ALys ll9ub) caractéristiques del 'HF. Il existe des défauts dans la mise en place de l'HF et 

des dérégulations des PcG sont im pliquées dan l' activation d ' oncogènes et la répression de 

gène suppresseurs de tumeur, favorisant ai nsi la progrcs ion tumorale (4). 

La répartition euchromatine/hétérochromat ine et les modifications épigénétique. 

associées forment le premier niveau d ' organisation du génome: la fibre de chromatine. De 
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récentes avancées technologiques rnajeu,-es ont mis en évidence que le génome se . tructure 

également de façon tridimensionnelle (5). 

Orga11isatùm tridime11.1·i11111wlle du génome 

Boucles de chromatine : 

Grâce à des protéine de structure, les fibres de chromatine forment des boucles. Elles 

permettent de rassembler des région régulatrices éloignées sur la fibre de chromatine et de 

moduler ainsi l'expression/répre sion des gènes (Figure 2). 

Domaines topologiquement as ociés: 

Ce · boucles forment des domaines topologiquement a ·socié (TAD). Les TAD 

contiennent des régions du génome qui imerngi sent préférentiellement entre elles et qui sont 

ainsi physiquement isolées du reste du génome. Les T AD sont relativement conservés selon les 

différents type ' cellulaire · mais le contact entre les différentes région · génomique · d'un 

même TAO dépendent du type cellulaire. 

Compartiment A/B : 

Les différents T AD interagissent entre eux et donnent naissance à deux compartiments 

génomiques, le compartiment A et le compartiment B. Le comparti.menl A, similaire à de 

l'euchromatine, contient des genes activement transcrits contTairement au compartiment B qui 

regroupe les régions peu transcrites similaire. à de l ' hétérochromatine. Le: compartiments A 

interagissent préférentiellement entre eux, de même pour les compartiments B. 

Territoires chromosomiques : 

Les boucles de chromati nes, les TAO et compartiments vont ensuite s organiser sous 

forme de territoires chromosomiques qui représentent le volume qu 'occupe chaque 
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chromosome dans le noyau des cellules et . ont le niveau le plus haut d'organisation de la 

chromatine 6,7). 

Il- Dérégulations de l'organisation du génome et coos~quences pathologiques. 

L'altération du ni veau de compaction/organisation peut avoi r des conséquences 

dramatique · en transformant une cellule saine en une cellule malade. Le lliveau de compaction 

de I' ADN est également un facteur déterminant pour la réponse aux chimiothérapies. 

Perturbations de l'hétérochromatine constitutive : 

Des éludes montrent que dan les cancers du . ei n et du colon. une réduction de 

l' expression de HPI caractéri tique d' une perte d 'hétérocl1romatine et as ociée à un mauvais 

prono t ic. ne ré<lucrion des domaines d ' hétérochromatine entraîne l'exposition de ite 

d'ADN sensibles aux dommages qui augmente par conséquent l'instabilité génomique. 

De plu , la perte d' l-1 est décrite dan de nombreuses maladies dégénérative liées au 

viei lli scmenl (Tableau 1) (8). 

Perturbations de l'hétérochromatine facultative : 

De .. altérations de la fo rm ation de l' HF ont été décrites dans le cancer du pancréas 

comme favorisant l' initiation, la croissance tumorale ei la dissémination métastatique de ce 

cancer (9 . En d'autres termes, perturber l'HF favorise l'expression d'oncogènes normalement 

réprimé . Une nouvelle thérapie (Tazemetostat) ciblant un acteur de la formation d'HF vient 

d'être récemment approu vée par la Food and Drng Administration (FDA) pour le traitement 

contre le lymphome folliculaire et de nombreux autres e. sais cliniques prometteurs ciblant des 

acteu rs épigénétiques sont en cours (10). Outre les cancers, les dérégulations d' acteurs de 

l' homéostasie épigénéti que sont également décrites dans les diabètes de type I, Il et gcstalionnel 

(Tableau 1) (3) ( 11 - 13). 
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Perturbations des boucles de chromatine : 

Une équipe a démontré que la structuration du génome en boucles de chromatine est 

essentiell e pour la signalisation et les mécanismes de réparation de I' ADN sui te à une cassure 

double brin ( 14 ), démontrant ainsi que cette organisation est un élément clé pour le maintien 

de l' intégrité du génome (Tableau 1). 

Perturbations des domaines topologiquement associés : 

Grâce à de approche innovantes d ' édition du génome, une équipe de recherche a mis 

en évidence que perturber l'organisation de TAD suJlït à induire l ' expression d 'oncogenes 

(Tableau 1) (15). 

Perturbations des compartiments A/B : 

Une étude récente démontre que les cellules pancréatique aine et cancéreuses 

diffèrent dans l ' organisation 3D de leur génome. Cette différence de confonnation est d'autant 

plus importante dans le can ers pancréatique méta. tatique . Ce altérations ' accompagnent 

de modiflcation épigénétique conduisant à un pas age du companimenl B ver A ur de 

nombreuses région génomique et d 'une modification du profil d 'expression des gènes. Les 

gène. impactés par ce changement sont impliqués dans la dissémination métru tatique et 

as ocié à un mauvais pronostic (Tableau l) (16). 

Conclu ion: 

Le génome possède une organisation bi et tridimensionnelle très finement régulée par 

de nombreux acteurs. Cet agencement conditionne la différenciation cellulaire et s' avère 

pdmordial pour l' hom éostasie cellulaire. Des technologies sophistiquées on t permis récemment 

de relier celle structuration jusqu'alors méconnue au développement et à la progression de 
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pathologies. Ceci souligne l' importance d 'en étudier la mécanistique pour mieux comprendre 

et agir ur les con équences désastreuses de leur dérégulation. 
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Légendes des figures : 

Figure 1 : R_eprésentation schématique de l' organisation bidimensionnelle du génome et des 
acteurs épigénétiques associés. Les régions euchromatiniennes sont représentées en bleu clair 
et les hétérochromatinien nes en bleu foncé. H3: hi stone H3, Lys : résidu lysine, ac : groupement 
acétyl, me3 : groupement triméthyle, ub : groupement ubiquitine. HPl : hétérochromatine 
protéine 1. Figure réalisée avec BioRender. 

Figure 2 : Représentation schématique de 1 ' organisation hidi mensionnel le du génome. La fibre 
de chromatine fonnc, grâce à des protéines de structure, des boucles de chromatine. Les boucle 
s'organisent en domaines topologiquement associés (TAD) qui se regroupent en 
compartiment.. Ces architecture 3D ordonnées s ' agencent el forment les territoires 
chromosomiques qui représentent Je volume occupé par chaque chromosome dans le noyau. 
TC: terlitoire chromo. omique. Figure réalisée avec BioRender. 

Tableau 1 : Altérations de 1 ' organisation du génome et pathologies associées. Des nombreuses 
pathologies possèdent de dérégulations de protéines impliquée dans l 'architecture du génome. 
HPI : hétérochromatine protéine 1 ; HC : hétérochromatine constitutive ; PcG : protéines des 
complexe ' Polycomb. 
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