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RESUME 
 

 

HIC1 (Hypermethylated in Cancer 1) est un répresseur transcriptionnel codé par un gène 

suppresseur de tumeur localisé en 17p13.3. Cette région est perdue ou inactivée par 

hyperméthylation dans de nombreux cancers humains ; et les souris hétérozygotes Hic+/- 

développent des tumeurs spontanées avec une incidence beaucoup plus élevée que les 

souris contrôle. 

Cette protéine est impliquée dans des boucles de régulation complexes impliquant p53, la 

désacétylase de classe III SIRT1 ainsi qu’une des protéines de contrôle du cycle cellulaire, 

E2F1. 

En réponse aux dommages à l’ADN, HIC1 réprime SIRT1, ce qui a pour conséquence 

l’augmentation du taux de p53 acétylée active. Ceci conduit à l’apoptose et à l’arrêt du cycle 

cellulaire. HIC1 étant lui-même activé par p53, cette boucle peut s’auto entretenir. Cette voie 

est également régulée par le métabolisme puisque la répression de SIRT1 par HIC1 est due, 

notamment, au corépresseur CtBP, lui-même régulé par la balance NADH/NAD+. 

D’autre part, et de manière intrinsèquement liée, cette même réponse aux dommages à 

l’ADN induit l’expression de HIC1 par E2F1. Ceci mène à une seconde boucle de régulation 

puisque HIC1 réprime E2F1, notamment lors de la phase de quiescence G0. 

Cette présente étude porte sur les différents mécanismes de répression transcriptionnelle 

mis en place par HIC1, sur ses gènes cibles déjà connus et nouvellement identifiés. 

Nous avons pu identifier un nouveau corépresseur de HIC1, MTA1, un membre du complexe 

NuRD, dont le recrutement est contrôlé par la compétition SUMOylation/Acétylation de la 

Lysine 314 de HIC1. De manière cohérente avec le rôle de HIC1 dans le contrôle de la 

croissance, le complexe HIC1-MTA1 est lié au promoteur de nouveaux gènes cibles, p57KIP2 

et Cycline D1, dans des cellules quiescentes, ainsi qu’à un site nouvellement identifié au sein 

du promoteur de SIRT1. 

Tandis que le complexe NuRD apparaît réguler une majorité des gènes cibles de HIC1 

connus à ce jour, ce n’est pas le cas pour CtBP, qui régulerait SIRT1 et un gène identifié 

récemment, CXCR7. 

De plus, HIC1 interagit avec le complexe SWI/SNF composé de l’ATPase BRG1 et de la sous-

unité appartenant aux complexes répresseurs ARID1A, et ce pour réprimer E2F1, mais pas 

SIRT1, au sein de cellules primaires quiescentes. 

Ces résultats suggèrent la mise en place par HIC1 de mécanismes de répression 

transcriptionnelle complexes et finement régulés en fonction du type de gènes cibles et de 

l’état de la cellule. 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Maurice et Evelyne, 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 



REMERCIEMENTS 
 

 

 

 

Je tiens tout d’abord à remercier le Docteur Yvan De Launoit pour m’avoir accueillie au sein 

de son unité. 

 

 

Je tiens également à remercier les membres de mon jury. 

Je remercie le Docteur Stéphane Ansieau et le Docteur Pierre-Antoine Defossez pour avoir 

accepté d’être les rapporteurs de ce travail et pour avoir donné de leur temps à la lecture de 

ce « petit » manuscrit. 

Je remercie également le Professeur Véronique Clavey, le Docteur Franck Dequiedt et le 

Professeur Olivier Rohr pour avoir accepté d’examiner mon travail de Thèse. 

 

 

Le plus grand Merci au Docteur Dominique Leprince. Grâce à toi le Schtroumpf Grognon a 

bien grandi depuis son DEA… Qui sait, il deviendra peut-être à son tour le Grand Schtroumpf 

favori de ses étudiants (et pourra se souvenir du temps où il était dans les éprouvettes…). 

En tout cas c’est avec regrets que je quitterai ton groupe ; et j’espère atterrir dans une 

contrée où (peut être ma ?) future chef m’apportera autant de choses que tu as pu le faire 

tout au long de ces courtes années. Et ben elle va avoir du boulot ! 

 

 

Merci à toutes celles et ceux qui ont fait ou font encore partie du groupe HIC. L’indéracinable 

Cateline, les anciens thésards Sophie et Seb, les anciens post-docs Tony, Valérie et Majid, et 

les nouvelles Vanessa et Béné. Mais surtout : 

 

 Merci Nico, et oui on a un seul mentor pendant sa thèse, qui en général est le 

thésard précédant. Moi j’ai eu du bol de tomber sur toi ! Merci donc, évidemment pour 

toutes les petites (et grosses) techniques de manipes, mais surtout pour tous les bons 

moments passés au cours de ces deux années qui furent trop courtes, tu resteras mon voisin 

de bureau favori ! J’espère vraiment avoir l’occasion de te recroiser plus longuement que les 

« petits coucou » de maintenant. Bon ok, dans un futur proche ça va être difficile. Mais je 



suis sûre qu’au pire on pourrait ouvrir un « marchand de fleurs – loueur de vieux films 

pourris », faudra qu’on en discute autour d’une prochaine bière ! 

 

 Merci à mon p’tit Gaylord… Lorsque le maître se retire, cela signifie que Padawan est 

devenu Jedi ; et ben voilà ! Il va maintenant falloir que tu continues sans moi, mais j’ai 

comme qui dirait l’impression que ça ne va pas être trop dur… Tu devrais t’en sortir comme 

un pro, certes un peu beaucoup tatillon et névrosé des choses trop bien faites, mais ce n’est 

pas forcément un gros défaut. En tout cas bon courage Anne-Laure pour la maison. A ce 

propos, je voulais te demander : quand il fait le ménage est-ce qu’il met un sopalin sous le 

seau ?... Mais surtout Merci pour toutes ces choses que je n’énumèrerais pas ici (on n’est 

pas là pour faire un roman), mais tu les connais. 

 

 

Je remercie également Nini et Marie-Christine, vous resterez mes secrétaires favorites. Je 

sais que ce n’est pas très original et que tout le monde vous le dit, mais si on se répète tous 

c’est qu’il y a vraiment de bonnes raisons de vous le dire ! 

 

 

Merci à toutes celles et ceux qui m’ont permis de passer de bons moments dans le labo, le 

midi (et y’en a eu en 5 ans !), le soir, le week-end, pendant les « vacances » quand on est 

presque tous seuls… Bref, tout le monde devrait se reconnaître ! 

 

 

Dans un registre complètement différent, Merci à mes autres « collègues » de défoulement 

et de détente – soirées – compétitions – etc…, indispensables à une Thèse réussie. En 

particulier à ceux du club de Hockey Subaquatique du LUC. Grâce à vous j’ai découvert le 

sport idéal et la belle-famille qui va avec… 

 

 

Et enfin et surtout, Merci Max. Finalement c’est facile de changer de nom, même en pleine 

rédaction de Thèse ! Et que nos aventures continuent sous de nouveaux horizons… 

 

 

 

 



SOMMAIRE 

 

 

INTRODUCTION.................................................................1 

  I.  Epigénétique et cancer.................................................1 

    A.  Le cancer ............................................................................. 1 

    B.  L’épigénétique ...................................................................... 2 

        1)  Définition ...........................................................................................2 

        2)  La méthylation de l’ADN......................................................................3 

        3)  Les modifications post-traductionnelles des histones .............................4 

        4)  Les micros ARN ..................................................................................6 

    C.  Implication de l’épigénétique dans la cancérisation .................. 6 

        1)  Perturbation de la trame de méthylation de l’ADN .................................6 

        2)  Perturbation des modifications d’histones .............................................7 

        3)  La cellule souche cancéreuse...............................................................8 

  II.  La répression transcriptionnelle ...................................9 

    A.  Généralités ........................................................................... 9 

        1)  Dialogues épigénétiques......................................................................9 

        2)  Le code des histones ........................................................................ 10 

        3)  Les modifications d’histones et l’état chromatinien .............................. 12 

    B.  Les complexes de répression transcriptionnelle...................... 13 

        1)  De multiples complexes de répression ................................................ 13 

            •  Les complexes à activité ATPase « en bref »................................................14 

            •  Les complexes modifiant les histones ..........................................................15 

                ο  Sin3 .....................................................................................................15 

                ο  PcG......................................................................................................16 

            •  Les « super complexes »............................................................................18 

            •  Les corépresseurs : l’exemple de CtBP ........................................................18 

        2)  Les complexes à activité ATPase........................................................ 20 

            •  SWI/SNF...................................................................................................20 



                ο  Composition..........................................................................................20 

                ο  Fonctionnement ....................................................................................22 

                ο  Rôles....................................................................................................23 

                ο  Antagonisme SWI/SNF – ISWI ...............................................................26 

            •  NuRD........................................................................................................27 

                ο  Mi2 ......................................................................................................27 

                ο  HDAC1 et 2 ..........................................................................................28 

                ο  RbAp46 et 48........................................................................................28 

                ο  P66α et β .............................................................................................29 

                ο  MBD2 et 3 ............................................................................................29 

                ο  MTA1, 2 et 3.........................................................................................30 

    C.  Quand la complexité s’en mêle : le cas « simple » de BCL6 .... 35 

        1)  Du gène à la protéine ....................................................................... 35 

        2)  Fonctions de BCL6 ............................................................................ 37 

        3)  Mécanismes d’action ......................................................................... 40 

            •  Le domaine BTB/POZ.................................................................................40 

            •  La région centrale......................................................................................41 

            •  Les doigts de zinc ......................................................................................42 

        4)  Des mécanismes moléculaires aux applications thérapeutiques ............ 43 

    D.  Quand la complexité se complexifie : le cas des protéines BCL11

................................................................................................... 44 

        1)  Caractérisation ................................................................................. 44 

        2)  Oncogènes ou gènes suppresseurs de tumeurs ? ................................ 46 

        3)  Les mécanismes d’action de ces protéines .......................................... 47 

            •  Corépresseurs ...........................................................................................47 

            •  Répresseurs transcriptionnels directs ..........................................................48 

            •  Activateur .................................................................................................48 

            •  Autre mécanisme.......................................................................................49 

        4)  Les fonctions des protéines BCL11 ..................................................... 50 

            •  BCL11A.....................................................................................................50 

                ο  Système immunitaire.............................................................................50 

                ο  Hémoglobine fœtale ..............................................................................51 

            •  BCL11B.....................................................................................................52 



                ο  Système immunitaire.............................................................................52 

                ο  Apoptose ..............................................................................................53 

                ο  VIH (Virus de l’Immunodéficience Humaine) ...........................................54 

                ο  Développement neuronal .......................................................................55 

                ο  Développement de la peau ....................................................................56 

                ο  Développement des dents......................................................................56 

  III.  La SUMOylation.......................................................56 

    A.  Généralités ......................................................................... 56 

        1)  Les protéines SUMO.......................................................................... 56 

        2)  Les sites de SUMOylation .................................................................. 58 

        3)  Le système de conjugaison/déconjugaison ......................................... 58 

        4)  Les chaines polySUMO ...................................................................... 60 

        5)  Les régulateurs directs de SUMOylation.............................................. 61 

        6)  Importance de la voie SUMO ............................................................. 61 

    B.  Fonctions............................................................................ 62 

        1)  Transcription .................................................................................... 62 

            •  Répression transcriptionnelle ......................................................................62 

            •  Activation transcriptionnelle........................................................................64 

        2)  Stabilité génomique .......................................................................... 64 

        3)  Mitose/Méïose .................................................................................. 65 

        4)  Stabilité protéique ............................................................................ 66 

        5)  Transport nucléaire et transduction du signal...................................... 67 

        6)  Réponse au stress ............................................................................ 67 

  IV.  Relations SUMOylation – autres modifications ............68 

    A.  SUMOylation – Méthylation .................................................. 68 

    B.  SUMOylation – Phosphorylation............................................ 70 

        1)  Les sites définis ................................................................................ 70 

        2)  Agonisme Phosphorylation – SUMOylation .......................................... 71 

        3)  Antagonisme Phosphorylation – SUMOylation ..................................... 72 

        4)  Et complexifions un peu… ................................................................. 74 

    C.  SUMOylation – Ubiquitination ............................................... 75 



        1)  En lien avec la dégradation protéique................................................. 75 

        2)  Rôles différents de la dégradation protéique....................................... 77 

    D.  SUMOylation – Ubiquitination – Phosphorylation.................... 79 

    E.  SUMOylation – Acétylation ................................................... 81 

    F.  SUMOylation – Acétylation – Phosphorylation ........................ 82 

  V.  HIC1 : une cible et un acteur de modifications post-

traductionnelles ?.............................................................84 

    A.  HIC1 et le cancer ................................................................ 84 

        1)  Découverte de HIC1 ......................................................................... 84 

        2)  Implication dans les tumeurs solides .................................................. 85 

        3)  Implication dans les hémopathies malignes ........................................ 86 

        4)  HIC1 : un gène suppresseur de tumeurs ............................................ 87 

        5)  Relations HIC1/p53........................................................................... 88 

        6)  HIC1 : un gène pré marqué des cellules souches cancéreuses ?........... 89 

    B.  HIC1 et le syndrome de Miller-Dieker.................................... 90 

    C.  HIC1 est un répresseur transcriptionnel ................................ 92 

        1)  La protéine HIC1 .............................................................................. 92 

        2)  Répression directe ............................................................................ 95 

            •  Liaison à l’ADN ..........................................................................................95 

            •  FGF-BP1 ...................................................................................................95 

            •  ATOH1......................................................................................................96 

            •  E2F1.........................................................................................................99 

        3)  Répression indirecte.......................................................................... 99 

        4)  Focus sur le contrôle de l’activité d’un gène cible direct : SIRT1 ......... 101 

            •  L’acétylation............................................................................................101 

            •  SIRT1 : oncogène ou gène suppresseur de tumeurs ? ................................102 

            •  SIRT1 est finement régulée à différents niveaux ........................................103 

    D.  Les boucles de régulation ...................................................105 

 

 



RESULTATS ................................................................... 111 

  I.  Introduction ............................................................ 111 

  II.  Publication n°1....................................................... 113 

  III.  Publication n°2...................................................... 157 

  IV.  Publication n°3 ...................................................... 165 

  V.  Etude de l’interaction entre HIC1 et les protéines BCL11

.................................................................................... 185 

    A.  Validation de l’interaction entre HIC1, BCL11A et BCL11B......185 

    B.  L’interaction entre HIC1 et BCL11 est complexe....................187 

    C.  A quoi ça sert ?..................................................................190 

    D.  Perspectives ......................................................................197 

 

DISCUSSION ................................................................. 199 

 

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES .................................. 213 

 

ANNEXES ...................................................................... 239 

  I.  Publication n°4 ........................................................ 239 

  II.  Publication n°5....................................................... 247 

 

 

 

 

 

 



ABBREVIATIONS 

 
5-AzaC : 5-Azacytidine 

ADN : Acide Désoxyribonucléique 

ARNm : Acide Ribonucléique messager, miRNA : micro ARN 

ATP : Adenosine Tri Phosphate 

BCL11 : B Cell Lymphoma/leukemia 11 

BTB/POZ : Broad complex, Tramtrack, Bric à brac/POx viruses and Zinc finger 

CD : Cluster of Differentiation 

CIMP : CpG Island Methylator Phenotype 

CtBP : C terminal Binding Protein 

DBD : DNA Binding Domain 

DLBCL : Diffuse Large B Cell Lymphoma 

DNMT : DNA Methyl Transferase 

ES : Embryonic Stem 

GC : Germinal Center 

HAT : Histone Acetyl Transferase 

HDACs : Histones deacetylases 

Ig : Immunoglobuline 

Kda : kilodalton 

KRAB : Krüppel Associated Box 

LOH : Loss of Heterozygoty 

LTR : Long Terminal Repeat 

MBD : Methyl CpG Binding Domain 

MBP : Methyl CpG Binding Protein 

MTA1 : Metastasis Associated protein 

NAD+/NADH : Nicotinamide Adenine Dinucleotide 

NLS : Nuclear Localisation Signal 

NuRD : Nucleosome Remodeling and Deacetylase 

PcG : Polycomb Group 

PEV : Position Effect Variegation 

PIAS : Protein Inhibitor of Activated STAT 

POK : POZ and Krüppel 

SENP : SUMO specific protéase 



SET : Suppressor of the variegation – Enhancer of Zeste and Trithorax 

SIM : SUMO Interacting Motif 

STUbLs : SUMO-Targeted Ubiquitin Ligases 

SUMO : Small Ubiquitin-likr Modifier 

TCR : T Cell Receptor 

TRD : Transactivation Domain 

TrxG : Trithorax Group 

TSA : Trichostatine A 

Ubls : Ubiquitin-like proteins modifiers 

Ulps : Ubiquitin-like protein specific proteases 

UTR : Untranslated Region 

ZF : Zinc Finger 

DSBs : Double Strand Breaks 

MDS : Miller Dieker Syndrome 

Pb : paire de bases 

EGL : External Granule Layer 

IGL : Internal Granule Layer 

GCP : Granule Cell Precursor 

Hh : Hedgehog 

Shh : Sonic hedgehog 

PTM : Post Translational Modification 

MEF : Mouse Embryonic Fibroblast 

RC : Région Centrale 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 



  1 

INTRODUCTION 

 

 

I. Epigénétique et cancer 
 

A. Le cancer 

 

Selon le dictionnaire médical, le cancer est un groupe de maladies présentant deux 

caractéristiques majeures : la croissance incontrôlée des cellules du corps humain et la 

capacité de ces cellules à se propager à des sites distants, c’est-à-dire à métastaser. 

Cette maladie est la première cause de mortalité en France depuis 2007 et entraîne le décès 

de 8 millions de personnes par an dans le monde. 

Alors que l’incidence des cancers a doublé entre 1980 et 2005, le risque de mortalité a 

diminué de 25%, amenant le taux de guérison à un peu plus de 50%. 

Un homme sur deux et une femme sur trois seront concernés au cours de leur vie. Les 

cancers les plus fréquents sont celui de la prostate chez l’homme et celui du sein chez la 

femme. Ce ne sont pas pour autant les plus mortels. Ils sont précédés par les cancers du 

poumon et du colon et suivis de près par ceux du pancréas et les lymphomes et leucémies. 

 

Chez l’Homme, l’incidence des cancers augmente exponentiellement dans les dernières 

décennies de la vie, avec une prédominance des carcinomes épithéliaux (DePinho, 2000). 

Pour des cellules en culture le taux de mutations spontanées est de 2.10-7/gène/division 

cellulaire (DePinho, 2000), ce qui à l’échelle du corps humain est faible comparé à la 

fréquence des cancers. La fréquence d’inactivation d’un gène dans une cellule tumorale est 

1000 fois supérieure à celle d’une cellule normale (Quon and Berns, 2001). D’autres 

évènements en plus des mutations génétiques doivent donc entrer en jeu dans la 

cancérisation. 

Plusieurs observations ont permis de montrer que des phénomènes épigénétiques sont 

impliqués dans la cancérisation, certainement même de manière plus importante que les 

perturbations génétiques. 

Ces évènements ont pu être mis en évidence notamment grâce à l’étude des cancers 

familiaux. Des mutations, au sein de cellules de lignée germinale, de certains gènes 

suppresseurs de tumeurs, sont associées à des formes de cancers familiaux avec une 
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expansion précoce anormale ; ces gènes mutés sont transmis selon les lois de Mendel. Ces 

mêmes gènes sont retrouvés hyperméthylés, donc éteints transcriptionnellement, dans des 

cancers sporadiques (VHL pour le rein, APC pour le colon et BRCA1 dans le cas du cancer du 

sein) (Ting et al., 2006). 

Des études récentes chez la souris ont permis de mettre en évidence une hérédité non 

Mendelienne des cancers. Dans ce cas la maladie est due à une relation entre deux allèles 

homologues en trans. Cette interaction allélique cause des modifications de l’expression des 

gènes qui persistent à travers les générations, même si un seul allèle est présent. Ce 

phénomène a été baptisé paramutation : un allèle agit comme paramutateur et altère 

épigénétiquement l’expression du second. Cette altération épigénétique persiste à travers les 

générations chez les individus qui héritent de la paramutation, même en absence du 

paramutateur. Cette hérédité a été observée à travers 3 générations ou plus (Fleming et al., 

2008). 

 

En plus du niveau génomique, il découle donc de ces observations la notion plus vaste 

d’épigénome du cancer. En effet, les changements épigénétiques peuvent être des 

évènements fondamentaux pour l’initiation tumorale. 

Les modifications épigénétiques peuvent fonctionner comme un réseau dans lequel de 

multiples gènes sont altérés au sein d’une voie, et peuvent également modifier d’autres 

signalisations clés, ce qui implique des évènements épigénétiques qui causent d’autres 

évènements épigénétiques. Ces modifications peuvent cibler une cellule unique, ce qui 

amène au concept de cellule souche cancéreuse selon lequel une seule cellule constitue la 

population capable de perpétuer la tumeur. Ceci pourrait expliquer l’existence de différentes 

sous-populations de types majeurs tumoraux comme dans les cancers du sein (Jones and 

Baylin, 2007). 

Cette notion de cellule souche sera détaillée plus loin. 

 

 

B. L’épigénétique 

1) Définition 

 

L’épigénétique est l’étude héréditaire du changement de l’expression des gènes sans 

modification de la séquence de l’ADN. C’est donc un système régulateur en deçà de 

l’information de séquence du code génétique (Jenuwein and Allis, 2001). 
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Le contrôle épigénétique de l’expression des gènes est fondamental au cours du 

développement. Il est impliqué notamment dans l’inactivation du chromosome X chez la 

femelle, ainsi que dans la mise en place de l’empreinte génomique lorsqu’un allèle doit être 

exprimé différemment selon l’origine parentale (Wolffe and Matzke, 1999). 

Les mécanismes épigénétiques établissent une base fondamentale pour la maintenance de 

l’identité de cellules souches embryonnaires (ES pour Embryonic Stem cells) et la mémoire 

cellulaire à long terme, cruciales pour le développement normal (Kim et al., 2009). 

On peut distinguer trois niveaux de régulation épigénétique : la méthylation de l’ADN, les 

modifications post-traductionnelles d’histones et la répression par micro ARN. 

 

 

2) La méthylation de l’ADN 

 

Chez les procaryotes la méthylation de l’ADN s’effectue sur les Adénines et les Cytosines, elle 

fait partie du système de restriction de l’hôte (Klose and Bird, 2006). 

Chez les eucaryotes elle ne modifie que les Cytosines qui sont couplées à une Guanine (CpG) 

et est associée à un statut répressif de la chromatine. Les CpG sont souvent présents sous 

forme d’îlots au sein de promoteurs de gènes ou en groupes étendus dans les régions à 

séquences répétitives du génome. Cette modification épigénétique est indispensable 

puisqu’elle est essentielle à la viabilité chez la souris (Klose and Bird, 2006). Les vertébrés 

possèdent le plus haut taux de Cytosines méthylées dispersées dans tout le génome, elles 

représentent 1% de l’ADN total et affectent 70-80% de tous les CpG (Bird, 2002). 

Les enzymes responsables de la mise en place de cette méthylation sont les DNMT (DNA 

(cytosine-5) methyltransferase). Les protéines DNMT3A et B sont des méthyltransférases de 

novo responsables de l’établissement de la trame de méthylation des Cytosines à l’ADN non 

méthylé. Elles fonctionnent en association avec DNMT3L qui module leur activité catalytique. 

Elles agissent notamment lors de l’embryogenèse précoce. En effet, après déméthylation 

totale du génome en vue de la reprogrammation génétique, les marques de méthylation de 

l’ADN sont rétablies. Puis, ce patron de méthylation est maintenu par l’enzyme de 

maintenance DNMT1, notamment pendant la division cellulaire (Klose and Bird, 2006) (Kim 

et al., 2009). 

Pour l’instant, et malgré les controverses de la littérature, aucune activité déméthylase de 

l’ADN n’a pu être précisément caractérisée, même si l’on sait qu’elle doit exister (Kim et al., 

2009). 
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La méthylation de l’ADN n’est pas indépendante des autres modifications épigénétiques. En 

effet, les gènes méthylés surexprimés dans une cellule par transfection transitoire peuvent 

être réactivés par traitement à la TSA (Trichostatine A), un inhibiteur d’histones 

désacétylases (HDACs). Cependant, les îlots CpG naturellement méthylés ne peuvent pas 

être réactivés par une simple application de cet inhibiteur. Le recrutement d’HDACs est donc 

important mais des mécanismes supplémentaires sont également nécessaires pour 

l’extinction des gènes dépendante de la méthylation de l’ADN (Bird and Wolffe, 1999). 

 

 

3) Les modifications post-traductionnelles des histones 

 

L’unité de base de la chromatine est le nucléosome. Il est constitué d’un octamère d’histones 

(un tétramère H3 H4 entre deux dimères H2A H2B) entouré de deux tours de superhélice 

d’ADN (147 paires de bases). Une histone est une petite protéine basique comportant un 

domaine globulaire C-terminal et une queue N-terminale non structurée qui sort du 

nucléosome. L’histone inter-nucléosomal H1 permet de mettre en place un filament de 

chromatine plus compacté (Jenuwein and Allis, 2001). 

 

La queue N-terminale des histones, chargée positivement, peut être modifiée par ajout de 

différents groupements : acétylation des Lysines, méthylation des Lysines et Arginines, 

phosphorylation des Sérines et Thréonines, ubiquitination des Lysines, SUMOylation des 

Lysines, ADP-ribosylation des Acides Glutamiques, désimination des Arginines (ce qui les 

convertit en Citrulline) et isomérisation des Prolines. Ces modifications peuvent affecter le 

degré de compaction de la chromatine en affectant le contact entre les histones de 

nucléosomes adjacents ou l’interaction entre l’histone et l’ADN. Certaines modifications 

Figure 1 : Représentation schématique d’un 
nucléosome. 
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changent la charge des histones, comme la phosphorylation ou l’acétylation qui neutralise la 

charge basique (Kouzarides, 2007). 

Des protéines sont recrutées aux formes modifiées des queues d’histones via des domaines 

spécifiques pour chaque type de modification. Ainsi, la méthylation des Lysines est reconnue 

par les domaines « chromolike » présents dans les protéines de la famille « Royal » : les 

domaines chromo, tudor, MBT, ainsi que par les domaines PHD. L’acétylation est reconnue 

par les bromodomaines et la phosphorylation par un domaine des protéines 14-3-3. Un 

certain nombre de protéines sont identifiées comme étant recrutées à des modifications 

spécifiques. 

 

Le dialogue entre les modifications peut avoir lieu à différents niveaux. Par exemple, les 

différentes modifications ciblant les mêmes résidus, comme les Lysines, sont mutuellement 

exclusives. A un niveau supérieur, la liaison d’une protéine à un résidu peut être favorisée ou 

empêchée par la modification d’un résidu adjacent, ou l’activité catalytique d’une enzyme 

peut être compromise par modification de son site de reconnaissance sur le substrat. La 

communication entre les modifications peut également avoir lieu entre les différentes queues 

d’histones. Il découle de ces modifications l’hypothèse du code des histones selon laquelle le 

statut d’expression d’une région particulière de la chromatine dépend de la combinaison 

donnée des modifications d’histones (Kouzarides, 2007). 

 

Les histones sont des traducteurs entre le génotype et le phénotype. Elles ont une fonction 

dynamique dans la régulation de la structure de la chromatine et l’activité des gènes. Elles 

pourraient être impliquées dans l’établissement et le maintien d’une mémoire épigénétique 

(Lujambio and Esteller, 2009). 

 

Des altérations des niveaux de méthylation de l’ADN et de modifications d’histones peuvent 

être induites par exposition à une variété d’agents environnementaux ainsi que par le style 

de vie (diète par exemple) (Vaissiere et al., 2008). 

 

Figure 2 : Les modifications d’histones sont la cible de protéines via des domaines spécifiques 
(Kouzarides, 2007). 
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4) Les micros ARN 

 

Les miRNAs (micro ARNs) ont été récemment découverts et constituent un troisième type de 

régulateur épigénétique. 

Ce sont des petits ARN d’une vingtaine de bases qui se lient sur des sites partiellement 

complémentaires de la région 3’UTR (Unstranslated Region) des gènes. Ils peuvent dégrader 

les ARNm (ARN messagers) ou directement inhiber leur traduction. Cette répression par 

miRNA est une voie supplémentaire en dehors du changement de la séquence d’ADN par 

laquelle l’expression des gènes peut être modulée (Lopez et al., 2009). 

Le profil d’expression des miRNAs est altéré dans les cancers ; ils peuvent se comporter 

comme gènes suppresseurs de tumeurs ou comme des oncogènes (Lujambio and Esteller, 

2009). 

 

Le cancer est une maladie génétique et épigénétique. L’épigénétique offre une explication 

additionnelle qui, avec la génétique, mène à une meilleure compréhension du processus 

malin dans son ensemble. 

 

 

C. Implication de l’épigénétique dans la cancérisation 

1) Perturbation de la trame de méthylation de l’ADN 

 

Une des caractéristiques de l’épigénome du cancer est la perturbation de la trame de 

méthylation de l’ADN. Le taux de méthylation global ne change pas mais la distribution est 

différente : il est observé une déméthylation globale du génome et une hyperméthylation 

localisée de certains promoteurs via les îlots CpG (Ting et al., 2006). Au moins une partie de 

ces changements ont lieu précocément dans le développement tumoral et pourraient initier 

la carcinogenèse (Lopez et al., 2009). 

 

La perte globale de méthylation dans les cancers a deux conséquences principales. Tout 

d’abord elle mène au réveil de régions habituellement silencieuses : celles à empreinte, mais 

également celles contenant des insertions virales et des transposons parasitaires. Elle affecte 

également la stabilité globale des chromosomes (Lopez et al., 2009). 

 

Les gènes suppresseurs de tumeurs résident souvent dans des régions caractérisées par des 

délétions chromosomiques fréquentes. Ces délétions entraînent une perte d’hétérozygotie 
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(LOH pour Loss Of Heterozygoty). Au sein de certaines régions il semble que la méthylation 

de l’ADN précède la LOH (altération génétique) (Jones and Baylin, 2002). 

La méthylation de promoteurs qui augmente de façon concomitante avec l’âge pourrait 

expliquer l’association âge/cancer. La méthylation de novo des îlots CpG s’effectue 

précocément pendant le processus de carcinogenèse, elle peut être détectée dans des 

épithéliums qui présentent encore un aspect normal (Jones and Baylin, 2002). 

Les CIMP (CpG Island Methylator Phenotype), un phénotype de méthylation des îlots CpG, 

ont été mis en évidence par leur association avec des tumeurs qui ont une localisation 

proximale dans le colon. Ils ont été définis par l’observation de la concordance de 

l’hyperméthylation d’une série de gènes et le phénotype d’instabilité microsatellitaire (MSI) 

(Schuebel et al., 2006). 

Les cancers avec le phénotype CIMP présentent un faible degré d’anomalies 

chromosomiques (McKenna and Roberts, 2009). Ces anomalies de méthylation de l’ADN sont 

en interaction directe avec celles des modifications d’histones. En effet, plusieurs gènes 

identifiés CIMP sont ciblés par les protéines du groupe Polycomb (PcG), impliquées dans la 

maintenance de la suppression transcriptionnelle dans les cellules ES via des modifications 

particulières d’histones. Le contrôle PcG est critique pour l’extinction à long terme de 

l’expression de gènes essentiels pour le développement et le renouvellement cellulaire adulte 

(Schuebel et al., 2006). 

 

 

2) Perturbation des modifications d’histones 

 

La méthylation de l’ADN et les modifications d’histones contrôlent l’expression des gènes par 

un dialogue transversal précis impliquant plusieurs protéines et complexes différents. Au sein 

des cellules cancéreuses, le contrôle précis des mécanismes épigénétiques est perdu, ce qui 

promeut l’expression du phénotype tumoral. 

Les trames de modifications d’histones sont établies très tôt dans la tumorigenèse et 

évoluent pendant la progression tumorale, montrant leur évidente signification biologique 

(Lujambio and Esteller, 2009). Des évidences expérimentales au sein de cellules de cancer 

du colon sous-tendent le modèle selon lequel la méthylation des histones serait mise en 

place lors des phases initiales d’extinction de l’expression des gènes dans le cancer. Vient 

ensuite la méthylation de l’ADN qui peut se propager le long du promoteur avec le temps 

(Baylin and Ohm, 2006). Les modifications épigénétiques pourraient donc rendre des 

groupes de gènes vulnérables à certaines erreurs. Ceci résulterait en une méthylation 
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aberrante de l’ADN des promoteurs durant la progression cancéreuse (Ohm and Baylin, 

2007). 

 

Un modèle est proposé selon lequel le cancer serait initié par des évènements épigénétiques 

dans une population souche ou progénitrice, ce qui créerait un environnement favorable à 

l’accumulation de mutations génétiques additionnelles et au développement tumoral. 

L’instabilité génomique pourrait donc être une conséquence des évènements épigénétiques 

conduisant à la progression tumorale et non un initiateur de carcinogenèse. Une question 

découle directement de ce modèle : l’instabilité génomique est-elle un événement essentiel 

promouvant le cancer ou une conséquence secondaire non requise pour l’initiation ou la 

progression cancéreuse ? Il existe plusieurs cancers agressifs pour lesquels la seule lésion 

génétique détectable est la perte de protéines remodelant la chromatine. Les altérations 

épigénétiques pourraient donc conduire au cancer en absence d’instabilité génomique 

(McKenna and Roberts, 2009). 

 

 

3) La cellule souche cancéreuse 

 

La contribution épigénétique dans le cancer s’étend des stades précoces de la transformation 

tumorale aux métastases qui sont la cause principale de mortalité chez les patients qui ont 

des tumeurs solides (Lujambio and Esteller, 2009). 

Plusieurs études suggèrent que les cellules souches ou des progéniteurs précoces pourraient 

être les précurseurs à partir desquels dérivent les cellules cancéreuses. En effet, les tumeurs, 

qui possèdent des marqueurs de ces types cellulaires, sont constituées de populations 

cellulaires hétérogènes et sont caractérisées par l’augmentation de signalisations importantes 

pour la maintenance des cellules souches (Ohm and Baylin, 2007). 

Les cellules cancéreuses du colon et du sein sont enrichies en de multiples composants de la 

chromatine caractéristiques des promoteurs éteints, menant à la répression transcriptionnelle 

en association avec une méthylation aberrante de l’ADN. Lorsque ces promoteurs sont 

réactivés par déméthylation de l’ADN ils ne retournent pas à un stade intégralement 

euchromatique. En effet, des marques répressives persistent telles que la triméthylation de 

la Lysine 27 de l’histone H3 (H3K27Me3) (Ohm and Baylin, 2007). 
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II. La répression transcriptionnelle 
 

A. Généralités 

1) Dialogues épigénétiques 

 

La méthylation de l’ADN et les modifications d’histones sont importantes pour coordonner la 

transcription, la réplication et les processus de réparation. Dans tous ces évènements 

cellulaires complexes, le dialogue entre ces modifications pourrait aider au recrutement 

ordonné et au maintien de facteurs protéiques. 

La méthylation initiale de l’ADN ou des histones attirerait les complexes répresseurs pour 

créer une conformation de la chromatine non favorable à la transcription. Cette altération 

initiale influencerait la chromatine voisine et la rendrait sujette à la propagation de la 

méthylation (Kim et al., 2009). 

 

Les protéines MBP (Methyl-CpG-binding Proteins) ont été mises en évidence comme étant la 

clé de la connexion entre l’ADN méthylé et la répression transcriptionnelle. En effet, MeCP2 

(Methyl-CpG-binding Protein 2) possède un domaine MBD (Methyl-CpG-Binding Domain) qui 

lie les CpG méthylés et un domaine TRD (Transcriptional Repression Domain) qui, via le 

régulateur transcriptionnel Sin3A, interagit avec les HDAC. D’autre part, MBD1 se lie 

sélectivement à l’ADN méthylé et réprime la transcription (Bird and Wolffe, 1999) (Klose and 

Bird, 2006). 

De plus, les protéines de méthylation de l’ADN DNMT1 et 3A interagissent avec le système 

de méthylation des histones SUV39H1-HP1 ainsi qu’avec des HDACs (Fuks et al., 2003; Klose 

and Bird, 2006) (Kim et al., 2009). 

Il existe donc un lien direct entre les activités enzymatiques responsables des deux niveaux 

de régulation épigénétiques distincts. Le remodelage de la chromatine est requis pour que la 

méthylation de l’ADN ait lieu. A l’inverse, la méthylation de l’ADN pourrait influencer celle des 

histones. Il a été mis en évidence que l’association de MeCP2 avec une activité 

méthyltransferase H3K9 est nécessaire pour la méthylation de cette Lysine sur un gène dont 

l’ADN est méthylé (Fuks et al., 2003). 

 

Par contre, l’évènement initial de la répression transcriptionnelle n’est pas encore déterminé. 

Des études sur l’extinction de la transcription d’un transgène introduit dans des cellules en 

culture montrent que la perte de l’acétylation totale de l’histone H3, ainsi que le gain de 
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méthylation de sa Lysine 4, sont les premiers évènements dans le processus de mise en 

place de la répression. Puis survient la méthylation H3K9 et enfin l’hyperméthylation des 

sites CpG. La méthylation des îlots CpG serait donc un événement tardif qui pourrait mener à 

la fermeture du gène de manière irrévocable, d’autant plus qu’il n’y a pas d’ADN 

déméthylase clairement identifiée (Vaissiere et al., 2008). 

Cependant, il est fort probable que, dans certains cas, l’événement initial puisse également 

être la méthylation de l’ADN, et que ceci soit variable selon les conditions. 

 

Ce « dialogue épigénétique » permettrait l’auto propagation du cycle épigénétique pour la 

répression transcriptionnelle à long terme. 

 

 

2) Le code des histones 

 

Le code des histones joue un rôle dans la transcription mais également dans d’autres 

processus tels que la réparation de l’ADN, sa réplication, ou encore la condensation des 

chromosomes. Nous nous limiterons ici à son implication dans la transcription. 

 

L’acétylation des histones ciblant les Lysines est associée à une chromatine 

transcriptionnellement active. Elle est présente à un faible niveau à travers le génome entier 

(Kouzarides, 2007) (Vaissiere et al., 2008). 

Cette acétylation est mise en place par les enzymes HAT (Histones Acetyl-Transferases). 

Grâce à son effet de neutralisation de charge elle ouvre la chromatine, facilitant l’accès de la 

machinerie transcriptionnelle à l’ADN. En effet, elle diminue l’interaction inter nucléosome et 

entre les queues des nucléosomes et l’ADN. L’acétylation forcée par administration 

d’inhibiteur de désacétylases entraine la déméthylation de promoteurs précédemment 

hyperméthylés. La fonction de cette modification pourrait donc être la protection contre la 

méthylation de l’ADN (Sims et al., 2003) (Vaissiere et al., 2008). 

A l’inverse, la désacétylation des histones est associée à la répression transcriptionnelle. Il 

existe trois familles d’HDAC (Histone Deacetylases) nommées I, II et III selon leur homologie 

avec les désacétylases de levure (Kouzarides, 2007). Les HDAC de classe III ou sirtuines 

présentent une certaine sélectivité pour H4K16 (Vaquero et al., 2004). 

 

La méthylation des histones est beaucoup plus spécifique. Elle peut cibler des Arginines et 

des Lysines et ces résidus peuvent être mono, di ou triméthylés. Ces modifications sont 
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mises en place, entre autres, par des protéines à domaine SET (Suppressor of the 

variegation - Enhancer of Zeste and Trithorax) (Morgunkova and Barlev, 2006). 

Les marques associées à l’activation transcriptionnelle sont la méthylation de H3K4, H3K36 

et H3K79 ; K4 et K36 étant impliquées dans l’élongation (Kouzarides, 2007). 

Les marques associées à la répression de la transcription sont quant à elles la méthylation de 

H3K9 (bien que sa forme triméthylée soit présente au sein de la région codante des gènes 

transcriptionnellement actifs), H3K27 et H4K20 (Kouzarides, 2007). 

Cette modification est beaucoup moins labile que l’acétylation mais est tout de même 

réversible. Il existe deux types principaux de déméthylases : LSD1 et JmjC. LSD1 (Lysine 

Specific Demethylase 1) a été découverte déméthylant les formes mono et diméthylées de 

H3K4, entraînant donc la répression transcriptionnelle (Shi et al., 2004). Cette protéine 

possède un domaine de localisation nucléaire NLS ainsi qu’un domaine SWIRM 

caractéristique des protéines associées à la chromatine (Kubicek and Jenuwein, 2004). La 

famille JmjC déméthyle H3K9 et H3K36 (Kouzarides, 2007). 

 

L’ubiquitination des Lysines entraînerait le recrutement de certaines protéines et aurait un 

effet positif sur la transcription en ouvrant la chromatine grâce à sa taille importante 

(Kouzarides, 2007). 

 

La SUMOylation, quant à elle, joue un rôle répresseur chez la levure (Kouzarides, 2007). 

 

Il s’avère en fait que ce code des histones soit un peu plus compliqué. 

Par exemple, la désacétylation des histones est essentielle pour la répression par la 

méthylation de H3K9. Cependant, cette méthylation seule est insuffisante pour le 

recrutement de HP1 à la chromatine, elle nécessite en effet la présence de SUV39H1. Le 

code des histones peut donc être également interprété dans le contexte d’autres facteurs 

associés à la chromatine. Dans ce cas c’est la combinaison d’interactions avec les histones 

modifiées et d’autres facteurs qui détermine si une protéine sera recrutée ou non (Stewart et 

al., 2005). 

 

 

 

 

 

 



  12 

3) Les modifications d’histones et l’état chromatinien 

 

Il existe deux types d’environnements chromatiniens dans le génome : l’hétérochromatine 

silencieuse et l’euchromatine active. Chacune est associée à un ensemble distinct de 

modifications. 

 

Ces différents environnements sont délimités par des éléments frontières qui recrutent les 

enzymes de modification de la chromatine. Chez la levure, les frontières 

hétérochromatiniennes sont maintenues par la présence de méthylation de H3K4 et H3K9 

dans les régions euchromatiques adjacentes (Kouzarides, 2007). Les insulateurs sont des 

éléments de l’ADN qui protègent un gène des influences transcriptionnelles voisines en 

prévenant l’activation ou la répression inappropriée du gène (Kim et al., 2009). 

 

L’hétérochromatine possède un rôle de protection de l’extrémité des chromosomes et de 

séparation de ceux-ci pendant la mitose. 

Elle présente un faible taux d’acétylation et un taux élevé de méthylation à certains sites 

(H3K9, H3K27 et H4K20). La forme triméthylée de H3K9 est associée à la compaction et à la 

répression transcriptionnelle de l’hétérochromatine péricentromérique. La forme méthylée de 

H3K27, quant à elle, est associée à l’hétérochromatine facultative (comme l’inactivation du 

chromosome X) ; elle est déposée par les complexes PcG pour la répression 

transcriptionnelle des gènes à long terme. Elle serait donc plutôt à l’origine de l’extinction 

d’un gène que responsable du maintien de cet état répressif (Ting et al., 2006) (Kouzarides, 

2007). 

 

L’euchromatine correspond aux régions actives du génome. Elle peut cependant être 

transcriptionnellement activée ou réprimée. 

La forme transcriptionnellement inactive est faiblement acétylée. Elle est associée à la 

diméthylation de H3K9 ainsi qu’à la méthylation de H3K27. 

La forme transcriptionnellement active présente, quant à elle, de hauts taux d’acétylation de 

l’histone H3 et de triméthylation de H3K4, H3K36 et H3K79. Lorsque les gènes sont exprimés 

de manière basale, leurs promoteurs présentent une distribution identique des marques 

actives H3K9Ac et H3K4Me (Ting et al., 2006) (Kouzarides, 2007). 

 

Ces états de chromatine sont donc, au moins en partie, labiles. Un exemple est le 

mécanisme de PEV (Position Effect Variegation) qui se traduit par l’extension de 
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l’hétérochromatine dans la région adjacente de gènes activement transcrits (Sims et al., 

2003). La protéine formant l’hétérochromatine HP1 (Heterochromatin Protein 1), qui lie H3K9 

méthylée, est essentielle dans l’établissement et le maintien de l’hétérochromatine sur un 

gène transitoirement silencieux par le phénomène de PEV. Elle est également associée avec 

des gènes silencieux dans des régions euchromatiques et se trouve au cœur des boucles 

d’évènements qui perpétuent l’hétérochromatine (Fahrner and Baylin, 2003). 

Le recrutement transitoire d’un complexe associé au domaine répresseur KRAB (Krüppel 

Associated Box), impliquant HP1, à un gène euchromatique, produit un état silencieux 

héréditaire mitotiquement qui ne requiert pas la présence d’un composant lié à l’ADN. Le 

traitement par un agent déméthylant l’ADN (5-AzaC pour 5 AzaCytidine) associé à un 

inhibiteur des HDACs (TSA pour Trichostatine A) le réactivant, l’état silencieux pourrait donc 

être maintenu par la méthylation de l’ADN. La PEV est donc mitotiquement héréditaire 

(Ayyanathan et al., 2003). 

 

Il a été mis en évidence des domaines bivalents au sein desquels des marques auxquelles 

sont associées des fonctions opposées coexistent : il s’agit des formes méthylées de H3K27 

(répressive) et H3K4 (activatrice). Cet enrichissement est observé au sein de cellules 

souches et est corrélé à un faible taux d’expression de facteurs de transcription 

développementaux. Lorsque ces cellules ES se différencient, et en fonction des signaux 

reçus, ces domaines bivalents ne conserveront qu’une seule de ces modifications. Ils ont 

donc une implication importante dans la préservation des propriétés de pluripotence des 

cellules ES (Kouzarides, 2007). 

 

 

B. Les complexes de répression transcriptionnelle 

1) De multiples complexes de répression 

 

Il existe de nombreux complexes de remodelage de la chromatine que l’on peut classer en 

deux catégories : ceux utilisant l’énergie de l’ATP (Adénosine Tri Phosphate) pour mobiliser 

les nucléosomes et ceux qui modifient post-traductionnellement les histones et méthylent 

l’ADN. 

Ces complexes sont recrutés à la chromatine soit directement par les facteurs de 

transcription, soit par l’intermédiaire de corépresseurs. 
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• Les complexes à activité ATPase « en bref » 

 

Les complexes à activité ATPase utilisent l’énergie de l’ATP pour remodeler les nucléosomes. 

Les deux représentants majeurs de ces complexes, SWI/SNF et NuRD, seront détaillés plus 

loin. 

 

ISWI (Imitation SWI) est la sous-unité ATPase d’au moins trois complexes remodelant la 

chromatine : ACF (ATP-utilizing Chromatin assembly and remodeling Factor), CHRAC 

(Chromatin Accessibility Complex) et NURF (Nucleosome Remodeling Factor). 

La perte de fonction de cette protéine chez la Drosophile entraîne une décondensation 

dramatique des chromosomes. Au sein des chromosomes polytènes de la glande salivaire, 

ISWI est associée à des centaines de sites euchromatiques avec une trame opposée à celle 

de l’ARN polymérase II, laissant présager un rôle prédominant de répression 

transcriptionnelle. Les défauts de compaction de la chromatine résultant de la perte de 

fonction de cette ATPase sont dus à une incorporation inefficace de l’histone H1 dans la 

chromatine in vivo (Corona et al., 2007). 

Les complexes ISWI sont petits car constitués de 2 à 4 sous-unités. Ils possèdent une 

activité de répression transcriptionnelle mise en place par l’espacement régulier de multiples 

nucléosomes, ce qui promeut la compaction chromatique requise pour l’extinction des gènes. 

Cet espacement régulier est nécessaire pour replier la chromatine en fibre plus compactée 

(Racki and Narlikar, 2008). 

 

Les différents complexes de répression transcriptionnelle, à activité ATPase ou de 

modification des histones, coopèrent au sein de mêmes voies. 

Chez l’Homme, BPTF (Bromodomain and PHD finger Transcription Factor) est la grande 

sous-unité de NURF (NURF301 chez la Drosophile). Cette protéine, via l’un de ses domaines 

PHD (Plant HomeoDomain), interagit avec H3K4 triméthylée, une marque associée avec les 

sites d’initiation de la transcription des gènes actifs. Cette marque stabilise les complexes 

contenant BPTF aux gènes cibles. La reconnaissance de H3K4Me3 est essentielle pour la 

fonction du complexe NURF in vivo. 

D’autre part, WDR5 (WD-Repeat protein 5) est une protéine importante pour le taux global 

de H3K4Me3. Sa diminution d’expression chez le Xénope, tout comme celle de BPTF, cause 

une dérégulation de l’expression de Hoxc8 et donc une postériorisation de plusieurs somites. 

Ces deux protéines sont donc importantes pour le contrôle de l’expression des gènes Hox. 
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Deux régulateurs de la chromatine conservés, WDR5, une protéine adaptatrice essentielle à 

la triméthylation de H3K4, et NURF, un archétype de complexe de remodelage de la 

chromatine, fonctionnent au sein d’une voie biologique commune (Wysocka et al., 2006). 

 

 

• Les complexes modifiant les histones 

 

Nous ne ferons pas ici un catalogue de ces complexes mais détaillerons deux de ceux-ci : 

Sin3 (SWI-independent) et PcG (Polycomb Group). 

 

o Sin3 

Le « cœur » du complexe Sin3 est très conservé de la levure à l’Homme ; il est constitué de 

huit composants : SIN3, HDAC1, HDAC2, RbAp46, RbAp48, SAP30, SAP18 et SDS3. Ce 

complexe possède de multiples fonctions grâce aux interactions protéiques via SIN3 : 

enzymes remodelant les nucléosomes, transférases de N-acétyl-glucosamine ou encore 

méthyl-tranférases des histones et de l’ADN. Les complexes résultant ont donc des 

combinaisons enzymatiques spécifiques ciblant la chromatine (Silverstein and Ekwall, 2005). 

Au sein de ces complexes, SIN3 possède un rôle de plate-forme, HDAC1 et 2 une activité 

enzymatique de désacétylation des histones, et les autres partenaires sont impliqués dans la 

stabilisation des interactions à l’intérieur du complexe et entre les « cœurs » d’histones et le 

complexe. En effet, les protéines RbAp (Retinoblastoma-Associated protein), par leur 

domaine WD, aident à stabiliser physiquement le contact entre le complexe et le 

nucléosome. Les protéines SAP (Sin3-Associated Protein), quant à elles, stabilisent 

l’interaction du complexe avec les HDAC (Silverstein and Ekwall, 2005). 

SIN3 méthyle les histones via son interaction avec ESET (ERG-associated protein with SET 

domain), une méthyl-transférase spécifique de l’histone H3 (Silverstein and Ekwall, 2005). 

Indépendamment de son rôle dans la régulation transcriptionnelle, le complexe Sin3 possède 

un rôle important dans le maintien de l’intégrité du génome (Silverstein and Ekwall, 2005). 

Une étude montre que, lors de la différenciation, les gènes liés par le complexe Sin3 en 

coopération avec la protéine E2F4 sont ceux impliqués dans le cycle cellulaire. Par contre, 

ceux liés par Sin3 « seul » sont impliqués dans des processus de synthèse des protéines 

mitochondriales et cellulaires, de différenciation, de développement et de métabolisme 

lipidique (van Oevelen et al., 2008). 

Les complexes Sin3 comprenant SIN3, HDAC et RBP2 (une déméthylase de H3K4Me3) sont 

recrutés par E2F4, résultant en des modifications hautement spécifiques des cibles 
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nucléosomales immédiatement en aval du site d’initiation de la transcription. Sin3 joue donc 

un rôle essentiel dans la formation de l’hétérochromatine et la répression permanente des 

gènes dans les cellules différenciées en se liant et s’étalant le long du promoteur. Ce 

complexe localise ainsi la désacétylation et la déméthylation des nucléosomes proximaux 

menant à leur repositionnement, sur un sous-ensemble de gènes régulés par E2F4 (van 

Oevelen et al., 2008). 

 

o PcG 

Les complexes protéiques PcG (Polycomb Group) et TrxG (Trithorax Group) ont été 

découverts chez la Drosophile en tant que répresseurs et activateurs transcriptionnels des 

gènes Hox, spécifiant l’identité cellulaire le long de l’axe antéropostérieur des animaux 

segmentés en maintenant l’expression de ces gènes (Cao and Zhang, 

2004) (Schuettengruber et al., 2007). 

PcG regroupe trois classes de complexes. Le complexe PRC2 (Polycomb Repressive Complex 

2), qualifié de « complexe d’initiation », est composé de E(Z) (Enhancer of Zeste), ESC 

(Extra Sex Comb), Su(z)12 (Suppressor of zeste 12) et Nurf-55 chez la drosophile, ce qui 

équivaut chez l’Homme à EZH2, EED, SUZ12 et RbAp46/48. E(Z) possède un domaine SET 

responsable du dépôt de la marque répressive H3K27Me3 (Cao and Zhang, 

2004) (Schuettengruber et al., 2007). Un complexe PRC2 plus grand est décrit 

spécifiquement aux gènes cibles, il contient PCL (Polycomb-Like) dont les homologues chez 

les mammifères sont PHF1 (PHD Finger protein 1) et hPLC3 (human Polycomb-like 3). En 

absence de ces protéines la triméthylation H3K27 serait altérée mais pas sa diméthylation 

(Schwartz and Pirrotta, 2008). 

Le complexe PRC1, qualifié de « complexe de maintenance », est composé de Pc 

(Polycomb), Ph (Polyhomeotic), Psc (Posterior sex combs) et dRING. La marque H3K27Me3, 

déposée par le complexe PRC2, est reconnue par le chromodomaine de Pc. La protéine 

dRING possède quand à elle une activité E3 Ubiquitine ligase, décrite sur la Lysine 119 de 

l’histone H2A et impliquée dans la répression mise en place par ce complexe 

(Schuettengruber et al., 2007) (Mateos-Langerak and Cavalli, 2008). 

Le troisième type de complexe est PhoRC composé de Pho (Pleiohomeotic) et dsfmbt (scm-

related gene containing four malignant brain tumor (MBT) domains). Contrairement à PRC1 

et PRC2, il peut lier l’ADN. Via ses domaines MBT, dsfmbt lie spécifiquement H3K9 et H4K20 

mono et diméthylées. Pho interagit avec PRC2 et, grâce à ses doigts de zinc, induit son 

recrutement aux PREs. Les PREs (Polycomb Responsive Elements) n’ont été jusqu’alors 

décrits que chez la Drosophile. Le mécanisme de recrutement de ces complexes à l’ADN chez 
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les mammifères n’est pas encore défini (Schuettengruber et al., 2007) (Mateos-Langerak and 

Cavalli, 2008). L’homologue mammifère de Pho est YY1 (Yin Yang 1), par contre il n’est pas 

encore décrit d’homologue de dsfmbt (Schwartz and Pirrotta, 2008). 

Un scénario plausible expliquant le fonctionnement de ces complexes serait un processus 

séquentiel initié par la liaison de PhoRC et/ou de PRC2, seul(s) ou en coopération avec 

d’autres facteurs chromatiniens, à des séquences spécifiques d’ADN. Les protéines PcG 

pourraient établir la marque H3K27Me3 par un mécanisme auto-entretenu impliquant la 

liaison aux Lysines méthylées et l’activité méthyl-transférase de E(Z) (Mateos-Langerak and 

Cavalli, 2008). 

 

 

Cette modification d’histones associée aux complexes PcG, longtemps considérée comme 

étant une marque relativement stable, peut avoir une évolution rapide dans certaines 

conditions. Les domaines JmjC (Jumunji) des protéines UTX (Ubiquitously transcribed 

Tetratricopeptide repeat gene on X chromosome) et JMJD3 sont des déméthylases 

spécifiques de H3K27 (Schwartz and Pirrotta, 2008). 

L’inhibition de la transcription par les PcG est liée aux changements de structure de la fibre 

chromatinienne. PRC1 inhibe le remodelage des nucléosomes dépendant de l’ATP lié à la 

transcription, il réarrange la fibre en collier de perles en structure plus compacte (Mateos-

Figure 3 : Répression transcriptionnelle mise en place par les complexes PcG. 
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Langerak and Cavalli, 2008). De plus, un lien a été décrit entre les complexes PcG et la 

méthylation de l’ADN car EZH2 peut recruter directement les DNMTs aux gènes cibles 

(Schuettengruber et al., 2007). 

L’effet répressif des PREs n’est pas limité aux gènes de la même molécule d’ADN. Ils peuvent 

en effet exercer leur influence sur la chromatine voisine, qu’elle fasse partie de la même 

fibre ou non. Ce phénomène est nommé PSS (Pairing-Sensitive Silencing) ou transvection. Il 

a été décrit dans le cas de chromosomes homologues associés en paires (fréquent chez la 

Drosophile) où les allèles homologues peuvent s’influencer l’un l’autre (Mateos-Langerak and 

Cavalli, 2008). 

 

 

• Les « super complexes » 

 

L’homologue mammifère de la protéine Trithorax de Drosophile est ALL-1 (ou MLL, HRX, 

HTRX). Les protéines associées à cette protéine peuvent être classées en huit groupes : les 

composants du cœur du complexe SWI/SNF (BRM, BAF170-155-47), les composants du 

complexe NuRD (Mi2, MTA1-L1, HDAC1-2, RbAp46-48, MBD3), les composants du complexe 

Sin3 (SIN3A, SAP30-18, HDAC1-2, RbAp46-48), l’homologue de ISWI (hSNF2H), les 

composants du complexe TFIID (TAFII250-80-31-20, TBP), les homologues du complexe 

Set1 de levure de méthylation H3K4 (RbBP5, WDRP5), les protéines impliquées dans le 

traitement des ARN, et enfin la protéine de transport nucléo-cytoplasmique et d’assemblage 

du fuseau mitotique Ran (Nakamura et al., 2002). 

Ce super complexe ALL-1 est l’un des conglomérats protéiques impliqués dans la 

transcription les plus importants. Il comporte des activités de remodelage de la chromatine, 

de désacétylation et d’acétylation des histones, et de méthylation de la forme non modifiée 

de H3K4. Il a notamment été décrit lié au promoteur de Hoxa9 (Nakamura et al., 2002). 

 

 

• Les corépresseurs : l’exemple de CtBP 

 

La protéine CtBP (C-terminal Binding Protein) a été découverte via son interaction avec la 

protéine E1A de l’adénovirus. Il existe deux protéines chez l’Homme et la souris : CtBP1 et 2 

qui présentent 78% d’identité en acides-aminés et fonctionnent de manière interchangeable 

(Bergman and Blaydes, 2006). 
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Ces corépresseurs interagissent avec plus d’une trentaine de régulateurs de la transcription, 

la plupart du temps par l’intermédiaire d’un motif PxDLS au sein de ces facteurs. Ils sont 

responsables du recrutement de complexes corépresseurs contenant des activités de 

désacétylation, de méthylation et de déméthylation des histones, mais sont également 

capables de réprimer la transcription de manière indépendante des HDACs. La marque 

répressive associée à CtBP est la mono ou di méthylation de H3K9. CtBP a été décrite 

recrutant les protéines Polycomb à l’ADN et prévenant l’interaction des protéines acétylant 

les histones p300, CBP et pCAF avec la chromatine (Bergman and Blaydes, 

2006) (Chinnadurai, 2007). 

L’invalidation fonctionnelle de CtBP révèle des rôles clés dans la différenciation, la 

progression du cycle cellulaire et l’apoptose (Bergman and Blaydes, 2006). 

CtBP est importante pour la transition épithélio-mésenchymateuse, une étape qui contribue à 

la propriété maligne des cellules tumorales due à la perte d’adhésion intercellulaire, 

l’acquisition de phénotype invasif et la résistance à l’apoptose. Cette protéine est en effet un 

corépresseur de plusieurs gènes épithéliaux et pro-apoptotiques (Chinnadurai, 2009). 

 

Les protéines CtBP présentent un domaine central d’homologie avec les déshydrogénases 

dépendantes du NAD+ (Nicotinamide Adénine Dinucléotide). C’est un domaine d’homo et 

d’hétéro oligomérisation et la dimérisation via ce domaine est fortement stimulée par le 

NADH, molécule réductrice dont la principale fonction est le transfert d’électron (Bergman 

and Blaydes, 2006). CtBP possède donc la capacité unique de perception des taux de NADH 

libre au sein de la cellule et peut transmettre cette information aux complexes qui régulent 

l’expression de nombreux gènes. 

Les tumeurs hautement agressives qui croissent rapidement sont exposées à l’hypoxie ; il est 

proposé que celle-ci soit l’événement initiateur des métastases. De plus, la perte de la E-

cadhérine est un événement central de ces métastases. La E-cadhérine est une protéine 

membranaire dépendante du calcium, requise pour la formation de jonctions adhérentes 

entre les cellules. 

L’hypoxie augmente le taux de NADH libre au sein de la cellule, entraînant le recrutement de 

CtBP à la région proximale du promoteur de la E-cadhérine et la répression de ce gène 

(Zhang et al., 2006). 
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2) Les complexes à activité ATPase 

• SWI/SNF 

o Composition 

Il existe différents complexes SWI/SNF, composés de 9 à 11 protéines, contenant un cœur 

invariable et des sous-unités variables. Cette pluralité mène à des rôles variés ; en effet ces 

complexes sont soit activateurs soit répresseurs de la transcription. 

Il n’existe pas de complexe contenant toutes les sous-unités, et certaines sous-unités chez 

les mammifères n’ont pas d’orthologues chez les invertébrés. Trois types principaux de 

complexes sont décrits : BRM/BAF, BRG1/BAF et PBAF (ce qui différencie principalement ces 

deux derniers complexes est la présence soit de BAF250 pour le premier, soit de BAF180 

pour le second). Plusieurs autres complexes ont été identifiés contenant BRG1 et certaines 

sous-unités SWI/SNF tels que WINAC ou NUMAC (Reisman et al., 2009). 

Ces complexes SWI/SNF sont tous composés selon le même modèle : une ATPase BRM ou 

BRG1 et leurs protéines associées BAF (BRM- or BRG1-Associated Factors). Les complexes 

les plus décrits sont ceux contenant la protéine BAF250. Chez les mammifères il existe deux 

protéines BAF250 = ARID1A et ARID1B qui sont elles aussi mutuellement exclusives au sein 

des SWI/SNF. Au vu des différents membres mutuellement exclusifs, quatre complexes 

différents, représentés sur la figure suivante, peuvent être pris en compte dans l’étude de la 

fonctionnalité de SWI/SNF. Les composants majeurs de ces complexes sont décrits 

brièvement ci-dessous. 

 

 

 

 

Figure 4 : Répression transcriptionnelle mise en place par CtBP en réponse à l’hypoxie. 
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Les ATPases mutuellement exclusives BRM (Brahma), codée par SMARCA2, et BRG1 

(Brahma Related Gene 1), codée par SMARCA4, présentent 75% d’identité de séquence en 

acides aminés. Les 60 premiers acides aminés divergent : BRM possède une expansion 

polyQ. Ces protéines possèdent six domaines conservés : le domaine QLQ qui est impliqué 

dans l’interaction entre les protéines ; un domaine riche en Proline ; HSA (Small 

Helicase/SANT-Associated domain) qui est prédit liant l’ADN et est associé à des hélicases ; 

le domaine ATPase constitué d’un domaine hélicase et d’une boîte DEAD ; un domaine LxCxE 

de liaison à Rb et un domaine Bromo de liaison aux histones acétylées (Reisman et al., 

2009). 

 

 

Les souris Brg1-/- meurent au cours du développement embryonnaire précoce au stade 

blastocyste. Les animaux hétérozygotes Brg1+/- développent des tumeurs avec une faible 

incidence au sein desquelles il n’est pas observée de perte d’hétérozygotie (LOH) (Roberts 

and Orkin, 2004). 

Les souris Brm-/-, quant à elles, naissent, mais sont 15% plus grosses que les sauvages 

(Roberts and Orkin, 2004). 

Figure 5 : Complexes SWI/SNF les plus 
fréquemment décrits. 

Figure 6 : Représentation schématique des ATPases des complexes SWI/SNF : BRG1 et BRM. 
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Le problème lié à l’étude par inactivation de ces ATPases est qu’elles peuvent se compenser 

l’une et l’autre dans certaines circonstances. 

La perte d’activité de SWI/SNF par extinction de BRG1 et BRM induit une phénocopie de 

perte de fonction de p53 (Reisman et al., 2009). 

 

Les protéines ARID (AT-Rich DNA Interacting Domain, = BAF250) sont elles aussi 

mutuellement exclusives au sein des complexes SWI/SNF. Elles contiennent des domaines 

EHD1 et EHD2 (Eps15 Homology Domain) en C-terminal impliqués dans la liaison protéique. 

ARID1A est situé en 1p36.11, une région fréquemment délétée dans les cancers humains et 

qui pourrait être impliquée dans le développement cancéreux (Reisman et al., 2009). 

 

BAF47 (= SNF5 = INI1) est codée par un gène suppresseur de tumeurs. Son invalidation par 

recombinaison homologue chez la souris entraîne une mort embryonnaire précoce tandis que 

15 à 20% des souris hétérozygotes pour ce gène développent des tumeurs à 20 mois, au 

sein desquelles est observée une perte d’hétérozygotie (LOH) (Roberts and Orkin, 2004). 

 

BAF180, qui fait partie du complexe PBAF, est codé par le gène PRBM1 au site 3p21 qui est 

fréquemment perdu au sein des tumeurs humaines hétérozygotes. Cette protéine contient 

un domaine Bromo (Reisman et al., 2009). 

 

BAF200 = ARID2 appartient également au complexe PBAF. En plus du domaine ARID, elle 

contient de multiples domaines LxxLL d’interaction protéique entre les cofacteurs et les 

récepteurs aux hormones nucléaires, ainsi q’une région riche en Proline et Glutamine et deux 

doigts de zinc C2H2. BAF200 et BAF180 sont requises pour les propriétés de transactivation 

du complexe PBAF (Reisman et al., 2009). 

 

Les complexes SWI/SNF contiennent également les protéines de la famille BAF60 (A, B et C),  

BAF57, BAF155, BAF170 (qui présente 75% d’homologie nucléotidique avec BAF155), les 

protéines apparentées à l’actine BAF53A et B et l’actine β (Reisman et al., 2009). 

 

o Fonctionnement 

Le complexe SWI/SNF a joué un rôle pionnier dans la compréhension des mécanismes de 

remodelage de la chromatine utilisant l’énergie de l’ATP. Seulement quatre de ses sous-

unités sont indispensables à l’activité in vitro : les ATPases BRM ou BRG1, BAF47, BAF155 et 
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BAF170. Les autres sous-unités semblent permettre d’assurer la spécificité du complexe 

grâce à des interactions protéiques (Roberts and Orkin, 2004) (Reisman et al., 2009). 

Les sous-unités catalytiques contiennent deux domaines RecA-like : 1A qui contient le motif 

DExx et 2A. La fente formée par ces domaines accueille une molécule d’ATP. Les 

changements du cycle de l’ATP conduit des mouvements qui sont amplifiés par des 

domaines accessoires situés en dehors de 1A et 2A : 1B et 2B. Ces quatre domaines forment 

la région H (Helicase-like). L’activité ATPase de ces sous-unités catalytiques est stimulée par 

liaison au substrat (nucléosome ou ADN libre) (Racki and Narlikar, 2008). 

 

Grâce à l’énergie libérée par hydrolyse de l’ATP, ces complexes SWI/SNF peuvent introduire 

des changements dans la superhélicité de l’ADN, générer des nucléosomes contenant des 

boucles stables d’ADN, transférer un octamère d’histones à un ADN accepteur et inter-

changer les dimères H2A/H2B entre les nucléosomes (Racki and Narlikar, 2008). Cette 

capacité à générer divers produits conforte le rôle biologique de ce type de complexe qui est 

d’empêcher localement les interactions entre les histones et l’ADN au promoteur de gènes 

cibles. Il régulerait ainsi l’accessibilité de régions spécifiques de l’ADN à la machinerie basale 

de transcription. 

Ces complexes sont finement régulés. Par exemple, lorsque les cellules entrent en mitose, ils 

sont exclus de la chromatine et leur activité de remodelage est inactivée par phosphorylation 

(Kingston and Narlikar, 1999). 

 

o Rôles 

5% des gènes de levure sont régulés par les complexes SWI/SNF au niveau 

transcriptionnel ; ils sont dispersés dans tout le génome. Ces complexes réprimeraient plus 

de gènes qu’ils n’en activeraient (Roberts and Orkin, 2004). 

Au vu du rôle transcriptionnel prépondérant de ces complexes il n’est pas étonnant qu’un 

grand nombre de protéines, dont plusieurs facteurs de transcription, aient été liés à 

SWI/SNF. Il s’agit, entre autres, de AP-1 (Activator Protein 1), EKLF (Erythroid Kruppel-Like 

Factor), des récepteurs aux hormones (stéroïdes, œstrogènes, androgènes) ainsi que la E-

cadhérine et différentes intégrines. 

 

Ces complexes sont également liés à d’autres processus clés incluant la synthèse de l’ADN, 

l’intégration et l’expression virale et la régulation des gènes mitotiques. De plus, ils peuvent 

moduler l’épissage alternatif en « bloquant la route » à l’élongation transcriptionnelle. 

(Roberts and Orkin, 2004) (Reisman et al., 2009). Certains rôles de ces complexes sont 
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déduits de ceux associés à l’un de ses membres, dont certains exemples sont décrits ci-

après. 

BRG1 et BRM contrôlent l’expression de gènes impliqués dans l’adhésion cellulaire. Elles sont 

requises pour l’activité de certains récepteurs nucléaires et ont également un rôle dans le 

système immunitaire (Reisman et al., 2009). 

La forme prédominante de BRCA1 (Breast Cancer susceptibility gene 1) se trouve au sein 

d’un complexe multi protéique qui contient SWI/SNF. BRCA1 interagit directement avec 

BRG1, ce qui est nécessaire à l’initiation de la transcription dépendante de p53. Ces deux 

protéines se lient à FANCA qui appartient au complexe « Fanconi anaemia » impliqué dans la 

réponse aux dommages à l’ADN et dans sa réparation (Roberts and Orkin, 2004). 

BAF60C est essentielle pour l’établissement de l’asymétrie droite gauche (Reisman et al., 

2009). Quant à BAF53A, elle est associée aux chromosomes mitotiques et contribue aux 

interactions de maillage interne de la fibre chromatique (Reisman et al., 2009). 

Certaines protéines de ces complexes ont également la capacité de se réguler entre elles. En 

effet, BAF155 stabilise BAF47, BRG1 et BAF60A pour atténuer leur dégradation 

protéasomale, et BAF170 régule le turnover de BAF57 (Reisman et al., 2009). 

 

Les fibroblastes embryonnaires Brm-/- ne s’arrêtent pas en G0/G1, laissant supposer un rôle 

de la protéine dans les régulations du cycle cellulaire et de la croissance (Roberts and Orkin, 

2004). 

La protéine Rb (Rétinoblastome) coopère par interaction directe avec BRM et BRG1 pour 

réprimer l’activité de E2F1. Le complexe répresseur Rb contient des HDACs et le complexe 

SWI/SNF qui, ensemble, répriment la transcription des Cyclines E et A, causant l’arrêt du 

cycle en phase G1. La phosphorylation de Rb par le dimère Cycline D-CDK4 promeut la 

progression du cycle cellulaire en disloquant l’association de Rb avec les HDACs, ce qui 

permet à E2F de transcrire la Cycline E, menant à la progression en phase S. Par contre, le 

complexe Rb-SWI/SNF persiste et est suffisant pour maintenir la répression de la Cycline A 

et de CDC2, inhibant ainsi la sortie de la phase S (Roberts and Orkin, 2004). 

 

Les complexes contenant les protéines mutuellement exclusives ARID1A ou 1B ont été 

décrits, et l’utilisation de siRNA ciblant l’une ou l’autre des protéines montre qu’ils auraient 

des rôles différents. En effet, alors que ceux contenant ARID1A ont une fonction 

antiproliférative, ceux décrits avec ARID1B présentent une fonction pro proliférative (Nagl et 

al., 2007). 
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ARID1B est toujours présente aux promoteurs de c-Myc, CDC2, Cyclines E et A, tandis que 

ARID1A n’est présente que lors de leur répression. Ces gènes sont régulés par les facteurs 

de transcription spécifiques du cycle cellulaire, E2F. E2F1 et 3 sont activateurs et E2F4 et 5 

sont répresseurs. E2F1 interagit avec ARID1B et E2F4 et E2F5 avec les deux. L’étape 

limitante de l’activation du cycle cellulaire dans les cellules délétées en ARID1B se trouve en 

amont de E2F1 et affecte l’expression de c-Myc. Les deux types de complexes ARID1A et 1B 

présentent une activité HDAC, par contre seule ARID1B possède une activité HAT. Les 

activités HDAC seraient différentes puisque HDAC1 et 2, qui appartiennent au complexe 

Sin3, interagissent avec ARID1A, et HDAC3 interagit avec ARID1B (Nagl et al., 2007). 

 

Les deux ATPases alternatives des complexes SWI/SNF ont également été associées à des 

complexes ayant des rôles différents. En effet, au cours de l’ostéogenèse, la progression vers 

la différenciation terminale est dépendante de BRG1, tandis que BRM restreint cette 

différenciation. 

Différents gènes impliqués dans la différenciation osseuse sont des cibles de BRM, dont 

l’ostéocalcine. Lorsque les ostéoblastes ne sont pas induits dans la différenciation, BRG1 et 

BRM sont présentes en même temps au promoteur de ce gène. Le promoteur serait donc 

prêt à l’expression mais celle-ci serait empêchée par la présence des complexes BRM-

HDAC1. Par contre, lorsque ces cellules sont induites, seule BRG1 est détectable. 

Les sous-unités ARID sont également recrutées différemment : ARID1A est présente lorsque 

le gène est réprimé tandis que ARID1B l’est lorsqu’il est actif. 

Ceci implique donc que le complexe BRG1 change de configuration entre ARID1A et 1B. Un 

complexe contenant BRG1 est clairement requis pour l’activation, tandis que la diminution 

d’expression de ARID1A ou 1B ne change pas le phénotype de minéralisation. 

Il est également observé une apparition de la marque activatrice H3K4 triméthylée, qui 

corrèle avec la dissociation des complexes BRM (Flowers et al., 2009). 

Il se dessinerait donc un modèle général selon lequel le complexe contenant BRM et ARID1A 

serait plutôt impliqué dans la répression, celui contenant BRG1 et ARID1B dans l’activation, 

tandis que les autres seraient plus variables dans leur activité (Flowers et al., 2009). 
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o Antagonisme SWI/SNF – ISWI 

Le gène de levure RNR3 (RiboNucleotide Reductase 3) est devenu un modèle pour disséquer 

les fonctions des facteurs remodelant la chromatine. Les nucléosomes sont positionnés le 

long du gène entier lorsque celui-ci est réprimé. L’activation de la transcription est 

accompagnée par un remodelage extensif de la chromatine et l’expulsion des nucléosomes. 

Le taux d’activité du promoteur de ce gène est régulé par les actions opposées de deux 

complexes remodelant la chromatine : ISWI le réprime et SWI/SNF l’active (Tomar et al., 

2009). 

Une étude récente montre que dans des levures délétées de ISW2 les nucléosomes de ce 

gène adoptent un positionnement différent, tandis que dans celles délétées de SWI/SNF il 

n’y a pas d’ablation des nucléosomes du promoteur dans les conditions d’activation du gène. 

Les queues d’histones sont impliquées dans le reploiement des nucléosomes en structure 

plus compactée et il a été décrit que celle de l’histone H4 est requise pour le fonctionnement 

de ISW2. La présence du complexe ISW2 ainsi que la mutation de la queue de l’histone H4 

sont antagonistes au recrutement de SWI/SNF au gène RNR3. ISW2 supprimerait donc le 

recrutement de SWI/SNF au gène RNR3 en établissant une structure chromatique répressive, 

spécifiquement par repositionnement des nucléosomes (Tomar et al., 2009). 

 

 

 

Figure 7 : Rôle des différents complexes SWI/SNF au cours de 
l’ostéogenèse. 
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• NuRD 

 

Le complexe NuRD (Nucleosome Remodeling and Deacetylase) est jusqu’alors le seul 

complexe comportant des activités couplées de remodelage des nucléosomes dépendant de 

l’ATP et de désacétylation des histones. 

Ce complexe possède lui aussi des protéines formant un cœur invariant et des unités 

variables. 

 

 

o Mi2 

Les protéines Mi2α et β sont les ATPase mutuellement exclusives du complexe NuRD. Elles 

contiennent deux domaines PHD, deux chromodomaines et un domaine hélicase/ATPase de 

type SWI/SNF (Zhang et al., 1998) (Xue et al., 1998). 

Chez l’Homme, l’activité ATPase de Mi2 est dépendante de l’ADN et est stimulée par les 

nucléosomes (Zhang et al., 1998) (Xue et al., 1998) (Wang and Zhang, 2001). A l’inverse, 

chez la Drosophile, l’activité de Mi2 n’est pas stimulée par l’ADN natif, contrairement à 

l’activité ATPase du complexe ISWI, ce qui présage des fonctions différentes. Ces deux 

complexes déplacent d’ailleurs les nucléosomes en direction opposée ; les chromodomaines 

de Mi2 sont nécessaires à cette activité (Brehm et al., 2000) (Bouazoune et al., 2002). Chez 

le Xénope, la mobilisation du nucléosome par Mi2 s’effectue vers le centre du fragment de 

chromatine et nécessite également l’énergie de l’ATP (Guschin et al., 2000). 

 

Figure 8 : Représentation schématique du complexe NuRD. 
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Le domaine répresseur KRAB (Krüppel Associated Box), contenu par diverses protéines, 

recrute ses partenaires par l’intermédiaire de KAP1 (KRAB-Associated Protein 1) qui interagit 

directement avec lui et joue donc le rôle de plate-forme. KAP1, par son interaction directe 

avec Mi2, permet le recrutement du complexe NuRD aux protéines à domaine KRAB (Schultz 

et al., 2001). La protéine Ikaros interagit également avec ce complexe via Mi2 (Hong et al., 

2005). 

 

 

Chez la Drosophile, dMi2 a récemment été découverte faisant partie d’un nouveau complexe 

en association avec dMEP-1, le complexe dMec (dMEP-1 complex). Contrairement à dNuRD, 

il possède une activité de remodelage des nucléosomes mais pas de désacétylation des 

histones. Il est par contre beaucoup plus présent dans les embryons et est responsable de la 

répression des gènes proneuronaux (Kunert et al., 2009). 

 

o HDAC1 et 2 

Les protéines HDAC1 et 2 sont responsables de la seconde fonction du complexe NuRD, la 

désacétylation des histones. Cette fonction est liée à la précédente de manière non 

réciproque. En effet, l’efficacité de désacétylation du complexe NuRD diminue en absence 

d’ATP chez le Xénope (Guschin et al., 2000) et chez l’Homme l’ATP stimule l’activité 

désacétylase sur les histones des nucléosomes (Xue et al., 1998). Par contre et à l’inverse, 

l’activité HDAC n’est pas nécessaire au remodelage des nucléosomes (Zhang et al., 

1998) (Xue et al., 1998).  

 

o RbAp46 et 48 

Les protéines RbAp46 et 48 (Retinoblastoma Associated protein) sont les sous-unités 

structurales du complexe NuRD. Grâce à leurs domaines WD elles agissent comme des 

surfaces d’interaction protéique. Elles font également partie de plusieurs autres complexes 

Figure 9 : Recrutement de NuRD 
par le domaine KRAB. 
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au sein desquels elles interagissent directement avec le cœur d’histones (Denslow and 

Wade, 2007). 

 

o P66α et β 

Les protéines p66α et β interagissent avec différents membres du complexe NuRD (MBD, 

MTA, RbAp) via leur région CR1. Leur région CR2 est quant à elle nécessaire à l’interaction 

avec les queues d’histones, laissant présager un rôle de recrutement du complexe NuRD à la 

chromatine (Gong et al., 2006). 

Ces protéines sont SUMOylées et cette modification est nécessaire à l’interaction de p66α 

avec HDAC1 et de p66β avec RbAp46 (Gong et al., 2006). Cette étude permet de mettre en 

évidence une régulation supplémentaire de la fonction des différents complexes via les 

modifications post-traductionnelles des différents partenaires. 

 

o MBD2 et 3 

Les protéines MBD2 et 3 (Methyl CpG Binding Protein) doivent avoir des fonctions différentes 

puisque leur invalidation respective par recombinaison homologue chez la souris entraîne 

une létalité embryonnaire dans le cas de MBD3 tandis que pour MBD2 les souris sont viables 

et les défauts relativement imperceptibles (Le Guezennec et al., 2006). 

Grâce à son domaine MBD, MBD2 peut lier l’ADN méthylé. MBD3, quant à elle, a perdu cette 

propriété au cours de l’évolution par substitution d’un acide aminé critique au sein de ce 

domaine (Bowen et al., 2004) (Denslow and Wade, 2007). 

Le fait que ses deux protéines fassent partie du complexe NuRD est controversé. En ce qui 

concerne MBD3 son appartenance est bien établie, d’autant plus qu’elle permet maintenant 

de discriminer les complexes NuRD et NODE (Nanog and Oct4-associated Deacetylase) 

(Liang et al., 2008). Par contre, dans le cas de MBD2, il pourrait s’agir d’un recrutement de 

NuRD par cette protéine afin de mettre en place son activité de répression transcriptionnelle 

(Zhang et al., 1999) (Denslow and Wade, 2007) ; bien qu’une étude en particulier la place 

clairement dans des complexes distincts de ceux contenant MDB3 (Le Guezennec et al., 

2006). 

La protéine MBD3 est essentielle au complexe puisque son absence entraîne le 

désassemblage de celui-ci et la diminution concomitante des taux de certaines autres sous-

unités telles que MTA2 et HDAC1 (Morey et al., 2008). Elle interagit d’ailleurs directement 

avec ces deux protéines, permettant l’association de MTA2 avec le cœur du complexe 

HDAC/RbAp (Zhang et al., 1999). 
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o MTA1, 2 et 3 

Bien que n’interagissant pas avec les mêmes partenaires au sein de NuRD, plusieurs 

répresseurs transcriptionnels recrutent ce complexe via un même motif dans leur partie N-

terminale : MSRRKQxxP. C’est par exemple le cas pour FOG-1, EBFAZ, Evi3, BCL11B et SALL-

1 (Hong et al., 2005) (Roche et al., 2008). 

L’association entre NuRD et FOG-1 (Friend Of GATA) se ferait par deux familles distinctes : 

MTA1-2 et RpAb46-48, tandis que celle avec FOG-2 uniquement par MTA1 et 2, celle avec 

p53 par MTA2, et celle avec BCL6 par MTA3 (Hong et al., 2005) (Roche et al., 2008). 

Le caractère fondamental de ce motif de recrutement de NuRD a été établi récemment : sa 

perte au sein du répresseur transcriptionnel Zfhx1b (Zinc finger homeobox 1b) est impliquée 

dans le syndrome de Mowat-Wilson (MWS) responsable, entre autre, de retard mental 

sévère et de dysmorphie faciale (Verstappen et al., 2008). 

 

Les fonctions fondamentales des membres de la famille MTA (Metastasis-Associated) 

semblent être exercées à travers le complexe NuRD. Ces protéines forment des complexes 

NuRD distincts qui ciblent différents promoteurs et définissent donc des formes 

Figure 10 : Le complexe NuRD interagit avec des répresseurs et/ou 
est recruté par MBD2 à l’ADN méthylé (Crook et al., 2006). 
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fonctionnelles spécialisées (Bowen et al., 2004) (Manavathi and Kumar, 2007) (Toh and 

Nicolson, 2009). 

 

Le premier membre de cette famille à avoir été identifié est MTA1, par association de son 

expression avec le phénotype métastatique de plusieurs types tumoraux (Toh et al., 

1994) (Toh et al., 1999) (Hofer et al., 2004). Cette protéine est donc fortement impliquée 

dans les cancers. 

MTA1 a un rôle prépondérant dans le cancer du sein. D’une part, grâce à son interaction 

avec HDAC2, l’un des partenaires du complexe NuRD, elle réprime la transcription du 

premier gène de susceptibilité aux cancers du sein et de l’ovaire : le gène suppresseur de 

tumeurs BRCA1 (Breast Cancer susceptibility gene 1) (Molli et al., 2008). 

De plus, MTA1, via NuRD, réprime la transcription mise en place par les récepteurs aux 

œstrogènes (ER pour œstrogen receptor). Les cellules qui expriment MTA1 peuvent donc 

avoir les gènes de réponse à ER affectés et acquérir un phénotype plus invasif ; cette 

protéine est d’ailleurs exprimée lors des stades de développement de la glande mammaire 

ainsi que pendant la lactation, lorsque le taux de ER est plus faible (Mazumdar et al., 2001). 

Cet effet passe notamment par l’interaction entre MTA1 et HSF1 (Heat Shock Factor 1), qui 

peut être régulée par les conditions externes puisque leur colocalisation est augmentée 

après choc thermique (Khaleque et al., 2008). 

 

 

Figure 11 : Répression de la transcription mise en place par les 
récepteurs aux œstrogènes par MTA1. 
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Il existe également un effet activateur de MTA1 en réponse aux œstrogènes, 

indépendamment du complexe NuRD mais via l’interaction avec l’acétylase p300. Dans ce 

cas, MTA1, en association avec ERα, coactive le gène BCAS3 (Breast Carcinoma Amplified 

Sequence 3) dont l’expression est augmentée dans les lignées de cancer du sein (Gururaj et 

al., 2006). 

 

Des souris transgéniques exprimant MTA1 de manière plus importante, grâce au contrôle de 

ce gène par un promoteur exprimé dans les glandes mammaires et salivaires lors de la 

puberté, présentent un développement de la glande mammaire inapproprié avec une 

différenciation précoce, une perte de la nécessité de stimulation hormonale et une 

tumorigenèse augmentée (Bagheri-Yarmand et al., 2004). 

Le même type d’étude, à l’aide d’un promoteur exprimé dans les tissus lymphoïdes, met en 

évidence l’implication de MTA1 dans les lymphomes spontanés des cellules B dont l’incidence 

augmente avec l’âge (50% à 30 mois) ; cet effet passe notamment par l’activation de Pax5 

par liaison de MTA1 à son « enhancer ». Pax5 est un facteur de transcription spécifique des 

cellules B ayant des fonctions dans le développement précoce ainsi que dans la 

différenciation tardive (Bagheri-Yarmand et al., 2007) (Balasenthil et al., 2007). 

A l’inverse, la diminution d’expression de MTA1 supprime l’établissement et la croissance 

tumorale in vivo (Qian et al., 2007). 

 

Le rôle joué par MTA1 dans la transformation est en partie dû à l’oncoprotéine c-MYC qui 

augmente sa transcription donc son expression (Zhang et al., 2005). 

Les conditions hypoxiques dans les tumeurs à croissance rapide entraînent les cellules 

malignes à former des tumeurs vasculaires solides hypoxiques qui sont agressives et 

métastatiques. HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor 1) est un régulateur transcriptionnel qui 

facilite l’adaptation à la faible présence d’oxygène ; il est rapidement dégradé en conditions 

normoxiques par la voie de l’Ubiquitine. L’expression de HIF-1α est étroitement liée à la 

croissance tumorale et aux métastases. La transcription de MTA1 est augmentée sous 

hypoxie dans les cellules de cancer du sein. Dans ces conditions, MTA1 inhibe l’acétylation 

de HIF-1α via son interaction avec HDAC1, ce qui résulte en la stabilisation de cette protéine 

(Yoo et al., 2006). 
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D’autre part, MTA1 inhibe l’apoptose induite par p53 en inactivant cette dernière par 

désacétylation (Moon et al., 2007), elle est notamment impliquée dans la résistance à 

l’apoptose induite par un stress de chaleur au sein des testicules (Li et al., 2008a). Le 

complexe NuRD contenant MTA2 désacétyle également p53, augmentant ainsi sa 

dégradation par MDM2 (Toh and Nicolson, 2009). 

MTA1 possède également des fonctions plus étendues : elle est un stimulateur direct de 

l’expression de la rhodopsine dans l’œil et stimule également la prolifération hépatique in 

vivo permettant ainsi sa régénération (Manavathi et al., 2007a) (Li et al., 2008b). 

 

Les protéines MTA1, 2 et 3 sont codées par trois gènes distincts. MTA1 et 2 sont exprimées 

de manière ubiquitaire. MTA2 et 3 présentent respectivement 68% et 73% d’identité à 

MTA1, ces protéines sont plus courtes et la plus forte homologie est concentrée dans la 

partie N-terminale (Manavathi and Kumar, 2007). 

La protéine MTA1 contient plusieurs domaines fonctionnels. En N-terminal se trouve le 

domaine BAH (Bromo-Adjacent Homology) qui est présent au sein de régulateurs 

transcriptionnels en tant que module d’interaction protéique impliqué dans la liaison à l’ADN 

méthylé, la régulation transcriptionnelle et la réplication. Puis vient le domaine ELM2 (Egl-27 

and MTA1 homology 2) qui, en association avec le domaine SANT 

(SWI3/ADA2/NCoR/TFIIIB), pourrait être responsable du recrutement de HDAC1 et 2 et de 

la méthylase H3K9 G9a. Ce domaine est suivi par une région Leucine Zipper qui se situe en 

amont du domaine SANT ; ces deux domaines juxtaposés présentent un module fonctionnel 

pour la formation de complexes protéiques. Enfin suivent un doigt de zinc de type GATA et 

Figure 12 : Effet de l’hypoxie sur MTA1 au sein des cellules cancéreuses de 
sein. 
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en C-terminal un domaine Myb qui est décrit comme servant de signal de localisation 

nucléaire et/ou de domaine de liaison à l’ADN, puis la protéine de termine par un domaine 

d’interaction avec les molécules de signalisation SH3 (Src Homology 3) unique à MTA1 (Yao 

and Yang, 2003) (Manavathi et al., 2007b) (Wang et al., 2008b). 

 

 

MTA2 et 3 sont également en relation avec les œstrogènes puisque la transcription de MTA3 

est dépendante de ERα et que l’expression de MTA2 est corrélée avec des taux élevés de 

cette dernière. De plus, MTA2 interagit avec ERα et réprime ses fonctions transcriptionnelles 

en la désacétylant (Singh and Kumar, 2007). 

MTA3 est un répresseur de la transcription de Snail. Snail est un facteur de transcription 

impliqué dans la répression du gène E-cadhérine, dont la protéine est indispensable à la 

formation des jonctions adhérentes entre les cellules (Singh and Kumar, 2007). MTA3 

fonctionne pour maintenir un statut épithélial normal et différencié dans les cellules de sein, 

ce qui est en total contraste avec MTA1 ; elle possède également un rôle opposé dans la 

glande mammaire de souris (Singh and Kumar, 2007) (Toh and Nicolson, 2009). 

 

Figure 13 : Représentation de la protéine MTA1 humaine. 
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C. Quand la complexité s’en mêle : le cas « simple » de BCL6 

1) Du gène à la protéine 

 

Le gène BCL6 (B-Cell Lymphoma 6) est localisé en 3q27. Il a été caractérisé comme un site 

de translocation dans les lymphomes non Hodgkiniens (NHL) ainsi que dans beaucoup de 

lymphomes diffus à grandes cellules (DLCL). Le premier exon non codant ainsi que le 

premier intron sont également la cible d’altérations au sein de lymphomes folliculaires (FL) et 

DLCL (Hebert et al., 1993) (Allman et al., 1996). 

 

Cette protéine est particulièrement exprimée au sein des centres germinatifs. 

BCL6 est exprimé dans les lymphocytes B de la rate et du sang. Ces cellules se trouvent au 

stade quiescent G0. La stimulation avec un agent mitogène entraîne une diminution 

Figure 14 : Rôles joués par les membres de la famille MTA dans 
la voie de signalisation des récepteurs nucléaires (Manavathi et 
al., 2007b). 
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drastique de l’expression de BCL6 avant l’entrée en phase S au cours de la première moitié 

de la phase G1. BCL6 est également exprimé dans le thymus ; au sein des cellules T une 

diminution d’expression est également visible après activation mitogène (Allman et al., 

1996). 

 

Le gène BCL6 code une protéine de 707 acides aminés. Cette protéine appartient à la famille 

POK (POZ and Krüppel) caractérisée par un domaine N-terminal BTB/POZ (Broad complex, 

Tramtrack and Bric à brac / POx viruses and Zinc finger) et des doigts de zinc C-terminaux 

de type Krüppel C2H2, au nombre de six dans le cas de BCL6 (Dhordain et al., 1997). 

Le domaine BTB/POZ de BCL6 a une structure homologue à celui de PLZF (Promyelocytic 

Leukemia Zinc Fingers) : c’est un homodimère en forme d’ailes de papillon avec une 

interface hydrophobe. Ce domaine a deux rôles : sa dimérisation et possible oligomérisation 

nécessaire à la fonction normale de la protéine ainsi que l’interaction directe avec les 

corépresseurs (Ahmad et al., 2003). 

 

Les doigts de zinc (ZF) 3 à 6 sont requis pour la liaison à l’ADN ainsi que pour l’interaction 

avec certains partenaires, tandis que les ZF1 et 2 n’ont jusqu’alors pas de fonction connue 

(Mascle et al., 2003). Il a récemment été décrit un variant d’épissage de 650 acides aminés 

auquel il manque l’exon 7 codant les deux premiers doigts de zinc, cependant sa fonction ne 

paraît pas différer, suggérant que ces motifs de zinc ne sont pas essentiels (Shen et al., 

2008). 

Entre ces deux domaines terminaux se trouve une région centrale désordonnée et très peu 

conservée, hormis quelques motifs. 

 

Figure 15 : Structure en homodimère du domaine BTB/POZ de 
BCL6 (Ahmad et al., 2003). 
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2) Fonctions de BCL6 

 

Les souris dont le gène BCL6 a été invalidé par recombinaison homologue présentent des 

défauts de formation du centre germinatif. BCL6 restreint la différenciation des cellules B et 

est essentielle au développement des cellules B mémoires à partir de ces centres (Jardin et 

al., 2007) (Ci et al., 2008). 

Les souris invalidées pour ce gène développent une maladie inflammatoire fatale due à la 

perte des fonctions de BCL6 dans les macrophages et les cellules T. Cette protéine est 

essentielle au contrôle de la génération et de la maintenance des cellules T CD8+ mémoires 

spécifiques de l’antigène (Jardin et al., 2007) (Ci et al., 2008). 

 

Une étude chez la souris a permis de prouver l’implication de BCL6 dans les lymphomes 

diffus à grandes cellules B (DLBCL) par comparaison des phénotypes tumoraux murins et 

humains. En effet, la translocation chromosomique t(3;14)(q27;q32), impliquant BCL6 et 

retrouvée au sein de beaucoup de DLBCL, est mimée chez la souris par l’intégration de ce 

gène en aval du promoteur de la chaîne lourde des immunoglobulines Iµ. Ce promoteur 

étant actif au sein des cellules B matures, BCL6 est exprimée au stade où elle ne devrait plus 

l’être. Cette dérégulation d’expression chez la souris entraîne une augmentation du nombre 

de centres germinatifs. De plus, ces souris transgéniques développent des lymphomes de 

cellules B d’origine clonale provenant de manière prédominante de la rate. Les tumeurs 

observées ont un phénotype de cellules B matures et la majorité (75%) présentent des 

critères histologiques similaires aux DLBCL humains. Ces tumeurs présentent également des 

mutations somatiques indiquant qu’elles ont transité à travers le centre germinatif. A 20 

mois, 80% des souris présentent une altération de la prolifération des cellules B. Cette étude 

met donc en évidence le caractère oncogénique de BCL6 dans cette pathologie (Cattoretti et 

al., 2005). 

 

Les centres germinatifs (GC) constituent un compartiment du système immunitaire spécialisé 

dans la génération de cellules productrices d’anticorps très affins. Ces centres sont formés 

lors de l’activation dépendante des cellules T qui induit la migration des cellules B aux 

follicules lymphoïdes où elles se différencient en centroblastes. Ces cellules entrent en 

expansion clonale, c’est-à-dire qu’elles acquièrent une capacité de division rapide tout en 

subissant l’hypermutation somatique et la commutation de classe des gènes des 

Immunoglobulines (Ig), et ce dans le but de générer des anticorps de haute affinité. Cette 

expansion clonale a lieu dans la zone « sombre » des centres germinatifs. Puis ces 
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centroblastes transitent dans une zone « claire » plus hétérogène incluant des cellules T, des 

macrophages et des cellules dendritiques. Grâce aux cellules dendritiques folliculaires elles se 

différencient en centrocytes par sélection d’affinité de leur anticorps de surface pour 

l’antigène. Ces centrocytes ayant subi avec succès la maturation d’affinité de leurs gènes 

d’Ig survivent et sortent du centre germinatif en tant que cellule à durée de vie bien plus 

élevée, soit plasmatique soit B mémoire, tandis que les autres meurent (Ranuncolo et al., 

2007) (Ci et al., 2008). 

BCL6 est fortement exprimée et indispensable aux centroblastes ; la diminution de son 

expression est requise pour la différenciation des cellules B du centre germinatif en cellules 

mémoires et plasmatiques (Ci et al., 2008). 

 

 

 

Les cellules germinales des centres B ont donc acquis une capacité de tolérance à un statut 

d’instabilité génomique physiologique potentiellement dangereux (Ci et al., 2008). 

L’hypermutation somatique et la commutation de classe dépendent de l’activité de l’enzyme 

AID (Activation-Induced cytidine Deaminase). L’abrogation de cette enzyme est suffisante 

pour prévenir le développement des lymphomes dérivés des cellules des stades GC et post 

GC, concordant avec l’hypothèse que les évènements de remodelage de l’ADN dépendants 

de AID sont requis pour générer les lésions génétiques secondaires impliquées dans la 

Figure 16 : Représentation schématique du centre germinatif. 
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formation des cellules B à ces stades tardifs de différenciation (Pasqualucci et al., 2008). Il 

existe une correspondance entre les régions cibles de cette enzyme et les sites de 

translocations et de délétions chromosomiques au sein des lymphomes humains des cellules 

B, dont BCL6 (Liu et al., 2008). 

 

BCL6 est responsable, au moins en partie, de la tolérance aux dommages à l’ADN au sein 

des centres germinatifs, via une boucle de régulation impliquant p53. 

Certains gènes cibles de BCL6 tels que le gène d’arrêt du cycle cellulaire p21 et le gène anti-

apoptotique putatif PIG2 ne sont pas des gènes cibles directs. Par contre, ce sont des gènes 

cibles de p53. Les protéines et ARNm p53 ne sont pas détectables dans les cellules du centre 

germinatif exprimant BCL6. La diminution de l’expression de BCL6 est directement associée à 

l’augmentation des taux de p53 basal et inductible, montrant un rôle de BCL6 dans la 

suppression de l’expression de p53 (Phan and Dalla-Favera, 2004). A l’inverse, l’expression 

forcée de BCL6 (par blocage de sa dégradation) supprime les réponses apoptotiques aux 

dommages à l’ADN mises en place par p53 au sein des cellules B. Cette suppression pourrait 

prévenir l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose facilitant l’expansion rapide du centre 

germinatif, elle pourrait permettre les stress génomiques requis pour l’hypermutation 

somatique et la commutation de classe (Phan and Dalla-Favera, 2004). 

Au sein de fibroblastes diploïdes humains, l’expression forcée de BCL6 entraîne l’induction de 

p53 et la sénescence. Elle atténue la sensibilité aux dommages à l’ADN, augmente le délai de 

réparation et affecte également la qualité de cette réparation. Cet effet n’est pas toléré non 

plus au sein des cellules B primaires, exceptées celles en initiation de réaction du centre 

germinatif qui doivent acquérir la capacité, au moins transitoire, de faciliter la répression via 

BCL6 des réponses de p53. L’effet de BCL6 sur p53 est donc dépendant du contexte 

cellulaire. Contrairement aux fibroblastes primaires et aux cellules B naïves, les centroblates 

présentent un manque de réponse p53 fonctionnelle (Ranuncolo et al., 2008). 

 

Cette tolérance aux dommages à l’ADN dans les centres germinatifs, via BCL6, est cependant 

bien contrôlée. 

Un traitement à l’étoposide entraîne une diminution du taux de BCL6 par dégradation 

protéasomale proportionnelle à l’amplitude des dommages à l’ADN. Ceci implique la 

phosphorylation de BCL6 via la signalisation ATM, permettant son interaction avec Pin1 

(Prolyl-isomerase), responsable de la dégradation. Les souris déficientes pour Pin1 

présentent une augmentation de la formation des centres germinatifs, ce qui corrèle avec 

son implication dans le contrôle de l’expression de BCL6 in vivo (Phan et al., 2007). 
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L’exposition des cellules de lymphomes à des agents endommageant l’ADN peut donc induire 

la phosphorylation et la dégradation protéolytique de BCL6, dépendante de ATM qui est 

fortement exprimée au sein des centroblastes. Il existerait donc un mécanisme rétrocontrôle 

de sécurité par lequel l’accumulation de dommages à l’ADN dans les centroblastes pourrait 

déclencher la signalisation ATM qui dégraderait BCL6 et mènerait les cellules B 

endommagées à la mort (Ci et al., 2008). 

 

BCL6 est également responsable, en partie, de l’expansion clonale des centroblastes des 

centres germinatifs. 

La prolifération lymphocytaire mise en place par BCL6 peut être expliquée par son action sur 

la voie du TGFβ (Transforming Growth Factor β). En effet, BCL6 interagit avec les 

transducteurs de cette signalisation : les protéines Smad. Ceci empêche l’interaction avec 

des coactivateurs tels que p300, réprimant l’activité transcriptionnelle et donc la fonction 

principale de cette signalisation qu’est l’inhibition de croissance. De plus, dans les cellules de 

lymphomes B, les taux élevés de BCL6 sont corrélés à la résistance au TGFβ (Wang et al., 

2008a). 

 

BCL6 est donc un oncogène et la liste de ses gènes cibles est enrichie en gènes régulant la 

transcription ou modifiant la chromatine, ainsi qu’en gènes impliqués dans la réponse aux 

dommages à l’ADN, le cycle cellulaire et dans l’ubiquitination (Polo et al., 2007). 

 

 

3) Mécanismes d’action 

 

BCL6 agit par différents mécanismes d’actions qui commencent à être bien définis, 

impliquant ses différents domaines protéiques. 

 

• Le domaine BTB/POZ 

 

Le domaine BTB/POZ de BCL6, situé en N-terminal, permet l’interaction mutuellement 

exclusive avec différents co-répresseurs : SMRT (Silencing Mediator of Retinoid and Thyroid 

receptor) – NCoR (Nuclear receptor CoRepressor 1) (Dhordain et al., 1997), BCoR (BCL6 

interacting CoRepressor) (Huynh et al., 2000) (Gearhart et al., 2006). Ce domaine 

d’interaction protéique étant capable d’homo- et d’hétéro-oligomérisation, il permet 
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également l’interaction de BCL6 avec d’autres protéines POK : PLZF (Dhordain et al., 2000), 

Miz1 (Myc-associated zinc-finger protein 1) (Phan et al., 2005). 

 

Miz1 permet à BCL6 de réprimer des gènes cibles par recrutement indirect, ne nécessitant 

donc pas ses éléments de réponses. Miz1 étant un activateur transcriptionnel, BCL6 réprime 

son activité. Via cette protéine, BCL6 est recrutée au promoteur de CDKN1A (Cyclin-

Dependent Kinase Inhibitor 1A) qui code p21 (Phan et al., 2005). 

La réponse des cellules B matures aux dommages à l’ADN implique une signalisation 

dépendante de p53 pour l’activation de CDKN1A menant à un blocage en phase G1, ainsi 

qu’une signalisation indépendante de p53 via Miz1 menant à un arrêt en phase G2/M. BCL6 

contrôle donc l’arrêt du cycle cellulaire indépendamment de p53 en réponse aux dommages 

à l’ADN au sein des cellules B du centre germinatif (Phan et al., 2005). 

 

BCL6 se lie au promoteur et réprime la transcription de ATR (Ataxia Telangiectasia et Rad3 

related), de manière dépendante de NCoR, et pourrait donc atténuer les programmes de 

réponses aux dommages à l’ADN et de réplication mis en place par la protéine ATR afin de 

faciliter le phénotype centroblaste. Les points de contrôle de ATR sont liés à la régulation 

intra phase S ainsi qu’à la signalisation de mort cellulaire. La répression de la fonction de 

cette protéine par BCL6 contribue donc au phénotype d’atténuation des réponses aux deux 

types de stress cellulaires rencontrés par les centroblastes au sein du centre germinatif. 

Dans les lymphomes diffus à grandes cellules B (DLBCL), la répression de ATR est critique 

pour le cycle cellulaire, la sensibilité aux dommages à l’ADN et les effets de survie mis en 

place par BCL6 (Ranuncolo et al., 2007). 

 

 

• La région centrale 

 

La région centrale de BCL6 est acétylée par p300 sur la Lysine K379 au sein d’un motif 

KKYK. L’acétylation de ce site est critique pour la transformation mise en place par BCL6 et 

régule négativement sa répression transcriptionnelle (Bereshchenko et al., 2002). Il s’avère 

que cette acétylation interfère avec le recrutement du complexe NuRD via la protéine MTA3 

(Fujita et al., 2004). MTA3 a une expression tissulaire qui diffère un peu des autres protéines 

MTA. En effet, elle est hautement exprimée au sein des centres germinatifs, dans les mêmes 

populations de cellules B que BCL6. 
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MTA3 est requise pour l’activité de répression transcriptionnelle de BCL6 sur plusieurs 

gènes : Blimp1 (B lymphocyte induced maturation protein 1), CCL3 (Chemokine (C-C motif) 

ligand 3), Sdc1 (Syndecan1), XBP1 (X-box Binding Protein 1), qui font tous partie du 

programme transcriptionnel spécifique des cellules plasmatiques. L’expression transitoire de 

BCL6 et MTA3 au sein d’une lignée plasmatique est suffisante pour altérer son programme 

transcriptionnel et le type de protéines synthétisées vers celui de lymphocytes B, reflétant 

ainsi une inversion de la différenciation (Fujita et al., 2004). 

MTA3 est co-exprimée avec BCL6 dans les DLBCL. Dans ces cellules, BCL6 réprime Blimp1 en 

liant l’intron 3 et bloque la différenciation en recrutant MTA3 (Parekh et al., 2007). 

 

La région centrale de BCL6 est également responsable du recrutement du corépresseur CtBP 

(C-terminal Binding Protein), malgré l’absence de motif cible connu. Cette interaction est 

nécessaire à l’autorégulation négative de BCL6 par répression transcriptionnelle de son 

propre promoteur (Mendez et al., 2008). 

 

 

• Les doigts de zinc 

 

BCL6 interagit avec ARF = CDKN2A (Cyclin-Dependant Kinase Inhbitor 2A) via ses doigts de 

zinc, ce qui atténue son activité de répression transcriptionnelle (Suzuki et al., 2005). Cette 

interaction pourrait agir sur p53 puisqu’une des fonctions de ARF est d’interagir avec MDM2, 

entraînant ainsi l’augmentation de l’expression protéique de p53 en empêchant sa 

dégradation. 

 

Via ses doigts de zinc, BCL6 interagit également avec ETO (Eight-Twenty One), ce qui ne 

l’empêche pas de lier simultanément l’ADN. ETO augmente le potentiel de répression 

transcriptionnel de BCL6, notamment sur la Cycline D2 (Chevallier et al., 2004). 
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4) Des mécanismes moléculaires aux applications thérapeutiques 

 

Malgré le fait qu’elle ne soit pas encore totalement aboutie, la compréhension des 

mécanismes d’action de BCL6 a permis de mettre en place une stratégie thérapeutique dans 

le but d’inhiber son action oncogénique dans les lymphomes. 

Les interactions du domaine BTB/POZ de BCL6 avec ses différents partenaires sont 

mutuellement exclusives. La séquence des domaines de liaison de ces protéines n’est pas 

conservée mais les interactions ont toutes lieu via le sillon latéral situé à l’interface du dimère 

(Huynh et al., 2000) (Ahmad et al., 2003) (Ghetu et al., 2008). La stratégie a donc été 

d’empêcher ces interactions afin d’inhiber les fonctions qui en découlent. 

Melnick et ses collaborateurs ont mis au point un peptide comprenant le domaine BBD (BCL6 

Binding Domain) de SMRT, un tag (His)6, un domaine de transduction pTAT (Transactivator 

of Transcription) et un épitope HA. Ce peptide pénètre facilement dans la cellule et se 

localise dans le noyau. Il est spécifique du domaine BTB/POZ de BCL6 car interagit avec 

cette dernière et non avec PLZF. Il empêche bien la formation de complexes de BCL6, et la 

mise en place de sa répression transcriptionnelle (Polo et al., 2004). 

L’injection de ce peptide chez la souris abolit la formation de centres germinatifs sans 

affecter l’architecture globale des organes lymphoïdes (Polo et al., 2004). 

Figure 17 : Fonctions biologiques mises en place par les différents domaines de BCL6 (D’après (Ci et 
al., 2008)). 
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Au sein de cellules DLBCL positives pour BCL6, il cause la perte de viabilité, la suppression 

de croissance et l’apoptose. Il est observé un arrêt du cycle en phase G1 mais jamais de 

différenciation des cellules (Polo et al., 2004). 

Ce BPI (BCL6 Peptide Inhibitor) induit l’expression de p53 dans les cellules DLBCL et 

augmente sa fonction transcriptionnelle contribuant à la mort cellulaire ; son effet varie selon 

le statut mutationnel de p53. L’administration séquentielle de p53 après traitement au BPI 

résulte en une augmentation marquée de l’activité anticancéreuse avec une perte de viabilité 

de 70 à 80%. Le type de mort cellulaire induit (apoptose ou nécrose) dépend du mécanisme 

d’action de l’agent thérapeutique (p53 entraîne surtout une nécrose) et du contexte 

génétique de la cellule tumorale (Cerchietti et al., 2008). 

 

Cependant, ce peptide ne cible que les fonctions de BCL6 mises en place via son domaine 

BTB/POZ, c’est à dire la survie, la prolifération et la tolérance aux dommages à l’ADN. Il 

pourrait également être intéressant, au sein des lymphomes, d’induire la différenciation des 

cellules cancéreuses au lieu de leur mort, ce qui nécessiterait le ciblage des autres fonctions 

de cette protéine. 

Au sein des cellules DLBCL, la combinaison de la déplétion de MTA3, ou d’un traitement 

stimulant l’acétylation de BCL6 en K379, couplé à l’administration du BPI, a un effet 

anticancéreux synergique. Une inhibition plus complète de BCL6, via ses deux fonctions 

biochimiques, serait donc une forme de thérapie plus puissante contre les DLBCL (Parekh et 

al., 2007). 

 

 

D. Quand la complexité se complexifie : le cas des protéines BCL11 

1) Caractérisation 

 

Ces protéines ayant été découvertes à la même période, indépendamment par plusieurs 

laboratoires, elles furent baptisées différemment (BCL11A=CTIP1=Evi9, 

BCL11B=CTIP2=Rit1β). Pour simplifier les choses nous les nommerons ici BCL11 (B-Cell 

Lymphoma/leukemia 11). 

Les protéines BCL11A et B sont deux homologues dont les gènes se situent respectivement 

en 2p13 et 14q32.1 chez l’Homme. Des anomalies de la région 2p13 sont associées à des 

lymphomes malins et à des leucémies lymphoblastiques (Saiki et al., 2000) ; chez la souris 

c’est un site d’intégration proviral dans les leucémies BXH2 (Nakamura et al., 2000). La 
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translocation t(2;14)(p13;q32.3) est trouvée dans beaucoup de cellules B malignes, des 

précurseurs des leucémies lymphoblastiques aigues aux myélomes (Satterwhite et al., 2001). 

Ces deux protéines présentent 67% d’identité au niveau nucléique et 61% au niveau 

protéique. Elles possèdent six doigts de zinc (ZF) de type C2H2, des régions riches en Proline 

et des régions acides. Les domaines ZF présentent 95% d’identité. Les deux gènes 

possèdent un grand îlot CpG en 5’ (Satterwhite et al., 2001). 

L’épissage alternatif du pré-ARNm BCL11A humain donne quatre isoformes : XL, L, S et XS. 

La forme prédominante dans les tissus est la protéine BCL11AXL (Liu et al., 2006a). 

 

 

 

Le profil d’expression de ces homologues diffère. BCL11A est exprimée à fort taux dans le 

cerveau, la rate, les testicules et au sein de cellules de l’immunité : précurseurs des cellules 

myéloïdes CD34+, cellules B, monocytes, mégacaryocytes (Saiki et al., 2000) (Kuo and 

Hsueh, 2007). BCL11B, quant à elle, est exprimée préférentiellement dans les cellules T 

malignes dérivées de patients atteints de lymphomes/leucémies des cellules T (Satterwhite 

et al., 2001). 

Cette expression diffère également au cours de l’embryogenèse. A 10.5 dpc (day post 

coitum), le transcrit de BCL11B se trouve essentiellement dans l’épithélium de la cavité 

nasale et dans les couches externes du cortex cérébral avec un faible niveau diffus dans le 

reste de l’embryon ; BCL11A est quant à elle plus ubiquitaire et diffuse. Leur expression se 

Figure 18 : Différents isoformes de BCL11A (Liu et al., 2006a). 
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restreint au cours du développement pour aboutir à 18.5 dpc à une forte expression des 

deux homologues dans le système nerveux central (avec quelques différences notoires) et 

surtout une dominance de l’expression de BCL11B au sein du thymus où se trouvent à ce 

stade les cellules T matures (Leid et al., 2004). 

 

 

2) Oncogènes ou gènes suppresseurs de tumeurs ? 

 

Le rôle oncogénique ou suppresseur de tumeurs de BCL11A et B est encore débattu. 

 

BCL11B a été découvert chez la souris en tant que nouveau gène suppresseur de tumeurs 

pour les lymphomes thymiques induits par radiation, il serait haploinsuffisant (Wakabayashi 

et al., 2003a) (Kamimura et al., 2007b) (Maruyama et al., 2007) (Yoshikai et al., 2008). Une 

perte d’hétérozygotie est observée dans 71% des thymus atrophiques et dans 89% des 

lymphomes. L’inactivation de gènes supplémentaires est nécessaire au développement de 

ces lymphomes (Ohi et al., 2007). 

Les radiations sont des agents d’instabilité génomique entraînant des cassures double brin, 

elles peuvent mener à des réarrangements génomiques et des délétions. Les lymphomes 

induits par radiations γ chez la souris sont dus à des délétions internes au gène BCL11B dues 

à la recombinaison V(D)J (Sakata et al., 2004). 

 

Par contre, au sein de la leucémie lymphoblastique aigue des cellules T, est détecté un haut 

taux d’expression de BCL11B (Oshiro et al., 2006), suggérant un rôle oncogénique. Dans 

certains cas, une recombinaison atypique est observée fusionnant la partie proximale du 

gène BCL11B à un segment du gène TRDD3, une région de TCRD, menant à une 

transcription active (Przybylski et al., 2005). 

 

BCL11A serait un oncogène potentiel puisque cette protéine a été découverte comme ayant 

un pouvoir transformant par transfection des cellules NIH3T3 (Nakamura et al., 2000). 

D’autre part, 75% des PMBL (Primary Mediastinal B-cell Lymphoma), un sous-type de 

lymphome diffus à grandes cellules B (DLBCL), présentent une augmentation du nombre de 

copies du gène BCL11A (Weniger et al., 2006). 

De plus, le virus Epstein-Barr (EBV), associé au développement du lymphome de Burkitt et 

du carcinome nasopharyngal, s’intègre près du locus BCL11A et entraîne une augmentation 

de son taux d’expression de 100 fois (Luo et al., 2004). 
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Enfin, NF1 code la neurofibromine, une protéine activatrice de GTPase qui régule 

négativement la signalisation RAS. Sa mutation germinale entraîne le syndrome 

neurofibromatosis de type 1. Les enfants atteints par ce syndrome montrent une incidence 

élevée à développer des leucémies juvéniles myélomonocytaires qui peuvent progresser en 

leucémies myéloïdes aigues. Des évènements génétiques coopèrent avec l’inactivation de 

NF1 dans la leucémogenèse : BCL11A est surexprimé. La transplantation de cellules de la 

moelle osseuse déficientes en NF1 surexprimant BCL11A résulte en leucémies agressives 

chez les souris réceptrices ; BCL11A serait donc un oncogène (Yin et al., 2009). 

 

A l’encontre de ceci, une étude convaincante, qui a établi l’invalidation du gène BCL11A chez 

la souris, a permis de mettre en évidence un rôle de gène suppresseur de tumeurs. En effet, 

les souris transplantées avec des cellules hépatiques fœtales BCL11A-/- commencent à mourir 

après 15 jours ; l’origine des leucémies est clonale, les thymocytes sont remplacés par de 

grands lymphoblastes (Liu et al., 2003). 

 

 

3) Les mécanismes d’action de ces protéines 

 

La fonction de ces protéines est très variée et est également encore débattue. 

 

• Corépresseurs 

 

BCL11A et B ont tout d’abord été identifiées comme corépresseurs des protéines de la 

famille des facteurs de transcription COUP-TF (Chicken Ovalbumin Upstream Promoter 

Transcription Factor), une sous-famille des récepteurs nucléaires orphelins (Avram et al., 

2000). 

BCL11B réprime la phase initiale de transcription du VIH (Virus de l’Immunodéficience 

Humaine) ; elle est fixée à la région LTR (Long Terminal Repeat) via son interaction avec 

SP1. Les sites de liaison à SP1 sont suffisants pour son activité (Marban et al., 2005). Cette 

répression implique le complexe NuRD (Cismasiu et al., 2008). 

BCL11A est modifiée par SUMO1, ce qui, cependant, n’affecte pas son activité 

transcriptionnelle. Elle interagit également avec des protéines SUMOylées de manière non 

covalente via SUMO1 (Kuwata and Nakamura, 2008). 
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• Répresseurs transcriptionnels directs 

 

Les ZF centraux (3 et 4) de BCL11A et B sont hautement conservés. Ils ont donc un 

consensus commun de liaison à l’ADN défini in vitro qui est un motif riche en GC dont le 

cœur est GGCCGG (Avram et al., 2002). 

La répression mise en place par BCL11B est sensible à la nicotinamide, un inhibiteur des 

HDACs de classe III. BCL11B recrute SIRT1 au promoteur, entraînant la désacétylation des 

histones H3 et H4 (Senawong et al., 2003). Le même phénomène a été décrit pour BCL11A 

(Senawong et al., 2005). 

Au sein des cellules T, BCL11B interagit avec les composants du complexe NuRD (Mi2β, 

MTA1, MTA2, HDAC1, HDAC2, RbAp46, RbAp48, MBD3). Il en est de même pour BCL11A au 

sein des cellules B. Cette interaction se fait via les 45 acides aminés N-terminaux de la 

protéine MTA1 ; celle-ci est responsable de la répression mise en place par BCL11B à un 

promoteur cible (Cismasiu et al., 2005). BCL11B est présent en même temps que MTA2, 

HDAC2 et RbAp46/48 au promoteur de p57KIP2, qui code un inhibiteur de kinases 

dépendantes des cyclines de la phase G1 (Topark-Ngarm et al., 2006). 

BCL11B réprime également la transcription de la région LTR de manière indirecte. En effet, 

elle relocalise l’activateur transcriptionnel spécifique du VIH TAT à l’aide de HP1 dans un 

environnement nucléaire ne permettant pas la transcription (Rohr et al., 2003). 

 

 

• Activateur 

 

BCL11B est exprimé à un taux similaire dans les lymphocytes T CD4+ non engagés et activés 

(activation PMA-Ionomycine qui mime celle TCR-CD28). Cette protéine augmente le taux 

d’ARN messager IL-2 (Interleukine 2) et ceci requiert l’activation des cellules T ; elle lie et 

active le promoteur de IL-2 à travers une région localisée dans la moitié proximale du site 

US1 (Upstream Sequence 1). Au sein des cellules activées, BCL11B est associée à p300. 

Dans ce contexte, elle serait plutôt un activateur transcriptionnel (Cismasiu et al., 2006). 

En plus du site US1, BCL11B augmente la transcription à travers des sites NFκB localisés en  

-210 -190, dans le contexte de l’activation des cellules T. Cependant, elle ne se lie pas à ces 

sites ni n’interagit avec le complexe NFκB(p50/p65)-ADN. Elle agit spécifiquement sur 

l’activation de IKK (IkB Kinase) mise en place par la signalisation TCR/CD28. BCL11B joue un 

rôle dans l’activation des gènes dépendants de NFκB (Cismasiu et al., 2009). 
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• Autre mécanisme 

 

BCL11A a été initialement découverte comme interagissant avec BCL6 via le BTB/POZ de 

cette dernière (Nakamura et al., 2000) (Saiki et al., 2000). Au sein des DLBCLs, est observée 

une corrélation entre les expressions de BCL6 et BCL11AXL (Pulford et al., 2006). Cette 

protéine interagit avec BCL6 mais n’affecte pas sa répression transcriptionnelle. BCL11AXL 

est exclusivement localisée en foyers au sein de la matrice nucléaire et colocalise avec la 

majeure fraction de BCL6 nucléaire. Cependant, le rôle de cette interaction reste inconnu 

(Liu et al., 2006a). 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Différents mécanismes d’action des protéines BCL11. 
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Les mécanismes d’action des protéines BCL11 sont donc encore mal définis. 

Tout comme les autres protéines ZnFs (Zinc-Fingers) possédant de multiples doigts de zinc, 

elles pourraient être des intégrateurs de plusieurs voies. En effet, tandis que certains 

domaines ZnF reconnaissent des séquences d’ADN spécifiques, d’autres peuvent lier l’ARN, 

et beaucoup peuvent être responsables d’interactions protéiques (Gamsjaeger et al., 2007). 

Un exemple est la protéine ZNF423, un facteur de transcription contenant 30 doigts de zinc 

de type Krüppel C2H2. Cette protéine est impliquée dans les développements de l’épithélium 

olfactif et lymphocytaire. Elle a également été identifiée comme cofacteur du complexe 

Smad1/Smad4 dans la voie de signalisation BMP (Bone Morphogenetic Protein). Les groupes 

de doigts de zinc mettant en place ces deux voies de signalisation sont séparables et 

indépendants les uns des autres. De plus, ZNF423 est nécessaire à l’arrêt de croissance ainsi 

qu’à la différenciation induite par l’acide rétinoïque (Huang et al., 2009) (Gronemeyer and 

Zelent, 2009). 

 

 

 

4) Les fonctions des protéines BCL11 

• BCL11A 

o Système immunitaire 

Les précurseurs lymphocytaires ont un système intrinsèque qui induit l’instabilité 

génomique : les recombinaisons V(D)J qui génèrent les gènes d’immunoglobuline (Ig) ainsi 

que les récepteurs des cellules T fonctionnels (Figure 21). 

 

BCL11A est essentielle pour le développement lymphoïde normal (Liu et al., 2003). Des 

souris invalidées pour BCL11A ne forment pas de cellules B. Plusieurs gènes normalement 

exprimés dans les cellules B ne le sont pas dans le foie fœtal de ces souris, les 

recombinaisons D-J du stade pré-B ne se font plus (Liu et al., 2003). Les réarrangements 

V(D)J du locus de la chaîne lourde des Immunoglobulines sont caractéristiques des cellules 

pro-B (suivant le stade B précoce E-B et précédant le stade pré-B). L’expression de BCL11A 

est augmentée en E-B et pro-B (Hystad et al., 2007). De plus, cette protéine est requise 

Figure 20 : Représentation schématique de ZNF423 (d’après Gronemeyer and Zelent, 2009). 
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pour le développement thymocytaire puisque 1/3 des mutants ont le thymus plus petit avec 

une faible cellularité (Liu et al., 2003). 

BCL11AXL est détectée dans le noyau de cellules de la zone du manteau, la majorité des 

cellules du centre germinatif et une sous population de cellules au sein de l’aire folliculaire 

des amygdales et nodules lymphatiques. Ces cellules ont une origine B. Elle est exprimée à 

une majorité des stades de différenciation, des pré-B aux cellules du centre germinatif ou 

activées ; elle est par contre absente des cellules originaires du plasma. La diminution de 

l’expression de BCL11A pourrait être requise pour la différenciation plasmatique (Pulford et 

al., 2006). 

 

o Hémoglobine fœtale 

L’hémoglobine fœtale (HbF) est un tétramère composé de deux α-globines adultes et deux 

γ-globines fœtales de type β. Après la naissance a lieu la permutation fœtale : les γ-globines 

sont remplacées par deux β-globines. 

Les cellules F sont des érythrocytes contenant des quantités mesurables de HbF, elles sont 

présentent chez les patients atteints de la maladie des cellules en faucille et de la 

thalassémie β. Chez l’adulte sain, cette HbF est présente à des taux résiduels. BCL11A, qui 

est exprimé au sein des érythrocytes, fait partie de deux groupes de marqueurs génétiques 

qui ont une association hautement significative avec les cellules F (Menzel et al., 2007). 

Dans la lignée érythroïde, BCL11A est régulé au cours du développement. L’extinction de 

BCL11A dans les progéniteurs érythroïdes à J0 de différenciation entraîne une augmentation 

du taux de γ-globine à J7 de différenciation ; si l’extinction est plus tardive, l’effet est bien 

moindre. La protéine BCL11A se trouve sur le site HS3 de la LCR, une région se situant en 

amont de γ-globine qui, quand elle est délétée, est associée à un phénotype « fort HbF », et 

en aval de Aγ-globine délétée dans certaines formes héréditaires d’HbF persistante 

(Sankaran et al., 2008). 

D’autre part, le butyrate de sodium induit la différenciation cellulaire et l’expression de HbG 

dans les cellules K562 (cellules lymphoblastiques de leucémie myéloïde chronique) ainsi que 

la diminution d’expression de BCL11A. Cette protéine réprime HbG2 (Chen et al., 2009). 
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• BCL11B 

o Système immunitaire 

 

Les souris invalidées pour BCL11B meurent durant le 1° jour après la naissance. Le thymus 

présente une désorganisation du cortex et de la médulla, la frontière entre les deux a 

disparu. Il est plus petit, les cellules sont au nombre de 10% et de grande taille. La 

transition des thymocytes du stade CD44+CD25+ à CD44-CD25- est affaiblie, il y a une faible 

expression du TCRβ et le réarrangement Vβ à Dβ est diminué. Avant la naissance, une perte 

des cellules CD4+CD8+ ainsi qu’une augmentation des CD44-CD25+ sont observées. Le défaut 

de développement des cellules T associé à la déficience en BCL11B est donc initié au stade 

DN3. Les thymocytes des souris BCL11B-/- sont hautement susceptibles à l’apoptose 

(Wakabayashi et al., 2003b). La perte de BCL11B interrompt donc le développement des 

thymocytes αβ mais n’a pas d’effet sur les cellules T γδ ni sur les cellules B (Wakabayashi et 

al., 2003b). 

 

Les souris doublement invalidées p53-/- BCL11B-/- meurent également pendant le 1° jour 

suivant la naissance. Chez ces souris, les thymocytes présentent une transition un peu plus 

importante du stade double négatif DN au stade immature simple positif ISP, par contre la 

Figure 21 : Stades de développement des cellules T. Spécification : début de l’expression des 
gènes de la lignée T, premiers réarrangements de loci TCR (DJβ, VJβ). Engagement : exclusion de 
tout sauf des cellules T (l’expression des gènes T augmente, réarrangements TCR). Sélection β : 
complexe pré-TCR fonctionnel à la surface. 
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cellularité thymique n’est pas restaurée. La perte de fonction de p53 n’est donc pas 

suffisante pour la différenciation en double positif DP mais elle promeut la transition du 

stade DN3 (stade auquel sont bloqués les thymocytes BCL11B-/-) au stade ISP, probablement 

en prévenant l’apoptose des thymocytes ISP (Okazuka et al., 2005). 

L’introduction du TCRαβ dans les thymocytes BCL11B-/-, ainsi que dans les thymocytes 

sauvages, augmente le ratio DN4/DN3. Le TCRαβ permet l’échappement des thymocytes 

DN4 BCL11B-/- à l’apoptose (Inoue et al., 2006). 

BCL11B fait partie intégrante du programme de régulation spécifique de la lignée T, elle est 

induite dans les premiers stades en réponse à la signalisation Notch/Delta au sein des 

précurseurs hématopoïétiques. L’expression de BCL11B est complètement dépendante des 

conditions de différenciation en lignée T. En effet, son augmentation entre les stades DN1 et 

DN2 est accompagnée de la sous régulation réciproque de BCL11A, qui est fortement 

exprimé au sein des cellules précurseurs et des non T (Tydell et al., 2007). 

La mise en place d’un système Cre-Lox a permis l’étude de la déplétion de BCL11B chez les 

souris adultes. Leur thymus est plus petit avec 35% de thymocytes et une réduction majeure 

des populations simples positives SP CD4+ ou CD8+ qui présentent un taux réduit de TCRβ, 

donc sont immatures. Les nodules lymphatiques mésentériques et la rate sont 

considérablement élargis, leur cellularité totale est augmentée mais le nombre de CD4+ et 

CD8+ est réduit. BCL11B est essentielle pour la sélection positive des lignées CD4 et CD8, la 

lignée CD4 est plus altérée. Ce défaut n’est pas causé par le TCR lui-même puisque les 

évènements proximaux de la signalisation TCR sont altérés. De potentiels signaux 

inappropriés pourraient être initiés dans les cellules double positives DP déficientes en 

BCL11B car des protéines membranaires non exprimées normalement sont présentes ; ceci 

pourrait interférer avec la signalisation TCR et le programme à ce stade du développement 

de la cellule T (Albu et al., 2007). 

D’autre part, BCL11B entraîne la transcription et la sécrétion d’interleukine 2 de manière 

directe (Cismasiu et al., 2006) et indirecte (Cismasiu et al., 2009). BCL11B augmente la 

transcription de ce gène à partir des sites NFκB dans le contexte de l’activation des cellules T 

par le TCR/CD28, elle agit spécifiquement sur l’activation de IKK mise en place par le 

TCR/CD28 (Cismasiu et al., 2009). 

 

o Apoptose 

Comme nous l’avons vu précédemment, BCL11B paraît impliquée dans l’apoptose. 

L’extinction de BCL11B au sein de lignées de cellules T transformées entraîne l’apoptose 

dépendante des caspases. Une diminution du taux de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL est 
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observée, ainsi qu’une augmentation du taux de l’ARNm de l’inducteur apototique TRAIL 

(Tumor necrosis factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand). Ceci montre donc un rôle anti-

apoptotique de BCL11B (Grabarczyk et al., 2007). 

La réplication de l’ADN ainsi que les dommages induits par les UV génèrent des cassures 

simple brin ssDNA (single strand) qui servent de signal pour le point de contrôle de la phase 

S. Ces dommages activent ATR (ATM- and the Rad3-related kinase) et ses kinases de point 

de contrôle Chk1 et 2 (Chekpoint kinase). Le manque de BCL11B entraîne un défaut latent 

dans le point de contrôle de la phase S, dû notamment à la forte diminution de la 

phosphorylation de Chk1, révélée par la stimulation de la croissance (cellules cultivées en 

présence de 10% de sérum). Ces cellules présentent une répression transcriptionnelle de 

p27 (inhibiteur de CDK (Cyclin Dependent Kinase)) et Bcl-xL, donc une réponse apoptotique 

(Kamimura et al., 2007a). 

 

o VIH (Virus de l’Immunodéficience Humaine) 

Au cours de la phase précoce de l’infection par le VIH, il y a activation de la transcription 

virale entraînant l’accumulation de l’activateur transcriptionnel TAT. TAT forme un complexe 

ternaire avec P/CAF et p300 et est responsable de l’activation de la transcription de l’ADN 

viral intégré durant la phase tardive de l’infection. BCL11B réprime l’activation 

transcriptionnelle mise en place par TAT, donc la réplication virale. Elle forme une structure 

en « sandwich » emprisonnant TAT à l’aide de HP1α qui se trouve à l’extérieure de la 

structure, TAT et HP1α n’interagissent pas directement, mais grâce à BCL11B qui sert 

d’intermédiaire (Rohr et al., 2003). 

BCL11B réprime également la phase initiale de la transcription du VIH par liaison à la région 

LTR via les sites Sp1 (Marban et al., 2005). Cette protéine recrute HDAC1 et 2 via le 

complexe NuRD au site de liaison Sp1 ainsi qu’à la région Nuc1 (un nucléosome situé 

immédiatement en aval du site d’initiation de la transcription et impliqué directement dans 

l’activité de la LTR, mais sur lequel BCL11B n’est pas présente) (Marban et al., 2007) 

(Cismasiu et al., 2008). Ceci est corrélé avec le recrutement des protéines de 

l’hétérochromatine HP1α, β et γ ainsi que celui de l’histone méthyltransférase SUV39H1 

responsable de la méthylation H3K9 de la région Nuc1. Le traitement au PMA, qui stimule la 

transcription du VIH, est responsable de la permutation BCL11B par CBP sur Sp1 (Marban et 

al., 2007). 
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o Développement neuronal 

Les neurones moteurs corticospinaux (CSMN) sont localisés dans la couche corticale V. 

BCL11B se trouve dans la couche V du cortex avec un profil d’expression qui s’étend des 

zones rostrocaudale à médiolatérale. C’est un marqueur spécifique de sous-type neuronal : 

CSMN et d’autres populations de neurones évolués avec des projections subcérébrales. 

BCL11B est hautement exprimée par les cellules de la plaque corticale, elle commence à être 

exprimée dans les CSMN post-mitotiques. Chez les souris déficientes pour BCL11B, les CSMN 

ne se connectent plus à la corde spinale et les axones excitants le néocortex sont 

désorganisés (Arlotta et al., 2005). 

Le striatum joue un rôle central dans la coordination des mouvements, les émotions et la 

cognition. Les projections neuronales en dehors du striatum sont les MSN (GABAergiques 

medium-sized spiny neurons) qui représentent 90-95% des neurones striataux. Dans les 

maladies de Huntington et de Parkinson est observée une dégénérescence des MSN. BCL11B 

commence à être exprimée dans les MSN post mitotiques au sein de la zone du manteau du 

striatum en développement. Son taux d’expression augmente dans les MSN qui migrent 

radialement et cette expression est maintenue à haut niveau chez l’adulte. Chez les souris 

déficientes en BCL11B la différenciation des MSN est affectée, les plaques striatales ne se 

développent pas normalement (Arlotta et al., 2008). 

La maladie de Huntington (HD) est due à une protéine mal formée (stretch de tri nucléotides 

répétés au sein du gène HD), l’huntingtin (htt). Cette protéine est exprimée dans tout le 

corps mais la majorité des changements neurodégénératifs ont lieu dans le striatum. Les 

souris mimant cette maladie sont les R6/1 ; elles expriment l’exon 1 du gène HD humain qui 

contient la répétition responsable de la maladie. Dans le cerveau, BCL11B interagit avec htt 

et de manière plus forte avec la protéine mutée. L’expression de BCL11B est augmentée 

dans les cellules contenant la forme mutée de cette protéine. Ces cellules présentent un 

Figure 22 : Rôle de BCL11B (CTIP2) dans la répression de la phase précoce de l’infection par le VIH 
(Marban et al., 2007). 
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défaut du métabolisme mitochondrial qui peut être atténué en sur exprimant BCL11B 

(Desplats et al., 2008). 

 

o Développement de la peau 

L’expression de BCL11B est détectée dans l’ectoderme à E10.5, elle persiste à E12.5 qui est 

le stade de développement de la peau marqué par la formation et la stratification de la 

couche basale embryonnaire : BCL11B colocalise avec le marqueur de cellules basales 

kératine 14. Au stade E14.5, certaines cellules du futur derme expriment également BCL11B. 

Puis, en fin de développement embryonnaire (E16.5-18.5), elle est fortement exprimée dans 

la couche basale de l’épiderme. Au cours de ces stades, les cellules positives pour le 

marqueur de prolifération Ki67 le sont également pour BCL11B. Dans la peau adulte, cette 

protéine est présente dans la majorité des cellules de la couche basale mais pas dans le 

derme, en tout cas l’expression est moins forte que dans l’embryon (Golonzhka et al., 2007). 

 

o Développement des dents 

Les souris déficientes pour BCL11B présentent des défauts de développement des dents. La 

perte de cette protéine résulte en la dérégulation de gènes codant des protéines cruciales 

pour le développement améloblastique (formation de l’émail dentaire) et l’intégrité 

structurale de la mâchoire et des dents (Golonzhka et al., 2009). 

 

 

Il est donc difficile de conclure sur un rôle ou une implication générale de ces protéines au 

sein d’un domaine ou d’une fonction spécifique. Ceci sera peut être possible d’ici quelques 

années, lorsque toutes ces études « compliquées » car différentes finiront par éclaircir les 

choses. 

 

 

III. La SUMOylation 
 

A. Généralités 

1) Les protéines SUMO 

 

Les protéines SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) appartiennent à la famille des Ubls 

(Ubiquitin-like protein modifiers) comprenant des protéines apparentées à l’Ubiquitine qui, 
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tout comme elle, peuvent être conjuguées à des lipides ou protéines par leur extrémité C-

terminale (Kirkin and Dikic, 2007). Ces protéines se trouvent initialement sous la forme d’un 

précurseur qui est activé par clivage d’un peptide C-terminal par les Ulps (Ubiquitin-like 

protein specific proteases), produisant une extrémité Glycine-Glycine mature (Johnson, 

2004). 

La séquence en acides aminés de SUMO1 a 18% d’identité avec celle de l’Ubiquitine, elle 

possède notamment 20 résidus de plus au niveau d’une queue N-terminale flexible en 

solution. Leurs formes tridimensionnelles sont par contre totalement superposables, à 

l’exception près de la queue de SUMO (Johnson, 2004). 

 

Il existe 4 homologues nommés SUMO1 à 4. SUMO2 et 3 sont très proches car présentant 

95% d’identité ; ils forment un « pool » de molécules libres au sein de la cellule et leur 

conjugaison aux cibles est induite en réponse aux stress. A l’inverse, la majorité de la 

protéine SUMO1 est conjuguée et n’est pas induite par le stress, elle présente 50% d’identité 

aux deux autres (Johnson, 2004). 

SUMO4 possède une homologie de 86% avec SUMO2. A l’instar des trois autres, son 

extrémité C-terminale ne peut être clivée car une Proline en position 90 empêche la 

digestion et la libération du doublet Glycine-Glycine. La SUMOylation par SUMO4 ne pourrait 

donc avoir lieu faute de maturation (Owerbach et al., 2005). Cependant, une étude récente 

montre que SUMO4 inhiberait l’activité transcriptionnelle de NFκB par la SUMOylation de IκB, 

favorisant le rôle de séquestration de NFκB dans le cytoplasme par IκB. De plus, NFκB se lie 

au promoteur de SUMO4 et inhibe sa transcription, suggérant une régulation par 

rétrocontrôle négatif (Wang et al., 2009). 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Superposition des molécules SUMO1 et Ubiquitine (Johnson, 
2004). 
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2) Les sites de SUMOylation 

 

Tout comme l’Ubiquitine, la SUMOylation modifie des Lysines. Mais à l’inverse, dans la 

majorité des cas décrits, elle cible un site consensus qui s’avère indispensable puisque cette 

modification s’effectue généralement au sein d’une région désordonnée. Ce site est composé 

d’un cœur ΨKxE où Ψ est un acide aminé hydrophobe (Isoleucine, Leucine ou Valine), K la 

Lysine cible, x n’importe quel résidu et E un acide Glutamique (acide aminé acide qui est 

remplaçable par un acide Aspartique D) (Bernier-Villamor et al., 2002). 

Une récente étude bioinformatique a permis de déterminer un site consensus plus large 

spécifique de la lignée métazoaire : le motif KEPE : [MLIVFT]K.EP.{1,4}[DE]. Ces motifs sont 

largement représentés au sein de facteurs de transcription et de protéines impliquées dans 

la modification de la conformation de la chromatine ; un rôle dans la modulation de 

l’expression des gènes semble donc inévitable. Plusieurs sites KEPE sont connus pour être 

SUMOylés. Il est quelquefois conservé au sein de protéines orthologues depuis plus de 500 

millions d’années comme C/EBP de la drosophile aux vertébrés (Diella et al., 2009). 

Des études phylogéniques ont permis d’étendre le consensus initial dans certains cas 

biologiques précis, comme par exemple lors de l’association de la SUMOylation avec la 

phosphorylation. Ces sites consensus seront décrits plus loin (Anckar and Sistonen, 2007) 

(Hietakangas et al., 2006) (Yang et al., 2006). 

 

 

3) Le système de conjugaison/déconjugaison 

 

Tout comme l’ubiquitination, la SUMOylation s’effectue par formation d’une liaison 

isopeptidique entre le groupe carboxy-terminal de SUMO et le groupe ε amino de la Lysine 

du substrat. Les enzymes impliquées sont spécifiques de cette voie mais le mécanisme est 

identique : l’enzyme activatrice E1 est responsable de l’activation, dépendante de l’ATP, de 

l’extrémité C-terminale de SUMO et du transfert à l’enzyme de conjugaison E2, qui, elle, 

permet la transmission au substrat, grâce à l’assistance des ligases E3. Ces deux dernières 

catégories d’enzymes contribueraient à la spécificité du substrat (Johnson, 2004). 
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Jusqu’à présent une seule enzyme E2 a été décrite : Ubc9 (Ubiquitin-conjugating enzyme 9). 

Cette protéine se lie directement au site consensus. L’étude de l’interaction entre RanGAP1 

et Ubc9 montre que les acides aminés précédant et suivant le cœur consensus ne sont pas 

en contact avec Ubc9, suggérant que le motif ΨKxE est suffisant pour la modification. Le 

complexe formé par ces deux protéines révèle une plate-forme et une position unique pour 

la Lysine cible avec le site catalytique de Ubc9. Ceci est également le cas pour IκBα et p53 

(Bernier-Villamor et al., 2002). 

Il a cependant été montré depuis que des résidus acides proches du site consensus 

favorisent l’interaction avec Ubc9 ; ceci sera décrit plus loin (Liu et al., 2006b) (Anckar and 

Sistonen, 2007). 

La séquence primaire en acides aminés n’est pas toujours suffisante pour permettre la 

SUMOylation. En effet, le domaine de liaison à l’ADN (DBD pour DNA Binding Domain) de 

HSF2 est SUMOylé tandis que celui de son homologue HSF1 ne l’est pas. Dans ce cas, 

l’interaction entre Ubc9 et HSF2 s’effectue en dehors des Lysines cibles. Le mécanisme 

proposé est que, bien que la boucle contenant le DBD soit accessible chez HSF1, sa 

séquence C-terminale bloque la reconnaissance et retranche le tétrapeptide consensus du 

site actif de Ubc9 (Anckar et al., 2006). 

 

Les enzymes E3 diffèrent en fonction du substrat conférant ainsi une certaine spécificité à la 

SUMOylation. Jusqu’alors 4 types distincts ont été décrits. 

Le premier type concerne les membres de la famille PIAS (Protein Inhibitor of Activated 

STAT) qui contiennent un domaine SP-RING qui ressemble au domaine à activité ligase RING 

trouvé dans beaucoup de E3 pour l’Ubiquitine. 

Figure 24 : Système de conjugaison/déconjugaison de SUMO 
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Le second type est constitué par une région de 300 résidus contenant le domaine IR 

(Internal Repeat) située au sein de la protéine de pore nucléaire RanBP2. 

Le troisième type concerne la protéine du groupe polycomb Pc2 (Johnson, 2004). 

Enfin, le quatrième type de E3 ligases, découvert plus récemment, représente les HDACs de 

classe II HDAC4, 5 et 7, impliquant leur domaine coiled coil (Zhao et al., 2005) (Gao et al., 

2008). Elles pourraient cependant plutôt être des « E3 facilitases » recrutant des partenaires 

directement responsables de cette activité de ligation de SUMO. 

 

La SUMOylation étant une modification hautement labile et transitoire, il existe des enzymes 

de déconjugaison qui sont également spécifiques de cette voie. Ce sont les Ulps (Ubiquitin-

like protein specific proteases) chez la levure et les septines SENP (SUMO Specific Protease) 

chez l’Homme. Ces protéines sont également responsables du clivage nécessaire à la 

maturation de SUMO permettant son activation (Au et al., 2009). 

 

 

4) Les chaînes polySUMO 

 

SUMO2 et 3 possèdent un site de SUMOylation au sein de leur partie N-terminale (Lysine 

11). Ces protéines, ainsi que SUMO1, possèdent un domaine SIM (SUMO Interacting Motif) 

nécessaire à l’interaction non covalente avec une molécule de SUMO. Ce motif est constitué 

d’un petit cœur hydrophobe précédé ou suivi d’un « stretch » de résidus acides et/ou 

phosphorylables, il s’aligne comme un feuillet β avec une région à la surface de SUMO 

(Ulrich, 2008), le consensus de son cœur hydrophobe est Val/Ile-x-Val/Ile-Val/Ile (Kerscher, 

2007). Les chaînes polySUMO de SUMO2 et 3 sont formées par création d’une liaison 

isopeptidique entre le résidu Glycine C-terminal d’une molécule et la Lysine 11 d’une autre. Il 

est envisagé que SUMO1 termine ces chaînes (Tatham et al., 2001). 

 

Ces motifs SIM permettent également l’interaction d’une protéine SUMOylée avec un 

partenaire, grâce à des forces électrostatiques. Tandis que in vitro quelques acides aminés 

hydrophobes sont suffisants pour permettre la liaison à SUMO, in vivo les résidus autour du 

cœur hydrophobe influencent la liaison (Uchimura et al., 2006). La signature du SIM étant 

limitée au petit motif formé par le feuillet β, l’orientation peut être parallèle ou antiparallèle. 

Une Lysine de SUMO1 n’est pas conservée dans SUMO2, ce qui pourrait expliquer la 

préférence d’interaction de cette dernière avec des SIM qui n’ont pas de résidus à charge 

négative. Les sillons hydrophobes des différents isoformes de SUMO ont une position un peu 
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différente malgré le respect des résidus basiques, suggérant que le réarrangement des 

résidus acides et hydrophobes des SIM pourrait dicter leur capacité à lier spécifiquement les 

isoformes SUMO (Kerscher, 2007). 

 

 

5) Les régulateurs directs de SUMOylation 

 

RSUME (RWD-domain-containing SUMOylation Enhancer), une protéine induite par le stress 

récemment découverte, augmente la SUMOylation de cibles mais ne possède pas d’activité 

de conjugaison. Son domaine RWD (RING finger-containing proteins, WD-repeats-

containing-proteins, and yeast DEAD(DEXD)-like helicases) d’interaction protéique est 

essentiel à cette activité (Carbia-Nagashima et al., 2007). 

RSUME aide à la polymérisation des chaînes libres de SUMO2 et 3 médiée par Ubc9 ; elle 

permet la liaison de SUMO1 et E1 à Ubc9 (Carbia-Nagashima et al., 2007). 

 

A l’inverse, aucune protéine empêchant l’activité de SUMOylation n’a été mise en évidence à 

ce jour. Par contre les STUbLs (SUMO-Targeted Ubiquitin Ligases) permettent la dégradation 

de certaines protéines SUMOylées ; elles sont donc responsables de la diminution du 

« pool » de protéines conjuguées à SUMO. Cette famille contient un domaine RING finger 

Ubiquitine-ligase et reconnaît les protéines SUMOylées via un motif SIM ; les STUbLs 

peuvent ainsi mener les protéines modifiées par SUMO à la dégradation par le protéasome 

(Perry et al., 2008). Leur fonctionnement sera détaillé plus loin. 

 

 

6) Importance de la voie SUMO 

 

Un défaut de système de conjugaison de SUMO chez la levure entraîne une instabilité 

chromosomique, une sensibilité accrue aux dommages à l’ADN et des problèmes au cours de 

la division cellulaire (Ulrich, 2005). Chez S.cerevisiae, l’abolition de la signalisation SUMO 

mène à un arrêt du cycle en G2/M (Bossis and Melchior, 2006). 

Chez la souris, l’invalidation de SUMO1 par recombinaison homologue n’a pas d’effet. En 

effet, son absence est compensée par SUMO2 et 3 (Evdokimov et al., 2008) (Zhang et al., 

2008). Un déplacement vers les formes de plus hauts poids moléculaires des conjugués 

SUMO2 et 3 est observable, ce qui pourrait refléter l’augmentation de la longueur des 

chaînes polySUMO comme un résultat de l’absence de la molécule de terminaison SUMO1 
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(Evdokimov et al., 2008). Les différents paralogues SUMO codés par différents gènes ont 

donc des fonctions redondantes in vivo, ce qui pourrait être une stratégie cellulaire pour 

maintenir le taux de SUMOylation de protéines clés (Evdokimov et al., 2008) (Zhang et al., 

2008). 

L’abolition de la voie de conjugaison par invalidation de Ubc9 chez la souris entraîne une 

mort embryonnaire précoce, avant E7.5 (l’embryon s’implante avant de dégénérer). La voie 

SUMO est essentielle pour la croissance de la masse cellulaire interne (ICM) au stade 

blastocyste ainsi que pour la phase de développement post-implantatoire (Nacerddine et al., 

2005). Il est observé une mort par apoptose des cellules de l’ICM mais pas des futurs tissus 

extra-embryonnaires. Ce travail a permis de démontrer que, chez les mammifères, la 

SUMOylation est critique pour la structure, la ségrégation et la transmission correcte des 

chromosomes. Sa perte entraîne des anomalies drastiques de l’architecture nucléaire et 

subnucléaire au détriment de la survie cellulaire (Nacerddine et al., 2005). 

 

 

B. Fonctions 

 

Cette partie, non exhaustive, vise une vue générale des différents rôles biologiques que peut 

avoir la SUMOylation. La plupart de ces fonctions seront décrites de manière plus détaillée 

au cours du chapitre suivant (IV Relations SUMOylation – autres modifications). 

 

1) Transcription 

 

La modification SUMO d’un grand nombre de régulateurs transcriptionnels suggère un rôle 

important de cette modification post-traductionnelle dans la régulation de l’expression des 

gènes. 

 

• Répression transcriptionnelle 

 

Dans la plupart des cas décrits jusqu’à présent, SUMO inhibe l’activité transcriptionnelle. La 

modification SUMO de plusieurs facteurs de transcription pourrait promouvoir l’interaction 

avec des protéines qui ont une faible ou pas d’affinité pour le substrat non modifié. 

C’est le cas de Daxx (Death-associated protein). Cette protéine supprime le potentiel de 

répression transcriptionnelle de certains facteurs de transcription SUMOylés (récepteurs aux 

androgènes et aux glucocorticoïdes, Smad4 et CBP) en interagissant avec eux via son SIM. 
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D’autre part, elle est recrutée aux corps nucléaires de manière dépendante de la 

SUMOylation de PML (Lin et al., 2006). 

 

La molécule de SUMO seule est suffisante pour réprimer la transcription. L’attachement 

covalent de SUMO à des facteurs de transcription inhiberait la transcription par recrutement 

de corépresseurs transcriptionnels. Les HDACs jouent un rôle important dans la répression 

mise en place par la SUMOylation, mais celui-ci est dépendant du contexte. Elles peuvent 

soit être recrutées par des protéines SUMOylées, soit être elles-mêmes modifiées, et peuvent 

aussi modifier des substrats entraînant un effet sur la SUMOylation (Gill, 2005). 

 

Voici quelques exemples de recrutements d’HDACs impliquant la SUMOylation. 

La région CRD1 (Cell cycle Regulatory Domain 1) de p300 est un domaine répresseur qui est 

modifié par SUMOylation sur deux Lysines cibles ce qui permet son interaction avec HDAC6 

(Girdwood et al., 2003) (Bouras et al., 2005). 

Le complexe NuRD, décrit précédemment, est modifié par SUMOylation sur les protéines 

p66α et β. Ces protéines aident à la répression mise en place par d’autres membres de ce 

complexe : MBD2 et 3 ; et ceci requière leur SUMOylation. P66α-SUMO interagit avec HDAC1 

(Gong et al., 2006). 

L’histone H4 est SUMOylée, ce qui aurait une fonction répressive puisqu’elle permet son 

interaction avec HDAC1 et la protéine de l’hétérochromatine HP1γ (Shiio and Eisenman, 

2003). 

 

Comme nous venons de le voir, les HDACs peuvent être elles-mêmes SUMOylées. Les 

exemples décrits jusqu’à présent montrent que cette modification est nécessaire à l’activité 

de désacétylation. 

Le récepteur aux androgènes AR, ainsi que quatre de ses co-régulateurs, sont SUMOylés.  

SENP1 agit comme un activateur de la transcription dépendante de AR. Elle déSUMOyle 

HDAC1, ce qui met un frein à l’action de cette désacétylase et par là même augmente 

l’activité transcriptionnelle mise en place par la protéine AR (Cheng et al., 2004). 

HDAC4 est modifiée par SUMO1, ce qui nécessite un domaine NLS (Nuclear Localisation 

Signal) intact. Son taux de SUMOylation in vivo est largement dépendant de sa capacité à 

former des agrégats par son domaine coiled coil N-terminal. Un mutant non SUMOylable voit 

son activité de désacétylation diminuée (Kirsh et al., 2002). 

La SUMOylation de HDAC9 a été mise en évidence en même temps que sa caractérisation 

mais son effet n’est pas décrit (Petrie et al., 2003). 
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Le dernier rôle de ces protéines HDACs au sein de la voie de SUMOylation est le contrôle de 

cette modification à travers la désacétylation, voire même un contrôle direct par aide à la 

SUMOylation des cibles. Ceci est largement détaillé au sein du chapitre suivant. 

 

• Activation transcriptionnelle 

 

Malgré le rôle très important attribué à la SUMOylation dans la répression transcriptionnelle, 

il existe quelques exemples décrivant l’activité opposée. 

Contrairement aux autres membres de sa famille p63 et p73, la SUMOylation de p53 

contribue à son activation (Stehmeier and Muller, 2009). P53 est modifiée par SUMO1 sur sa 

Lysine 386 ce qui augmente son activité transcriptionnelle ; cette forme est accumulée dans 

la cellule après irradiation UV (Rodriguez et al., 1999) (Gostissa et al., 1999). 

Une étude, contradictoire à d’autres comme il sera détaillé plus loin, montre que la protéine 

de liaison aux îlots CpG méthylés de l’ADN MDB1 est SUMOylée par la E3 ligase PIAS1. Ceci a 

comme conséquence l’inhibition de son interaction avec la méthylase SETDB1, responsable 

du dépôt des marques répressives H3K9 di et tri méthylées. Conformément au modèle établi 

par ces auteurs, cette modification par SUMOylation mène donc à l’inhibition de la répression 

d’un gène cible de MBD1, p53BP2 (Lyst et al., 2006). 

TCF4 (T Cell Factor 4), un facteur de transcription effecteur de la voie de signalisation Wnt 

(Wingless type), qui agit après interaction avec la β-caténine, est conjugué à SUMO1 via sa 

Lysine 297. La E3 ligase PIASγ ainsi que la β-caténine activent TCF4 de manière synergique ; 

elles stimulent son activité transcriptionnelle (Yamamoto et al., 2003). 

 

 

2) Stabilité génomique 

 

La SUMOylation est un régulateur important de la recombinaison homologue (HR) chez la 

levure. L’ADN ribosomal (ADNr), constitué de séquences répétées, se situe dans le nucléole. 

L’activité du complexe Smc5-Smc6 supprime la formation de foyers nucléolaires de Rad52, 

une protéine impliquée dans la réparation de l’ADN, ce qui assure la stabilité génétique du 

locus. La recombinaison de l’ADNr a lieu préférentiellement à des foyers de Rad52 en dehors 

du compartiment nucléolaire ; la SUMOylation de Rad52 est nécessaire à leur formation 

(Torres-Rosell et al., 2007). Il est également décrit que la SUMOylation de Rad52 la protège 

de la protéolyse et que cette forme SUMOylée se trouve aux sites de dommages à l’ADN 

(Eckert-Boulet and Lisby, 2009). 
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Le mécanisme de réparation de l’ADN par excision de base (BER pour Base Excision Repair) 

est initié par une glycosylase de l’ADN qui reconnaît et retire les bases aberrantes. L’une de 

ces enzymes est la TDG (Thymine DNA Glycosylase) qui excise les T (Thymine) et U (Uracile) 

des mésappariements G•T (G pour Guanine) et G•U en créant ainsi un site abasique AP qui 

va pouvoir être réparé par d’autres enzymes. La SUMOylation de cette glycosylase diminue 

son affinité pour le site AP. TDG SUMOylée n’a plus d’activité sur les mésappariements G•T, 

par contre cette activité est fortement augmentée sur les G•U (Hardeland et al., 2002). 

L’hypothèse d’un cycle de SUMOylation/déSUMOylation peut être formulée pour la réparation 

des mésappariements G•U : la protéine TDG se fixe à l’ADN et excise le U, elle est ensuite 

SUMOylée ce qui entraîne son décrochement du site AP, et enfin TDG est déSUMOylée 

permettant de nouveau la fixation à l’ADN (Johnson, 2004). 

 

 

3) Mitose/Méïose 

 

La voie de SUMOylation est fortement impliquée dans la mitose en agissant à différents 

niveaux. 

La Topoisomérase II est un déterminant essentiel de la structure et de la fonction des 

chromosomes. Elle agit en résolvant les problèmes topologiques inhérents à la 

recombinaison, la transcription, la réplication et la ségrégation de l’ADN. La SUMOylation 

paraît être requise pour l’accumulation de la Topoisomérase II aux centromères des cellules 

humaines (Lee and Bachant, 2009). 

Chez la levure, les septines Cdc3p, 11p et Shs1p sont nécessaires à la cytokinèse (division du 

cytoplasme dans les dernières phases de la méiose et de la mitose pour former les cellules 

filles). Elles sont SUMOylées par la E3 ligase Siz1p pendant la phase M. La machinerie de 

transport nucléaire régule la SUMOylation des septines en contrôlant l’accès de Siz1p et de 

l’isopeptidase de SUMO Ulp1. Siz1p est nucléaire, sa phosphorylation lors de l’anaphase 

entraîne sa relocalisation dans le cytoplasme et son accumulation à l’anneau de septines 

(Makhnevych et al., 2007). 

Figure 25 : Hypothèse de cycle de SUMOylation dans le cas de 
la réparation BER via la glycosylase TDG (Johnson, 2004). 
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RanGAP1 est une petite GTPase de type Ras impliquée dans la régulation du transport 

nucléo-cytoplasmique. SUMO1 est nécessaire à la localisation de cette protéine. Une fraction 

de RanGAP1 est ciblée au corps du fuseau mitotique ainsi qu’à l’extrémité positive des 

microtubules du kinétochore. Ceci pourrait altérer localement la concentration de la forme 

active de Ran (Ran-GTP) afin d’aider à la stabilisation des microtubules. La conjugaison de 

SUMO1 à RanGAP1 est restreinte au groupe des métazoaires ; ceci pourrait donc refléter son 

rôle particulier dans la localisation de RanGAP1 pendant l’assemblage du fuseau mitotique en 

absence d’enveloppe nucléaire intacte (Joseph et al., 2002). 

 

L’implication de la voie de SUMOylation dans la méïose a été décrite chez la levure. 

Chez S.cerevisiae la méïose se traduit par la sporulation. Zip3, une E3 ligase, permet 

l’initiation du complexe synaptonémal (complexe protéique permettant l’association des 

chromosomes homologues entre eux lors de la prophase de la première division de méïose). 

Zip1 fait partie intégrante de ce complexe et connecte les filaments transverses aux 

chromosomes ou aux éléments latéraux, en interagissant le long de ces éléments avec les 

produits conjugués à SUMO. La modification SUMO dépendante de Zip3 est requise pour la 

formation du complexe synaptonémal ; il y a formation de chaînes polymériques le long des 

chromosomes méïotiques en milieu de prophase qui sont requises pour l’assemblage du 

complexe (Cheng et al., 2006). 

 

 

4) Stabilité protéique 

 

SUMO étant apparentée à l’Ubiquitine et ciblant les mêmes résidus, sa première fonction 

prédite fut la stabilisation protéique par compétition avec l’Ubiquitine en protégeant les cibles 

de la dégradation par le protéasome. C’est en effet ce qui a été décrit pour les protéines  

Smad4 et IκBα (Lin et al., 2003) (Desterro et al., 1998).  

Cependant, un lien direct entre la SUMOylation et la dégradation protéique est mis en place 

par les STUbLs (Perry et al., 2008). Chez l’Homme, une seule de ces protéines a été décrite 

jusqu’à présent : RNF4 qui, via son motif SIM, reconnaît les protéines SUMOylées, les 

modifie par ubiquitination grâce à un domaine de type RING, et entraîne ainsi leur 

dégradation (Sun et al., 2007). 
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5) Transport nucléaire et transduction du signal 

 

Certains récepteurs sont décrits comme étant SUMOylés, impliquant cette modification dans 

la transduction du signal, qu’il soit cytoplasmique ou nucléaire. 

RanGAP1 (Ran GTPase-activating protein 1) a été la première protéine humaine à avoir été 

décrite comme modifiée par SUMOylation. Elle est requise pour l’import de protéines 

nucléaires. Cette protéine existe sous deux formes, l’une de 70 et l’autre de 90 kda. La 

majeure fraction de celle de 90 kda se trouve à l’enveloppe nucléaire. Il s’avère que cette 

forme est modifiée par SUMOylation et que cette modification est nécessaire à l’importation. 

Elle permet l’interaction avec RanBP2 (Ran-GTP-binding protein 2), une nucléoporine 

composant les fibres cytoplasmiques du pore nucléaire (Mahajan et al., 1997) (Matunis et 

al., 1998). 

 

 

6) Réponse au stress 

 

La SUMOylation globale varie beaucoup en réponse à différents stress. Le stress oxydatif 

entraîne une augmentation ou une diminution de la SUMOylation selon les protéines et les 

doses utilisées ; le stress hypoxique est à l’origine d’une SUMOylation protéique globale ; 

quant au stress génotoxique il augmente la SUMOylation de certaines protéines telles que 

Rad52 et diminue celle d’autres comme hRIP1β (Tempe et al., 2008). 

De manière plus spécifique, la SUMOylation est impliquée dans l’apoptose puisqu’elle est 

requise pour la mort cellulaire programmée en réponse aux inhibiteurs d’HDACs, 

Trichostatine A et Depsipeptide (Hayakawa et al., 2008). La modification par SUMO1 de p53 

est nécessaire pour qu’elle exerce pleinement son activité apoptotique (Muller et al., 2000). 

La Sérine/Thréonine kinase HIPK2 (Homeodomain-Interacting Protein Kinase 2) est induite 

en réponse aux dommages à l’ADN ce qui aboutit à la mort cellulaire. Cette kinase est 

recrutée aux corps nucléaires et phosphoryle PML sur plusieurs Lysines cibles. Ces 

modifications contribuent à la SUMOylation de PML induite par les dommages à l’ADN. PML 

SUMOylée agit en synergie avec HIPK2 pour l’induction de la mort cellulaire (Gresko et al., 

2009). 

D’autre part, la surexpression de SUMO2/3 induit la sénescence, dépendante de p53 et pRb. 

D’ailleurs, le stress oxydatif, souvent à l’origine de la sénescence cellulaire, entraîne une 

augmentation de la SUMOylation de p53 (Li et al., 2006). 
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IV. Relations SUMOylation – autres modifications 
 

Après la découverte de la modification des protéines par SUMOylation, il est vite apparu 

qu’elle se trouvait en relation avec certaines autres modifications post-traductionnelles. Ceci 

ouvre l’horizon des champs d’action de SUMO car ces relations s’avèrent être 

complémentaires ou exclusives, au sein ou non de la même protéine. 

Le dialogue entre SUMO et les autres modifications émerge comme un mécanisme commun 

qui permet le contrôle complexe de l’activité transcriptionnelle (Verger et al., 2003). 

Un niveau de régulation peut encore être ajouté si l’on prend en compte le fait que les 

enzymes de conjugaison/déconjugaison de SUMO puissent elles-mêmes être modifiées, ce 

qui pourrait entre autres altérer leur capacité d’interaction avec des protéines cibles (Bossis 

and Melchior, 2006). 

 

 

A. SUMOylation – Méthylation 

 

Jusqu’à présent aucune relation n’a été décrite entre la SUMOylation et la méthylation au 

sein de la même protéine. Par contre, SUMO ayant un rôle dans la répression 

transcriptionnelle, il paraît évident que ce lien existe entre une protéine SUMOylée et la 

méthylation des histones. 

 

La recherche de résidus conservés entre les différentes formes de SUMO a permis de mettre 

en évidence, par mutations ponctuelles, les résidus importants dans la répression 

transcriptionnelle mise en place par SUMO2 (Rosendorff et al., 2006). Les auteurs ont utilisé 

ces mutants ainsi que la forme sauvage dans le but de discriminer les protéines candidates 

répressives interagissant avec SUMO2. Ce crible a permis d’identifier, entre autres, l’histone 

méthyltransférase SETDB1 (SET Domain Bifurcated 1) et la déméthylase LSD1 (Lysine-

Specific Demethylase 1), mettant ainsi en évidence un lien direct entre SUMO et la 

méthylation des histones (Rosendorff et al., 2006). 

 

Plusieurs études établissent un lien entre la SUMOylation et SETDB1. 

La création d’un transgène contenant les éléments de réponse à Gal4 intégré dans la 

chromatine a été utilisée afin d’étudier la différence d’effet entre Gal4-Sp3 et Gal4-Sp3K551R 

non SUMOylable. Grâce à ce système, cette équipe a pu mettre en évidence que la 
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SUMOylation du facteur de transcription Sp3 (Specificity Protein 3) est responsable de 

l’établissement d’une structure hétérochromatique grâce au recrutement de SETDB1 et 

SUV4-20H (une protéine du groupe Polycomb) et donc de la mise en place des marques 

répressives H3K9Me2, H3K9Me3 et H4K20Me3 (Stielow et al., 2008). 

 

Il a également été montré que la SUMOylation du corépresseur KAP1 (KRAB domain-

Associated Protein 1) est requise pour le recrutement de SETDB1 aux promoteurs cibles, via 

son motif SIM, afin d’établir les marques répressives de la chromatine. La SUMOylation de 

KAP1 augmente l’activité intrinsèque HMTase de SETDB1 (Ivanov et al., 2007). 

KAP1 contient un bromodomaine qui reconnaît les Lysines acétylées et un domaine PHD 

(Prolyl Hydroxylase Domain) qui lie les histones méthylés. Le domaine PHD, qui est proche 

du domaine RING finger des E3 ligases, est requis pour la SUMOylation du bromodomaine 

adjacent. Il interagit avec Ubc9 (Ivanov et al., 2007). 

 

Un lien pourrait certainement être établi entre la SUMOylation et la méthylation de l’ADN 

puisque MBD1 (Methyl-CpG-Binding Domain 1), protéine de liaison aux îlots CpG méthylés de 

l’ADN, a été décrite comme étant SUMOylée au cours de deux études quelque peu 

contradictoires (Uchimura et al., 2006) (Lyst et al., 2006). 

La SUMOylation de MBD1 permet une interaction plus stable avec son partenaire MCAF1 

(MBD1-containing Chromatin-Associated Factor 1). Les voies SUMO sont impliquées dans 

l’ancrage de MCAF1 et sont critiques pour la méthylation de H3K9 et la mise en place des 

protéines HP1 (Heterochromatin Protein 1) à l’hétérochromatine contenant MBD1 (Uchimura 

et al., 2006). 

Une étude publiée deux mois plus tard met en évidence que la SUMOylation de MBD1 

empêche le recrutement de SETDB1, puisque cette protéine interagit au niveau du site de 

SUMOylation. En fait, SETDB1 serait en compétition avec les E3 ligases PIAS1 et 3 pour 

l’interaction avec MBD1 et protègerait ainsi MBD1 de la SUMOylation. En accord avec leur 

modèle, ces auteurs ont montré que la forme non SUMOylable de MBD1 réprime mieux un 

gène cible endogène et que MBD1 SUMOylée, bien que capable de lier l’ADN méthylé, n’est 

pas capable de recruter SETDB1 à la chromatine (Lyst et al., 2006). 

Ces deux études mènent à penser à un mécanisme complexe pas encore totalement élucidé, 

où l’explication se trouve peut être en lien avec une autre modification post-traductionnelle 

qui agirait sur l’effet de la SUMOylation de MBD1. 
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B. SUMOylation - Phosphorylation 

1) Les sites définis 

 

Alors qu’aucun site spécifique n’a été mis en évidence lorsque la SUMOylation et la 

phosphorylation sont mutuellement exclusives, il n’en est pas de même quand ces deux 

modifications sont complémentaires. 

Hietakangas et ses collaborateurs ont mis en évidence un site ΨKxExxSP au sein duquel la 

phosphorylation de la Sérine est dirigée par la Proline adjacente, puisque celle-ci est 

indispensable. Quant à cette phosphorylation, elle influence la SUMOylation de la Lysine en 

amont (Hietakangas et al., 2003). Cette découverte a mené cette équipe à l’étude plus 

générale de ce site. Dans SwissProt le site ΨKxExxSP (conservé entre l’Homme et la souris) 

est trouvé au sein de 48 protéines humaines dont 71% sont impliquées dans la régulation 

transcriptionnelle (Hietakangas et al., 2006). L’étude de trois de celles-ci (HSF1, GATA1 et 

MEF2A) montre que la SUMOylation du motif requiert sa phosphorylation. Ceci a donc mené 

à la caractérisation d’un motif commun qu’ils ont baptisé PDSM pour Phosphorylation 

Dependent SUMOylation Motif (Hietakangas et al., 2006). 

La phosphorylation étant le résultat de différentes voies de signalisation intracellulaires, le 

PDSM semble donc être un motif composite capable d’intégrer différents signaux cellulaires 

et de les convertir en action basée sur la SUMOylation. 

Certaines protéines n’ont pas le résidu Proline ; par exemple pour c-Jun le motif est du type 

ΨKxExxS/T, la SUMOylation est-elle réellement dépendante de la phosphorylation dans ce 

cas ? (Yang and Gregoire, 2006) 

Il y a souvent une surreprésentation de résidus chargés négativement 10 acides aminés en 

aval du site de SUMOylation avec un point « chaud » pour les résidus 3 à 6 (Liu et al., 

2006b). Au sein du PDSM, la Sérine phosphorylée peut être remplacée par un acide aminé 

chargé négativement : c’est la charge négative en +3 qui est importante, cela fonctionne 

également si cet acide aminé est placé en +6. Un nouveau motif peut donc être déduit : 

NDSM pour Negatively charged amino acid-Dependent SUMOylation Motif (Liu et al., 2006b) 

(Anckar and Sistonen, 2007). 

La différence principale entre ces deux motifs est le caractère transitoire de la charge 

négative du PDSM. 
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2) Agonisme Phosphorylation – SUMOylation 

 

Le PDSM a été découvert chez la protéine HSF1 (Heat Shock transcription Factor 1), un 

facteur de transcription régulant les gènes de choc thermique. 

En réponse au stress cette protéine est phosphorylée sur deux Sérines cibles proches l’une 

de l’autre : S307 puis S303 (Hilgarth et al., 2003). Cette forme phosphorylée se lie aux HSE 

(Heat Shock Elements) (Hietakangas et al., 2003). 

La phosphorylation de l’une des deux Sérines est indispensable à la capacité de HSF1 à être 

SUMOylée sur sa Lysine 298. La kinase ERK2 entraîne la SUMOylation de HSF1 et cet effet 

passe par la Sérine 307 (Hilgarth et al., 2003). Ceci laisse donc penser que différents signaux 

peuvent mener à la SUMOylation de cette protéine à travers deux résidus phosphorylables. 

Cette SUMOylation est transitoire puisqu’il est montré que le stress induit une colocalisation 

transitoire de HSF1 et SUMO1 aux mêmes compartiments subnucléaires. La localisation de 

HSF1 à ces granules est indépendante du statut de phosphorylation de la Sérine 303, mais 

cette phosphorylation est requise pour la colocalisation transitoire HSF1-SUMO1 

(Hietakangas et al., 2003). 

Comme pour beaucoup d’autres protéines, la SUMOylation a pour effet l’inhibition de 

l’activation transcriptionnelle. Par contre, le mécanisme n’est pas connu et la littérature n’est 

pas très claire puisqu’il est décrit que la SUMOylation de HSF1 sur la Lysine 298 active sa 

capacité de liaison à l’ADN (Hilgarth et al., 2003), mais également que la forme non 

SUMOylable est capable de lier les HSE et d’induire l’expression de HSP70 (Hietakangas et 

al., 2003). 

Il a également été mis en évidence pour cette protéine que son domaine Leucine Zipper 4 

régule négativement sa SUMOylation (Hilgarth et al., 2003). 

 

Figure 26 : Agonisme phosphorylation – SUMOylation à travers un motif 
PDSM, l’exemple de HSF1. 
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Le PDSM a également été mis en évidence chez PPARγ (Peroxisome Proliferator-Activator 

Receptor γ), une protéine ayant un rôle clé dans la différenciation des adipocytes. Dans ce 

cas, ce motif pourrait réguler l’association de cette protéine avec le domaine d’interaction 

WW de partenaires tels que TAZ et YAP (Yang and Gregoire, 2006). 

 

 

3) Antagonisme Phosphorylation – SUMOylation 

 

Dans la presque totalité des cas recensés, ces deux modifications sont mutuellement 

exclusives, et c’est la phosphorylation qui empêche ou annule la SUMOylation. 

 

Le complexe AP1 (Adapin complex 1, responsable du transport entre le trans-Golgi Network 

(TGN) et les endosomes), qui comprend entre autres les protéines c-Fos et c-Jun, est régulé 

par SUMOylation. 

C-Fos est SUMOylée sur sa Lysine 265. Un choc thermique entraîne sa déSUMOylation, qui 

est cependant rétablie dès un retour à la température initiale. Par ailleurs, la phosphorylation 

de la Thréonine 232 est antagoniste à la SUMOylation et est responsable d’une 

superactivation de l’activité transcriptionnelle de cette protéine (Bossis et al., 2005). 

C-Jun, quant à elle, est SUMOylée sur ses Lysines 229 et 257. Comme cela a été décrit par 

ailleurs, la mutation de la K229 augmente l’activité transactivatrice de l’homodimère c-Jun 

(Müller et al., 2000) ; cet effet est encore plus important lors de la mutation des deux 

Lysines cibles (Bossis et al., 2005). 

C-Fos est préférentiellement SUMOylée quand elle se trouve en hétérodimère avec c-Jun 

(Bossis et al., 2005). 

 

Le motif répresseur R de Elk-1 (facteur de transcription de la famille ETS) supprime son 

activité transcriptionnelle : les résidus K249 et E251 sont importants ; ils constituent en effet 

un site de SUMOylation. D’autre part, la signalisation ERK phosphoryle Elk-1. Les 

signalisations ERK et SUMO sont antagonistes pour le contrôle de l’activité transactivatrice de 

Elk-1 puisque les inhibiteurs de la signalisation SUMO et les activateurs de celle de ERK 

agissent en synergie (Yang et al., 2003). 

 

La modification SUMO1 de p53 sur sa Lysine 286 est nécessaire à son activité pro-

apoptotique. Il n’y a pas de régulation SUMOylation/ubiquitination, par contre 

l’hyperphosphorylation de p53 empêche l’apparition des formes SUMOylées et ubiquitinées 
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(Muller et al., 2000). La Sérine 20 de p53 est phosphorylée par la kinase du point de contrôle 

de la phase S Chk2 en réponse aux dommages à l’ADN, ceci entraîne une diminution de la 

SUMOylation en affectant l’interaction de p53 avec Ubc9 (Lin et al., 2004). 

 

 

 

KAP1 est SUMOylée sur plusieurs Lysines : 554, 779 et 804. Cette SUMOylation diminue 

après un traitement à la doxorubicine qui entraîne la mort cellulaire. La déSUMOylation de 

KAP1 atténue son activité de répression transcriptionnelle sur ses gènes cibles p21 et 

Gadd45α (Growth arrest and DNA damage clone 45) (Li et al., 2007). La kinase de réponse 

aux dommages doubles brins de l’ADN ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) est rapidement 

et transitoirement phosphorylée après traitement à la doxorubicine, ce qui l’active. Ceci a 

comme conséquence la phosphorylation de KAP1 sur sa Sérine 824 et sa déSUMOylation, ce 

qui induit donc la transcription de Gadd45α. Par contre, dans des conditions basales, c’est 

l’isopeptidase SENP1 qui déSUMOyle et permet la phosphorylation de KAP1 (Li et al., 2007). 

 

La compétition SUMOylation – phosphorylation a également été décrite au sein de récepteurs 

nucléaires. 

PR A et B (Progesterone Receptor) sont SUMOylées sur leur Lysine 388. Cette modification 

est dépendante du ligand. L’activation de facteurs de croissance via la signalisation des 

kinases altère rapidement la SUMOylation de PR B attaché à son ligand ; le récepteur est 

phosphorylé ce qui entraîne une déSUMOylation et permet d’exhiber une activité 

transcriptionnelle (Daniel et al., 2007). 

Figure 27 : Antagonisme phosphorylation – 
SUMOylation, l’exemple de p53. 
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SF1 (Steroidogenic Factor 1) est un récepteur nucléaire orphelin. La phosphorylation de sa 

Sérine 203 entraîne la liaison de coactivateurs et augmente son potentiel transactivateur. 

Cette protéine est SUMOylée sur sa Lysine 194, ce qui atténue son activité transcriptionnelle. 

SF1 peut être SUMOylée indépendamment du statut de phosphorylation de S203. A l’inverse, 

l’occupation du promoteur d’un gène cible est augmentée pour les formes déficientes en 

SUMOylation (K194R) ; ces mutants sont davantage phosphorylés car interagissent mieux 

avec les enzymes de phosphorylation ainsi qu’avec les coactivateurs (Yang et al., 2009). 

Cette protéine constitue le premier exemple d’interaction non réciproque entre la 

SUMOylation et la phosphorylation pour lequel c’est la SUMOylation qui joue un rôle sur la 

phosphorylation et non le contraire. 

 

 

4) Et complexifions un peu… 

 

PML (Promyelocytic Leukemia protein) contrôle la progression du cycle cellulaire, la 

sénescence et la mort cellulaire. Dans les cellules normales, cette protéine est localisée dans 

les NBs (Nuclear Bodies) où elle s’accumule avec plus de 70 types de protéines impliquées 

dans la suppression tumorale, l’apoptose, la régulation de l’expression des gènes, la réponse 

anti-virale et la réparation de l’ADN. PML exerce sa fonction en régulant celle des partenaires 

formant le corps des NBs (Johnson, 2004). 

PML et Sp100 se trouvent dans les corps nucléaires pendant toute l’interphase et ceci est dû 

à leur SUMOylation. La déconjugaison de SUMO1 de ces protéines et l’apparition de 

nouvelles modifications de PML (présumées être des formes phosphorylées) sont des 

évènements rapides et confinés à la période courte de mitose (Everett et al., 1999). 

Au sein de ces corps nucléaires PML recrute HIPK2 (Homeodomain-Interacting Protein 

Kinase 2). Cette kinase est induite par les dommages à l’ADN et phosphoryle PML sur ses 

Sérines 8, 36 et 38, ce qui a pour conséquence l’augmentation de la stabilité protéique et 

l’induction de sa SUMOylation, et ce qui contribue à l’induction de la mort cellulaire (Gresko 

et al., 2009). 

PML apparaît donc comme ayant des formes phosphorylées antagonistes et d’autres 

agonistes à sa SUMOylation. 

 

IFNγ (Interferon γ) a des fonctions importantes dans la réponse immunitaire et induit des 

gènes de réponse largement dépendants de STAT1 (Signal Transducer and Activator of 

Transcription 1). La stimulation IFNγ entraîne l’activation de la voie des MAPK qui 



  75 

phosphoryle STAT1 sur sa Sérine 727, permettant son interaction avec PIAS1 et sa 

SUMOylation (Vanhatupa et al., 2008). 

Par contre, la SUMOylation de STAT1 sur sa Lysine 703 inhibe sa phosphorylation sur sa 

Tyrosine 701 (qui est pourtant elle-même stimulée par IFNγ) (Zimnik et al., 2009). 

Ceci ouvre donc la possibilité que, selon le site phosphorylé, la SUMOylation de la K703 

puisse être stimulée ou inhibée, offrant la possibilité d’une régulation complexe. 

 

 

 

C. SUMOylation – Ubiquitination 

1) En lien avec la dégradation protéique 

 

Un lien entre la SUMOylation et l’ubiquitination a été découvert chez la levure grâce aux 

protéines Rfp1 et 2 (RING-finger protein 1 et 2), car elles contiennent en N-terminal un 

domaine SIM d’interaction non covalente avec SUMO et en C-terminal un domaine RING 

responsable d’une activité E3 ligase pour l’Ubiquitine (Sun et al., 2007). Elles n’ont elles-

mêmes pas d’activité E3 fonctionnelle mais fonctionnent en hétérodimère avec la protéine 

Slx8 (Synthetic lethal x 8) ; cette interaction RING-RING permet l’activité « Ubiquitine-

ligase ». 

L’orthologue humain de ces protéines est RNF4 et s’avère être une chimère fonctionnelle des 

hétérodimères de levure (Sun et al., 2007). La fonction conservée des protéines de la famille 

RNF4 pourrait être de cibler les protéines SUMOylées pour entraîner leur dégradation via 

l’Ubiquitine. 

Figure 28 : Agonisme et antagonisme phosphorylation 
– SUMOylation au sein de la même protéine, l’exemple 
de STAT1. 
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Ces protéines ont été baptisées STUbLs (SUMO-Targeted Ubiquitin Ligases). L’Ubiquitination 

mise en place par ces protéines chez la levure promeut la dégradation par le protéasome des 

conjugués SUMO. L’accumulation des conjugués SUMO au sein des mutants STUbLs est 

davantage au détriment de la croissance cellulaire et de la stabilité génomique que 

l’hypoSUMOylation. Ces STUbLs ouvrent de nouvelles voies pour la détermination des rôles 

et la régulation de SUMO dans la transcription, la réparation de l’ADN, la stabilité génomique, 

et donc au sein des maladies humaines (Heideker et al., 2009). 

 

Deux études concomitantes ont mis en évidence le rôle de RNF4 dans la dégradation de PML 

et PML-RARα via l’arsenic (Lallemand-Breitenbach et al., 2008) (Tatham et al., 2008). 

Les patients atteints de leucémie promyélocytaire aïgue ont été initialement traités avec de 

l’ATRA (All-Trans Retinoic Acid) combiné à de la chimiothérapie. Malgré un fort pourcentage 

de rémission une catégorie de patients développe une résistance à l’ATRA. Le trioxide 

d’arsenic (As2O3), une ancienne tradition de la médecine chinoise, a été prouvé comme étant 

une drogue efficace pour le traitement de ces patients. Jusqu’à récemment et malgré les 

différents travaux effectués pour comprendre son fonctionnement, on ne connaissait pas le 

rôle exact de ce « poison » (Zhu et al., 2002). 

L’arsenic augmente la SUMOylation de PML-RARα, ce qui résulte en son ubiquitination et sa 

dégradation par le protéasome. L’arsenic induit l’agrégation de RNF4 aux corps nucléaires 

PML ; la SUMOylation qui cible le catabolisme de PML a lieu dans ces corps nucléaires. La 

surexpression de RNF4 entraîne la disparition des corps nucléaires PML normaux mais pas de 

ceux de PML non SUMOylable (Lallemand-Breitenbach et al., 2008). A l’inverse, le siRNA 

RNF4 ainsi que l’inhibition du protéasome entraînent l’accumulation de SUMO et de PML dans 

ces corps nucléaires (Tatham et al., 2008). 

 

A l’inverse, puisque ces deux modifications ciblent des Lysines, la SUMOylation pourrait 

entrer en compétition avec l’ubiquitination, empêchant ainsi la dégradation mise en place par 

l’Ubiquitine. 

C’est ce qui a été décrit pour le médiateur central de la signalisation du TGFβ : l’activateur 

transcriptionnel Smad4 (Lin et al., 2003). La SUMOylation entre en compétition avec 

l’ubiquitination sur deux Lysines se trouvant autour du NES (Nuclear Export Signal). La 

SUMOylation a un effet positif sur l’inhibition de croissance et les fonctions transcriptionnelles 

de Smad4, dû essentiellement à une augmentation de la stabilité de cette protéine. SUMO1 

apparaît augmenter la rétention et/ou la stabilité de Smad4 dans le noyau, et l’inhibition 
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d’expression de Ubc9 réverse l’effet du TGFβ sur l’accumulation de cette protéine (Lin et al., 

2003). 

L’insuffisance de SUMOylation pourrait donc servir de mécanisme aux cellules pour échapper 

au contrôle de l’inhibition de croissance du TGFβ pendant le développement cancéreux. 

 

 

2) Rôles différents de la dégradation protéique 

 

Une étude menée chez la levure a permis de mettre en évidence un antagonisme 

SUMOylation-ubiquitination dans des mécanismes de réparation de l’ADN (Hoege et al., 

2002). 

RAD6 est une enzyme de conjugaison de l’Ubiquitine et une protéine centrale dans la 

réparation post-réplicative de l’ADN. Un de ses substrats est PCNA (Proliferating Cell Nuclear 

Antigen) qui encercle l’ADN en formant un anneau trimérique autour de ses brins et 

fonctionne comme un facteur de processivité pour les polymérases. 

PCNA est SUMOylée sur deux Lysines ; ces modifications sont régulées au cours du cycle 

cellulaire et précèdent l’augmentation de PCNA pendant la phase S. La K164 est également 

la cible de l’Ubiquitine et celle-ci est essentielle pour la réparation de l’ADN post-réplicative. 

La SUMOylation de cette Lysine empêche non seulement son ubiquitination mais inhibe 

également la réparation de l’ADN PCNA-dépendante. D’autre part, la SUMOylation K127 

semble inhiber le processus de réparation de l’ADN (Hoege et al., 2002). 

 

Une étude menée quelques années plus tard, toujours chez la levure, a mis en évidence le 

fait que la SUMOylation de PCNA augmente son affinité pour l’hélicase Srs2p. Elle recrute 

cette hélicase à la fourche de réplication, permettant ainsi la tolérance de cette fourche en 

empêchant le recrutement de la protéine de réparation Rad51 et donc les recombinaisons 

homologues, laissant l’ADN libre pour le « processing » (Papouli et al., 2005). 

Par contre, PCNA monoubiquitinée recrute la polymérase η qui tolère les dommages à l’ADN. 

L’ubiquitination de PCNA contribue à la progression de la réplication de l’ADN avec succès en 

présence d’agents endommageant l’ADN (Ulrich et al., 2005). 

SUMO et Ubiquitine ne seraient donc pas antagonistes dans la tolérance aux dommages à 

l’ADN mais coopéreraient dans l’élaboration d’une réponse appropriée permettant de 

temporiser la fourche de réplication. 



  78 

 

 

SUMO et Ubiquitine ont été montrées comme coopérant dans l’export nucléaire. 

Un des régulateurs les plus important de p53 est MDM2 (Mouse Double Minute 2), une E3 

Ubiquitine-ligase à domaine RING qui ubiquitine p53. P53, qui est une protéine 

exclusivement nucléaire, devient cytoplasmique lorsqu’elle est ubiquitinée. Elle contient six 

Lysines dans son domaine C-terminal, dont seule K186 est SUMOylable. Une des fonctions 

majeures des modifications C-terminales de cette protéine dans l’export nucléaire est le 

relargage de MDM2. La SUMO E3 ligase PIASγ est capable de promouvoir l’export de p53, 

mais seulement en présence de la E3 Ubiquitine-ligase. PIASγ et MDM2 mènent donc à 

l’exportation de p53 à travers sa SUMOylation et son ubiquitination (Carter et al., 2007). Le 

fonctionnement exact de l’export via ses deux modifications n’étant pas encore élucidé, 

l’explication réside peut être dans une ou plusieurs modifications supplémentaires. 

 

Un autre type de protéines qui peuvent être SUMOylées et ubiquitinées sont les histones. La 

SUMOylation est liée à la répression et l’ubiquitination a initialement été décrite comme étant 

concomitante à une chromatine active. Cependant il n’est pas décrit d’évidence de 

compétition et le mécanisme par lequel SUMO entraîne la répression transcriptionnelle 

semble être indépendant du système Ubiquitine (Ulrich, 2005). 

 

 

 

 

Figure 29 : Coopération et compétition ubiquitination – SUMOylation au sein de la 
même protéine, l’exemple de PCNA. 
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D. SUMOylation – Ubiquitination – Phosphorylation 

 

Les facteurs de transcription de la famille NFκB sont un point important de convergence pour 

plusieurs systèmes de transduction du signal qui régulent des gènes critiques pour le 

développement, les réponses immunitaires, la migration cellulaire et l’apoptose. 

L’activation de NFκB est mise en place par l’ubiquitination suivie de la dégradation de IκBα, 

permettant ainsi la libération de NFκB et sa migration dans le noyau. L’Ubiquitine est 

conjuguée sur la Lysine 21 et nécessite un signal préalable induit par la phosphorylation des 

Sérines 32 et 36 par le complexe IKK (IκB Kinase). Cette K21 est également la cible d’une 

SUMOylation qui génère une forme de IκBα résistante à la dégradation. La phosphorylation 

empêche la SUMOylation (Desterro et al., 1998). 

Le complexe IKK contient deux sous-unités catalytiques IKKα/1 et β/2, une sous-unité 

régulatrice IKKγ/NEMO (NFκB essential modulator) et une sous-unité qui fait office de 

squelette, EKKS. 

Les agents endommageant l’ADN induisent une conjugaison de SUMO1 à NEMO, celle-ci est 

nécessaire à son ubiquitination puis à l’activation de NFκB. Seules les formes de NEMO non 

liées à IKK peuvent être SUMOylées, ce qui entraîne leur migration vers le noyau. ATM, une 

kinase activée par phosphorylation suite aux cassures double brins de l’ADN (DSBs), régule 

l’ubiquitination, mais pas la SUMOylation, de NEMO pour permettre la signalisation NFκB 

(Huang et al., 2003). 

ATM phosphoryle les sites Sérine-Glutamine ou Sérine-Thréonine. La Sérine 85 et la 

Glutamine 86 de NEMO sont requises pour l’activation de NFκB induite par les DSBs, la 

mutation S85A diminue l’ubiquitination de NEMO mais pas sa SUMOylation et empêche son 

exportation nucléaire. Une petite fraction d’ATM activée est exportée du noyau de manière 

dépendante de NEMO-Ub, ceci permet l’association et l’activation de IKK et est également 

important pour l’activation de NFκB (Wu et al., 2006). 

Un siRNA dirigé contre PIASγ bloque la SUMOylation de NEMO ainsi que la phosphorylation 

de sa Sérine 85. L’interaction de NEMO avec PIASγ ainsi que celle avec IKK2 s’effectue via sa 

région N-terminale, ces deux interactions sont mutuellement exclusives. NEMO-PIASγ se 

trouve dans la fraction nucléaire tandis que NEMO-IKK2 est localisée dans la fraction 

cytoplasmique. Le stress oxydant peut être critique pour l’interaction PIASγ-NEMO et la 

SUMOylation de NEMO après exposition à certains agents endommageant l’ADN (Mabb et al., 

2006). 
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L’activation du complexe IKK est dépendante de NEMO et résulte en la phosphorylation par 

IKK1 et 2 de IκB, entraînant sa polyubiquitination via les Lysine 48 de l’Ubiquitine et sa 

dégradation par le protéasome. NEMO agit donc comme une interface de liaison pour les 

régulateurs de IKK mais est également un site de modifications post-traductionnelles 

complexes (Sebban et al., 2006). 

 

Il existe d’autres cas de liens entre la SUMOylation, l’ubiquitination et la phosphorylation 

mais les mécanismes mis en jeu ont été beaucoup moins bien compris. 

Le facteur de transcription Sp1 est la cible d’une permutation moléculaire contrôlée par 

compétition entre SUMOylation (responsable de la répression) et ubiquitination. La 

phosphorylation de sa Sérine 7 entraîne la déSUMOylation de sa Lysine 16 et promeut son 

ubiquitination. Sp1 SUMOylée est résistante au clivage protéolytique et à la dégradation 

(Spengler et al., 2008). 

 

Un autre exemple concerne la maturation par clivage de NFκB p100 en p52. La SUMOylation 

basale de p100 est un pré requis pour sa phosphorylation, qui elle-même est nécessaire à ce 

Figure 30 : Interrelations SUMOylation – Ubiquitination – Phosphorylation, l’exemple de la voie NFκB. 
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clivage. La polyubiquitination de p100 étant essentielle à ce processus, la conjugaison de 

SUMO contrôle donc l’action dépendante de l’Ubiquitine (Vatsyayan et al., 2008). 

 

Le facteur de transcription de la famille ETS PEA3 est SUMOylé sur trois Lysines : K222, 

K256, et K96 qui se trouve au sein d’un motif PDSM. La signalisation MAPK via ERK 

augmente les taux de PEA3 SUMOylée ; ces formes paraissent plus instables et les 

conjugués multi-SUMO de plus hauts poids moléculaires sont particulièrement sensibles car 

détectables uniquement après inhibition du protéasome. La SUMOylation de PEA3 est requise 

pour sa poly-ubiquitination. Cette SUMOylation est un déterminant moléculaire à sa capacité 

transactivatrice (Guo and Sharrocks, 2009). 

 

 

E. SUMOylation – Acétylation 

 

Sp3 est un facteur de transcription ubiquitaire qui peut soit activer soit réprimer la 

transcription par compétition avec l’activateur transcriptionnel Sp1 ou par répression active. 

Son activité transcriptionnelle dépend du contexte et est influencée par la structure des 

promoteurs ainsi que par le type cellulaire. 

Sp3 contient un domaine inhibiteur constitué notamment d’une Lysine essentielle à son 

activité, acétylable par CBP (Braun et al., 2001). Ce même domaine est SUMOylé et cette 

modification est également nécessaire à la répression transcriptionnelle (Ross et al., 2002) 

(Sapetschnig et al., 2002). Le mutant de Sp3 non SUMOylable mais portant une molécule de 

SUMO greffée ailleurs sur la protéine rétablit la fonction répressive, suggérant donc un rôle 

de SUMO comme plate-forme pour le recrutement de corépresseurs (Valin and Gill, 2007). 

Les modifications par acétylation et SUMOylation de Sp3 sont forcément exclusives l’une par 

rapport à l’autre puisque concernant la même Lysine ; cependant aucune étude ne met ce 

point en avant. Elles paraissent en tout cas avoir la même fonction, ce qui pourrait suggérer 

que la perte d’une modification puisse être remplacée par l’autre sans altérer la fonction de 

ce domaine. 

 

PML est acétylée par p300 sur deux Lysines de son domaine C-terminal (487 et 515). Cette 

forme est préférentiellement SUMOylée. Ces deux modifications sont requises dans 

l’apoptose mise en place par des inhibiteurs de HDACs (Hayakawa et al., 2008). 
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Il existe également un lien entre la SUMOylation et l’acétylation mais sur des protéines 

différentes. 

L’histone désacétylase de classe III SIRT1 est SUMOylée sur sa Lysine 734. Cette 

modification est nécessaire à son activité désacétylase, que ce soit sur p53 ou sur H4K16. 

Les stress génotoxiques diminuent son taux de SUMOylation. Il est en effet observé une 

augmentation d’interaction avec la déSUMOylase SENP1, ce qui entraîne une augmentation 

de la mort cellulaire (Yang et al., 2007). 

La déSUMOylation de SIRT1 par SENP1 inhibe donc son activité désacétylase et par là même 

promeut l’acétylation et l’activation de p53. P53 est également SUMOylée, ce qui contribue 

aussi à son activation. Cependant, aucun lien direct n’a été établi entre ces deux 

modifications au sein de p53 à l’heure actuelle (Stehmeier and Muller, 2009). 

P300 et son orthologue CBP sont des intégrateurs transcriptionnels de différents facteurs de 

transcription. Ils fonctionnent en tant que coactivateurs ou corépresseurs et peuvent acétyler 

leurs partenaires. P300 contient un domaine CRD1 (Cell cycle Regulatory Domain 1) de 

répression transcriptionnelle. La SUMOylation de ce domaine est nécessaire à la répression 

mise en place par la désacétylase SIRT1, et donc à l’inhibition de la transactivation de p300 

(Bouras et al., 2005). De plus, le domaine CRD1 SUMOylé interagit avec HDAC6 (Girdwood 

et al., 2003). 

 

Le cas de HIC1 sera détaillé plus loin (Stankovic-Valentin et al., 2007). 

 

 

F. SUMOylation – Acétylation – Phosphorylation 

 

Jusqu’à présent, un seul exemple a été décrit concernant la triple relation SUMOylation – 

Acétylation – Phosphorylation au sein de la même protéine. Il s’agit en fait d’un motif PDSM 

au sein duquel la phosphorylation contrôle une permutation SUMOylation/Acétylation sur la 

même Lysine. 

 

Les activateurs transcriptionnels de la famille MEF2 (Myocyte Enhancer Factor 2), qui 

comprend quatre membres (A à D), ont été identifiés par leur implication dans la 

différenciation musculaire. Ils ont également des rôles importants au sein des cellules non 

musculaires tels que la régulation de la réponse aux facteurs de croissance, l’expression de 

gènes viraux, la survie neuronale, l’apoptose des cellules T et la tumorigenèse. 

La même Lysine de MEF2 peut être modifiée par Acétylation ou SUMOylation. 
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La découverte de la fonction E3 ligase des histones désacétylases de classe II HDAC4 et 5 a 

permis à cette équipe de montrer que la SUMOylation de MEF2D est stimulée par HDAC4. La 

désacétylation de cette même Lysine n’étant sensible qu’aux inhibiteurs des HDACs de classe 

III, ils ont pu mettre en évidence une interaction entre HDAC4 et SIRT1 et l’implication de 

cette dernière dans la désacétylation de MEF2D (Zhao et al., 2005). 

 

D’autre part, MEF2D est phosphorylable sur une Sérine juste en aval de la Lysine 

SUMOylable. Cdk5 (Cyclin dependent kinase 5) régule positivement l’addition de SUMO sur 

sa Lysine cible à travers la Sérine. HDAC4 qui promeut la phosphorylation de MEF2D 

interagit avec Cdk5 (Gregoire et al., 2006). 

 

Une très belle étude publiée à la même période met en relation ces trois modifications au 

sein de MEF2A. Cette protéine joue un rôle dans la morphogenèse des épines dendritiques 

du cortex cérébral. Ces auteurs montrent que la calcineurine entraîne non seulement 

l’activité induite par déphosphorylation de la Sérine 408 de MEF2A, mais inhibe également la 

SUMOylation de la Lysine 403 et promeut son acétylation. La déphosphorylation de cette 

protéine inhibe sa SUMOylation, ce qui mène à la dérépression de la transcription. Alors que 

MEF2A acétylée se trouve dans les neurones dépolarisés, MEF2A SUMOylée augmente le 

nombre et la différenciation des épines dendritiques (Shalizi et al., 2006). 

La transcription du gène Nur77 étant augmentée au sein des neurones dépolarisés, ils 

montrent qu’il est une cible de MEF2A qui est réprimée par SUMOylation, ce qui contribue à 

la différenciation des épines dendritiques (Shalizi et al., 2006). 

La permutation SUMOylation/acétylation dépendante de la phosphorylation est donc un 

signal régulant la transcription et des processus biologiques tels que le développement des 

synapses. 
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V. HIC1 : une cible et un acteur de modifications post-

traductionnelles ? 
 

A. HIC1 et le cancer 

1) Découverte de HIC1 

 

Le marqueur microsatellitaire D17S5 est situé dans une région distale par rapport à celle où 

se trouve le gène suppresseur de tumeurs p53. Ce marqueur est hyperméthylé dans 

plusieurs types de cancers humains, et cela même en absence de lésions de la région 

17p13.1, hébergeant p53. L’hypothèse de l’existence d’un gène suppresseur de tumeurs non 

identifié au sein de cette région a donc permis de caractériser la région 17p13.3, qui est 

riche en îlots CpG et contient le gène HIC1 (Hypermethylated In Cancer 1) (Wales et al., 

1995). 

L’hyperméthylation de la région 17p13.3 est, par exemple, un évènement fréquent au sein 

de tumeurs ovariennes. Elle n’est cependant pas observée dans les tumeurs de haut grade 

Figure 31 : Interrelations SUMOylation – Acétylation – 
Phosphorylation, l’exemple de MEF2. 
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car le chromosome hyperméthylé est sélectivement perdu, suggérant que la méthylation 

précède la perte d’hétérozygotie (Pieretti et al., 1995). 

HIC1 est exprimé de manière ubiquitaire dans les tissus normaux, et son expression est 

absente ou fortement diminuée dans de nombreux cancers (colon, poumon, fibroblastes, 

sein, cerveau) au sein desquels les îlots CpG de ce gène sont hyperméthylés (Wales et al., 

1995). 

Ce gène a un statut particulier au sein d’au moins deux tissus ; en effet, HIC1 est 

hémiméthylé dans le sein et la prostate normaux. L’expression de HIC1 dans l’épithélium de 

sein normal résulte donc de l’activité transcriptionnelle d’un seul de ses deux allèles. Dans 

ces deux tissus, une seule étape serait donc nécessaire à l’inactivation de HIC1 : la perte 

préférentielle de l’allèle non méthylé transcriptionnellement actif (LOH pour Loss Of 

Heterozygosity) ou la méthylation de novo de cet allèle (Fujii et al., 1998). 

A compter de sa découverte et aujourd’hui encore, le gène HIC1 est décrit comme étant 

impliqué dans de multiples types de cancers humains. Quelques exemples sont décrits ci-

après. 

 

 

2) Implication dans les tumeurs solides 

 

L’étude de patients atteints de cancers gastriques a mené à l’observation de la perte 

d’hétérozygotie du marqueur microsatellitaire D17S5, situé au voisinage du gène HIC1, dans 

34% des cas étudiés. 47% de ces cas de LOH présentent également une hyperméthylation 

de la région cible tandis que 21% de ces cas de LOH ne sont pas associés à une 

hyperméthylation de ce marqueur microsatellilaire. L’hyperméthylation de l’ADN à ce locus 

est associée à certaines étapes de la carcinogenèse gastrique et est souvent accompagnée 

d’une perte allélique (Kanai et al., 1998). 

 

D’autre part, HIC1 est plus fréquemment méthylé dans les tissus de carcinomes ovariens que 

dans ceux provenant d’ovaires normaux ou atteints de maladies bénignes. Cette méthylation 

est plus fréquente chez les femmes présentant des stades précoces de la maladie que chez 

celles présentant des stades tardifs (Feng et al., 2008). 

Selon les études, une perte allélique de la région 17p13 est retrouvée dans 40 à 70% des 

cancers du sein. 64% des carcinomes mammaires possèdent une méthylation aberrante du 

promoteur de HIC1. L’altération d’une copie du gène pourrait être un évènement précoce 
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dans la carcinogenèse mammaire ; elle précède d’ailleurs la délétion de p53 dans le cancer 

de l’ovaire (Nicoll et al., 2001) (Parrella et al., 2005). 

Au sein d’une lignée cancéreuse mammaire, l’expression de HIC1 peut être restaurée en 

utilisant la 5-AzaCytidine, une drogue déméthylante. Il existe également une association 

entre l’expression de HIC1 et l’absence de nodules métastatiques ; cette étude montre que 

l’expression de HIC1 est associée à un facteur de bon pronostic. Dans une sous-classe de 

tumeurs mammaires est observée une inactivation biallélique de HIC1 par hyperméthylation 

du promoteur et délétion chromosomique (Nicoll et al., 2001) (Parrella et al., 2005). 

 

HIC1 est également beaucoup décrit comme impliqué dans des cancers du cerveau, surtout 

chez l’enfant. 

Dans les médulloblastomes, le cancer cérébral le plus fréquent chez les enfants, l’altération 

la plus fréquente est une perte d’hétérozygotie de la région 17p13.3. Elle est d’ailleurs 

associée à un mauvais pronostic. Ce sont les tumeurs présentant le taux de méthylation de 

HIC1 le plus élevé qui ont le phénotype le plus agressif. La méthylation partielle des îlots 

CpG contenant HIC1 est commune au sein des tissus normaux du cervelet ; elle est par 

contre aberrante dans les médulloblastomes (39%). Cette méthylation aberrante de 

17p13.3, lorsqu’elle est associée à une LOH, est un évènement critique dans l’inactivation 

des deux allèles de HIC1, contribuant à l’oncogenèse (Rood et al., 2002) (Lindsey et al., 

2004). 

Les ependymomes représentent, en terme d’incidence, le troisième type tumoral du système 

nerveux central chez l’enfant. 82% des biopsies étudiées présentent une hyperméthylation 

de HIC1 (Waha et al., 2004). 

 

 

3) Implication dans les hémopathies malignes 

 

L’hyperméthylation de HIC1 est un événement tardif dans les néoplasmes hématopoïétiques. 

Une méthylation significative d’un large îlot CpG dans la région centrale du gène est 

observée dans 83% des leucémies myéloïdes aigues (AML pour Acute Myeloid Leukemia). 

Alors qu’à cette époque cette région était décrite comme étant un intron (Wales et al., 

1995), on sait maintenant qu’elle fait en fait partie de la région codante du gène (Guerardel 

et al., 2001) (Pinte et al., 2004a). A l’inverse, l’hyperméthylation de la région 5’ du gène est 

présente dans beaucoup de sous-types de leucémies, et seulement dans 10% des AML 

(Melki et al., 1999). 
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HIC1 a été également décrit très récemment comme étant impliqué dans les lymphomes 

diffus à grandes cellules B (DLBCL pour Diffuse Large B Cell Lymphoma). En effet, des 

délétions 17p sont détectées dans 20% des DLBCL analysés. Dans 42% des cas, la région 

entière 17p13.3 est perdue, et une inactivation de p53 par délétion et/ou mutation est 

observée dans 65% des cas. Par contre, 90% des DLBCL montrent une hyperméthylation de 

HIC1 ; une délétion simultanée peut être présente menant à une inactivation biallélique 

(Stocklein et al., 2008). 

Il existe une réduction significative de la survie des patients atteints de DLBCL qui ont une 

inactivation complète de p53 et HIC1. Cependant, l’inactivation de HIC1 diminue également 

le temps de survie chez les patients présentant le gène p53 normal (Stocklein et al., 2008). 

 

Le syndrome de Sézary est un type agressif de lymphome/leucémie cutané des cellules T, 

impliquant les cellules T mémoires CD4+. Il est caractérisé par la présence de cellules T 

néoplasiques, les cellules de Sézary, dans la peau, les nodules lymphatiques et le sang. Chez 

55% des patients étudiés, une perte de la région 17p13.3-13.1 a été observée (Vermeer et 

al., 2008). 

 

 

4) HIC1 : un gène suppresseur de tumeurs 

 

La perte d’expression de HIC1 dans tous ces types cancéreux mène naturellement à penser 

qu’il soit l’un des gènes suppresseurs de tumeurs situé en 17p différent de p53. D’ailleurs, 

l’expression constitutive de HIC1 dans des cellules tumorales en culture peut ralentir la 

croissance, réduire la survie, ou conduire à la différenciation (Wales et al., 1995). 

La preuve formelle de son statut de suppresseur de tumeurs a été amenée par l’étude de 

souris hétérozygotes pour ce gène. 

Les souris Hic1+/- se développent normalement au cours de leur première année de vie, puis 

elles développent des tumeurs spontanées avec une incidence plus élevée que les souris 

contrôles. La prédisposition à la malignité est dépendante de l’âge (après 70 semaines) 

(Chen et al., 2003). 

Une observation intéressante mais non expliquée à ce jour est la différence de type tumoral 

développé selon le sexe de l’animal. Dans des modèles murins, ce sont généralement des 

sarcomes et des lymphomes qui sont développés. Dans ce cas, tandis que les mâles 

développent 75% de cancers épithéliaux, les femelles présentent 85% de cancers 

lymphoïdes et mésenchymateux (Chen et al., 2003). 
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Hic1 a ainsi été le premier gène hyperméthylé défini comme suppresseur de tumeurs en 

absence de mutation (Chen et al., 2003). 

 

 

5) Relations HIC1/p53 

 

La découverte du gène HIC1, voisin de p53, et inactivé soit seul soit en même temps que 

p53, a incité l’équipe de S. Baylin à obtenir des souris doubles hétérozygotes Hic1+/- p53+/-, 

sur le même chromosome (en cis) ou sur les chromosomes homologues (en trans) (Chen et 

al., 2004). 

Les souris doubles hétérozygotes Hic1+/- p53+/- en trans ne présentent pas de tumeurs 

malignes différentes en fonction du sexe ni d’accélération de la tumorigenèse par rapport 

aux simples hétézygotes. Par contre, elles développent de manière dépendante de l’âge des 

ostéosarcomes avec une incidence beaucoup plus importante que pour les p53+/-. L’incidence 

des sarcomes et des lymphomes ne change pas. Ces souris développent également des 

types tumoraux non observés chez les souris simples hétérozygotes Hic1+/- ou p53+/- : des 

tumeurs mammaires, ovariennes, neuroendocrines métastatiques et du cerveau (Chen et al., 

2004). 

Les souris doubles hétérozygotes Hic1+/- p53+/- en cis présentent, quant à elles, une 

tumorigenèse accélérée par rapport aux p53+/-. Elle développent également de manière 

prédominante des ostéosarcomes avec une incidence beaucoup plus élevée que pour les 

p53+/-. L’incidence des ostéosarcomes métastatiques est beaucoup plus élevée chez les 

souris cis et trans par rapport aux p53+/- (Chen et al., 2004). 

Chez les souris trans Hic1+/- p53+/- la perte d’expression de Hic1 passe par l’hyperméthylation 

de l’allèle Hic1 restant. L’inactivation épigénétique de Hic1 coopère donc avec la perte de 

fonction de p53 pour faciliter l’évolution des tumeurs (Chen et al., 2004). 

Par contre, chez les souris cis Hic1+/- p53+/- est observée une élimination complète du 

chromosome restant, ce qui explique la tumorigenèse accélérée par rapport aux souris 

hétérozygotes en trans, cette élimination étant encore plus facile (Chen et al., 2004). 
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Dans les fibroblastes embryonnaires de souris (MEF pour Mouse Embryonic Fibroblast) 

inactivés pour p53, le LPS (Lipopolysaccharide), seul ou en association avec INFγ (Interferon 

γ), induit une méthylation des sites CpG du gène Hic1. Ce traitement augmente l’expression 

des méthylases de maintenance et de novo de l’ADN, Dnmt1, 3a et 3b. L’expression de 

Dnmt1 est d’ailleurs plus importante dans les MEF p53-/- que dans les p53+/+ (Tatemichi et 

al., 2008). 

 

 

6) HIC1 : un gène pré marqué des cellules souches cancéreuses ? 

 

Récemment, le statut épigénétique d’un groupe de gènes fréquemment hyperméthylés et 

éteints dans les cancers adultes a été comparé entre les cellules souches embryonnaires 

normales ES (Embryonic Stem cells) et leur contrepartie maligne EC (Embryonic Carcinoma 

cells). Les gènes présentant leurs îlots CpG hyperméthylés dans les cancers adultes humains 

sont généralement non méthylés au sein de ces deux types cellulaires. HIC1 fait partie de 

ces gènes (Ohm et al., 2007). 

Les cellules ES et EC en souris immunodéficientes NOD/SCID forment respectivement des 

tératomes (tumeurs formées par les cellules germinales pluripotentes) et des 

tératocarcinomes. Il est observé un changement d’expression de gènes dans ces tumeurs : 

Figure 32 : Phénotype des souris doubles hétérozygotes Hic1+/- p53+/- en cis et des 
souris simple hétérozygotes p53+/- (Chen et al., 2004). 
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beaucoup de gènes présentent un statut bivalent au niveau de leur promoteur (avec une 

marque activatrice H3K4Me2 et une marque répressive H3K27Me3) dans les cellules ES. 

Parmis eux, on retrouve les gènes fréquemment éteints de manière épigénétique dans les 

cancers. Ces gènes acquièrent deux marques répressives additionnelles dans les cellules EC : 

H3K9Me3 et Me2. Dans les cancers adultes, ces gènes présentent une diminution de la 

marque H3K4Me et sont enrichis en H3K9Me2. Le schéma épigénétique répressif des cellules 

EC pourrait donc représenter un statut transitoire, facilitant la progression néoplasique (Ohm 

et al., 2007). 

Le dialogue menant à la méthylation de l’ADN aurait probablement lieu précocément lors de 

l’oncogenèse, quand la distribution du complexe PRC2 (Polycomb-Repressive Complex 2) 

ressemble à celle des cellules souches. Il pourrait donc exister une origine de cellules 

souches des cancers dans lesquelles la répression des gènes serait remplacée par une 

extinction permanente, bloquant la cellule dans un statut d’auto-renouvellement perpétuel et 

donc la prédisposant à la transformation maligne (Widschwendter et al., 2007). 

 

 

B. HIC1 et le syndrome de Miller-Dieker 

 

Le syndrome de Miller-Dieker (MDS) est une maladie développementale rare (3,5 cas par 

million de naissances) due à une délétion monogénique continue de la région 17p13.3 

d’environ 350 kb. Les enfants atteints par ce syndrome meurent pendant les premières 

années de la vie. Ils présentent un retard de développement sévère avec de graves 

anomalies faciales : un fort tour de tête, un creux bitemporal, les oreilles écrasées, un petit 

nez retroussé avec une dépression à la racine, une lèvre inférieure fine et un petit menton. 

Ces enfants présentent également des anomalies cardiaques et congénitales et une 

lissencéphalie cérébrale caractérisée par un cortex épais, un élargissement postérieur des 

ventricules latéraux et une hyperplasie du corps calleux (Pilz, 2003) (Cardoso et al., 2003). 

Cette délétion entraîne l’haploinsuffisance d’au moins neuf gènes dont ILS (Isolated 

Lissencephaly), responsable du phénotype de lissencéphalie de type I, MNT/ROX, OVCA1, 

OVCA2 et HIC1. De manière évidente, plus la délétion est grande, plus le syndrome est 

sévère. Le marqueur microsatellitaire D17S5 a été utilisé comme marqueur pour 

diagnostiquer les MDS (Grimm et al., 1999) (Pilz, 2003) (Cardoso et al., 2003). 

Certains territoires d’expression de HIC1 coincident avec des régions présentant des 

anomalies dans le MDS. En effet, chez la souris, Hic1 est exprimé dans les territoires dérivés 

des somites (le mésoderme), les membres, les mésenchymes cranio-faciaux et ceux qui font 
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face à l’épithélium des organes internes (Grimm et al., 1999). Chez le Poisson Zèbre, ZfHIC1 

est exprimé dans les mésenchymes de la tête, autour du nez et des yeux, ainsi que dans les 

arcs branchiaux (Bertrand et al., 2004). 

 

Chez la souris, l’invalidation du gène Hic1 par recombinaison homologue entraîne une mort 

embryonnaire tardive voire périnatale, avec des embryons Hic1-/- morts nés. Les embryons 

Hic1-/- ont une taille plus petite, impliquant un retard global de développement, des défauts 

du développement cranio-facial, une dysmorphie des membres et des doigts ainsi que des 

défauts de la face ventrale du corps (hernie ombilicale et boucles de l’intestin). Le phénotype 

des souris Hic1-/- est proche de celui des souris Ovca1-/-, gène situé au voisinage immédiat 

de Hic1. Ces phénotypes de défauts développementaux évoquent ceux observés chez les 

patients atteints par le syndrome de Miller-Dieker (Carter et al., 2000). 

 

 

 

On peut noter malgré tout que la comparaison est effectuée entre une délétion hémizygote 

chez l’Homme et une invalidation totale chez la souris. Cependant, c’est souvent le cas lors 

de comparaison entre une maladie humaine et son « homologue » murine. De plus, il n’a 

jamais été étudié si, au sein des MDS, l’allèle restant de HIC1 est exprimé, ou s’il est méthylé 

comme dans les tumeurs de souris Hic1+/-. Ceci n’est donc pas incompatible avec la 

conclusion portée sur l’implication de HIC1 dans cette maladie développementale. 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Embryons de souris Hic1+/+ 
sur la gauche, et deux Hic1-/- sur la droite 
(Carter et al., 2000). 
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C. HIC1 est un répresseur transcriptionnel 

1) La protéine HIC1 

 

La protéine HIC1 est codée par un exon unique. La régulation transcriptionnelle de ce gène 

est complexe car due à la présence de trois promoteurs différents, auxquels s’ajoutent des 

mécanismes d’épissage alternatif. Le transcrit majeur code une protéine de 714 acides 

aminés (Guerardel et al., 2001) (Pinte et al., 2004a) (Mondal et al., 2006). 

 

Cette protéine est un facteur de transcription possédant plusieurs domaines fonctionnels 

distincts. En N-terminal est présent un domaine BTB/POZ (Broad Complex, Tramtrack, Bric à 

brac/POX viruses and Zinc fingers) d’homodimérisation et de multimérisation. Ce domaine 

est suivi par une région centrale peu conservée à l’exception de quelques séquences 

notables, puis viennent des doigts de zinc C2H2 de type Krüppel dans la partie C-terminale 

(Wales et al., 1995) (Deltour et al., 1999). 

 

 

Figure 34 : Organisation génomique du locus HIC1 humain (Fleuriel et al., 2009). 

Figure 35 : Schéma représentatif de la protéine HIC1. 
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Le domaine BTB/POZ de HIC1 possède une activité répressive autonome insensible aux 

inhibiteurs de désacétylases de classes I, II et III, la TSA (Trichostatine A) et la NIA 

(Nicotinamide) (Deltour et al., 1999) (résultats non publiés). 

 

HIC1 possède un paralogue en 22q11.2, HRG22 (HIC1 related gene on chromosome 22), qui 

code une protéine de 555 acides aminés. L’alignement de séquence entre les protéines HIC1 

et HRG22 révèle, en plus du domaine BTB/POZ et des doigts de zinc, deux régions de forte 

conservation au sein de la région centrale. Contrairement au domaine BTB/POZ, cette région 

centrale possède une activité de répression transcriptionnelle autonome qui recrute des 

HDACs (Deltour et al., 2001) (Deltour et al., 2002). 

 

Le premier motif parfaitement conservé est fortement homologue au site PxDLS de 

recrutement de CtBP : GLDLSKK/R, au sein duquel la Leucine invariante essentielle pour le 

recrutement se trouve en position 225. HIC1 interagit avec CtBP via ce motif, ce qui 

nécessite la dimérisation par le domaine BTB/POZ (Deltour et al., 2002). 

Les protéines CtBP sont connues pour être régulées par le NADH qui favorise leur 

dimérisation. Le chlorure de cobalt (CoCl2) ou l’hypoxie, qui augmente le taux de NADH libre 

au sein de la cellule, favorise l’interaction HIC1-CtBP1. Cette interaction est abolie par la 

mutation L225A. 

CtBP est responsable, au moins en partie, de la répression transcriptionnelle mise en place 

par HIC1, puisque la mutation L225A diminue le potentiel de répression. Cependant, elle ne 

l’abolit pas. La région centrale de HIC1 met en place des mécanismes de répression 

transcriptionnelle dépendants et indépendants de CtBP ; les deux nécessitent le recrutement 

d’une activité HDAC de classe I ou II (Deltour et al., 2002) (Stankovic-Valentin et al., 2006). 

 

Le second peptide phylogénétiquement conservé au sein de cette région centrale est 

YRWM/VKxEP, qui contient un site consensus de SUMOylation ΨKxEP, où la Lysine modifiable 

se trouve en position 314. Les mutants K314R et E316A ne sont plus SUMOylables 

(Stankovic-Valentin et al., 2007). 

Les E3 ligases PIAS1 et Xα permettent la modification de HIC1 par SUMO1, qui est réversible 

sous l’action de la déSUMOylase SENP2/SSP3. 

La SUMOylation n’affecte pas la localisation subcellulaire de HIC1. Par contre, elle régule 

positivement son potentiel de répression transcriptionnelle (Stankovic-Valentin et al., 2007). 

Ce site de SUMOylation englobe également un motif d’acétylation de type KxxP, où la Lysine 

modifiable est toujours la K314. HIC1 est acétylé par CBP/p300, sur plusieurs Lysines dont la 
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K314. De plus, la mutation P317A affecte l’acétylation mais pas la SUMOylation. Le site 

ΨKxEP est donc un motif de permutation acétylation/SUMOylation (Stankovic-Valentin et al., 

2007). 

HIC1 interagit avec HDAC4 et SIRT1, indépendamment de la SUMOylation. Par contre, la 

SUMOylation de HIC1 est augmentée quand SIRT1 est surexprimée, et diminuée en 

présence d’un ARN interférant ciblant SIRT1. HDAC4 n’a, quant à elle, pas d’effet sur 

l’acétylation de HIC1. SIRT1 permettrait donc la désacétylation de HIC1 et HDAC4 serait 

impliquée dans sa SUMOylation via son activité de « E3 facilitase » ; en effet, HDAC4 ne 

serait pas une réelle SUMO E3 ligase mais faciliterait la liaison de la molécule de SUMO à la 

protéine cible. La TSA diminue également la SUMOylation indiquant que des HDACs de classe 

I ou II régulent également la désacétylation de la Lysine 314, et donc la SUMOylation de 

HIC1 (Stankovic-Valentin et al., 2007). 

 

 

Ces modifications post-traductionnelles ne sont pas les seules à cibler HIC1. En effet, cette 

protéine est par exemple modifiée par la O-GlcNAc (O-Linked N-Acetylglucosamine) au sein 

de sa partie C-terminale et sur ses doigts de zinc. Le rôle de cette modification n’est pas 

encore élucidé ; elle n’affecte pas la propriété de liaison aux éléments de réponse à l’ADN de 

la protéine (Lefebvre et al., 2004). 

De plus, HIC1 est également modifiée par phosphorylation, mais les sites cibles ne sont pas 

identifiés (Lefebvre, résultats non publiés). 

 

 

 

 

Figure 36 : Permutation acétylation / SUMOylation de 
HIC1. 
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2) Répression directe 

• Liaison à l’ADN 

 

La séquence consensus de liaison de HIC1 à l’ADN in vitro a été définie au cours de la Thèse 

de Sébastien Pinte (Pinte et al., 2004b). Elle peut être restreinte à 12 pb, 5’-
C/GNGC/GGGGCAC/ACC-3’, et a été baptisée HiRE pour HIC1 Response Element. Cette 

séquence optimale est centrée autour du cœur GGCA, et ces nucléotides sont 

essentiellement liés par les ZF3 et 4. La protéine HIC1 de pleine longueur ne lie pas un site 

unique, mais peut lier de manière coopérative et dépendante du BTB/POZ une cible 

constituée de plusieurs copies de la séquence de liaison, 5 HiRE. Ceci laisse supposer un 

modèle de repliement de l’ADN via l’association de plusieurs protéines HIC1 entre elles ainsi 

qu’à différentes séquences cibles, comme illustré sur la figure suivante (Pinte et al., 2004b). 

 

 

Le premier gène cible direct de HIC1 a été identifié par l’équipe de S Baylin. Il s’agit du gène 

codant la désacétylase de classe III, SIRT1. Cette première cible implique HIC1 au sein 

d’une boucle de régulation qui sera décrite plus loin (Chen et al., 2005). 

Trois autres gènes cibles directs ont été décrits jusqu’alors. 

 

 

• FGF-BP1 

 

Au cours de l’angiogenèse, deux familles de facteurs de croissance sont importantes. 

Le TGFβ (Transforming Growth Factor β) et sa signalisation sont critiques pour la formation 

des muscles lisses vasculaires pendant le développement. Ce facteur de croissance inhibe la 

Figure 37 : Modèle de repliement de l’ADN 
par liaison de plusieurs molécules de HIC1 sur 
ses éléments de réponse HiRE. 
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prolifération et la migration de cellules endothéliales ainsi que la formation de structures en 

tubes en gel de collagène. Le traitement des cellules de la crête neurale avec le TGFβ résulte 

en l’adoption d’un phénotype de muscle lisse (Abuharbeid et al., 2006). 

Une autre famille importante, ayant un rôle opposé à la précédente pendant l’angiogenèse, 

est celle des FGFs (Fibroblasts Growth Factor). Ces facteurs de croissance induisent la 

prolifération endothéliale, la migration et la formation de tubes. Ils inhibent la différenciation 

du muscle lisse. Pour mener à bien leur action, les FGFs requièrent des protéines 

extracellulaires de la famille FGF-BP1 (Fibroblast Gowth Factor-Binding Protein 1), qui ont un 

rôle clé dans l’angiogenèse tumorale et le développement de vaisseaux sanguins chez 

l’embryon. FGF-BP1 est une protéine secrétée qui lie les FGFs. Ces derniers sont 

typiquement stockés sur les protéoglycanes héparanes sulftates de la matrice 

extracellulaire ; ils restent inactifs et FGF-BP1 agit comme une protéine chaperonne qui les 

lie et les présente aux récepteurs tyrosine kinase. Il existe un rôle de FGF-BP1 dans la 

régulation des FGFs spécifiquement pendant la croissance des vaisseaux sanguins dans les 

tumeurs et dans le développement de l’embryon (Abuharbeid et al., 2006). 

 

Une étude effectuée dans des cellules se différenciant en muscle lisse après traitement au 

TGFβ montre que l’expression de FGF-BP1 diminue après ce traitement. Cet effet passe par 

les protéines Smad2 et 3, les protéines de transduction du signal typiques du TGFβ. En effet, 

la diminution de leur expression empêche la répression de l’activité du promoteur de FGF-

BP1, et, à l’inverse, l’augmentation de leur expression potentialise cet effet répresseur. 

Au sein du promoteur de FGF-BP1 se trouvent des éléments de réponse à HIC1. Un site 

GGCA se situe entre les bases -799 et -761, région responsable de la répression mise en 

place par le TGFβ. La protéine HIC1 lie ce site in vitro, et la mutation des bases GGCA en 

TTAG inhibe la répression du promoteur. FGF-BP1 est donc un gène cible direct de HIC1 

(Briones et al., 2006). 

 

 

• ATOH1 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, HIC1 est fortement impliquée dans les 

médulloblastomes, essentiellement chez l’enfant. 

Les médulloblastomes surviennent dans une population progénitrice neuronale du 

développement du cervelet, les précurseurs des cellules granulaires (GCPs pour Granular 

Cells Precursors). Pendant le développement, ces cellules présentent une expansion rapide 
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au sein de la couche cellulaire granulaire externe (EGL). Au cours de la différenciation 

terminale, elles descendent à travers la couche moléculaire, où se trouvent les cellules de 

Purkinje, pour former les cellules granulaires matures qui résident dans la couche granulaire 

interne (IGL) (Briggs et al., 2008a) (Briggs et al., 2008b). 

Puisque la différenciation des cellules granulaires peut être liée à la migration des couches 

EGL à IGL, le cervelet représente un modèle idéal de différenciation neuronale. 

L’expansion du compartiment GCP est dépendante de la signalisation Hedgehog (Hh), mise 

en place par la protéine Sonic Hedgehog (Shh). PATCHED (PTCH) code le récepteur de la 

signalisation Hh. C’est un gène suppresseur de tumeurs dans les médulloblastomes (Briggs 

et al., 2008a) (Briggs et al., 2008b). 

 

La perte d’hétérozygotie de la région 17p13.3 est le défaut génétique le plus fréquent dans 

les médulloblastomes sporadiques. PTCH étant un suppresseur de tumeurs dans les 

médulloblastomes, une étude a porté sur l’implication que pouvaient avoir les gènes Ptch et 

Hic1, chez la souris, dans ce type de cancer. 

Les souris double hétérozygotes Ptch1+/- Hic1+/- présentent une augmentation de l’incidence 

des médulloblastomes de 4 fois par rapport aux simples hétérozygotes Ptch1+/- ; ce sont les 

mêmes tumeurs avec le même temps de croissance (Briggs et al., 2008a) (Briggs et al., 

2008b). 

 

Pendant le développement du cerveau chez la souris, Hic1 est absente de la couche externe 

(EGL) mais est détectable dans les cellules bordant la partie interne de l’EGL. Sa présence 

est importante dans les cellules des couches moléculaires et IGL, ainsi que dans les cellules 

de Purkinje. 

L’homologue humain de Atonal, ATOH1, qui code un facteur de transcription, est le 

marqueur connu le plus précoce de la couche EGL et est requis pour le développement de 

cette population progénitrice. Il est fortement exprimé dans les GCPs et son expression est 

éteinte suivant la différenciation et la descente dans la couche IGL. ATOH1 est une cible de 

la signalisation Hh dans le développement du cervelet et des médulloblastomes. 

Hic1 ne joue pas de rôle majeur dans la signalisation Hh. Par contre, l’expression de ATOH1 

est significativement réduite par l’expression exogène de HIC1. 

Dans le cervelet de souris à 14 jours, Hic1 est lié à l’enhancer de Atoh1. L’effet de l’absence 

de HIC1 au sein des médulloblastomes doit certainement passer par l’expression augmentée 

de ATOH1, puisque la diminution d’expression de Atoh1 dans les lignées dérivées des 

tumeurs Ptch1+/- Hic1+/- diminue dramatiquement la viabilité cellulaire. 
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Ces résultats ont donc mené cette équipe à étudier l’effet de HIC1 au cours de la 

différenciation des GCPs. Pour ce faire, ils ont isolé ces cellules en prolifération avec une 

activité de signalisation Hh maximale, puis les ont mises 9 jours en culture. L’expression de 

Hic1 augmente à partir de J0 avec un maximum à J6, ce qui coïncide avec la perte 

d’expression de Atoh1. 

Les seules cellules capables de proliférer in vitro en réponse à Shh sont des GCPs immatures 

positives pour Atoh1. Shh prévient donc la différenciation spontanée et maintient 

l’expression de Atoh1. Par contre, la suppression de l’expression de Atoh1 par Hic1 est 

dominante à l’expression de Atoh1 mise en place par Shh. Hic1 peut donc agir en aval de 

Shh pour réprimer l’expression de Atoh1. Son expression pourrait servir à rendre les GCPs 

insensibles au Shh et permettre la différenciation terminale de ces cellules, malgré 

l’exposition à des hauts taux de Shh au cours de leur migration (Briggs et al., 2008a) (Briggs 

et al., 2008b). 

 

 

 

Cette étude a permis aux auteurs de proposer un modèle concernant l’origine des 

médulloblastomes chez les souris double hétérozygotes Ptch1+/- Hic1+/-. Une caractéristique 

des souris Ptch1+/- est l’accumulation de petits îlots de cellules EGL persistantes à la surface 

du cervelet. Ces cellules pourraient être les précurseurs des médulloblastomes, nécessitant 

un déficit génétique additionnel afin d’acquérir un phénotype transformé. Ceci pourrait 

fournir une explication potentielle concernant l’augmentation de l’incidence des 

médulloblastomes chez les souris Ptch1+/- Hic1+/-. 

 

Figure 38 : Migration et différenciation neuronale au sein du cervelet. 
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• E2F1 

 

Ce troisième gène cible de HIC1, récemment identifié, est impliqué au sein d’une boucle de 

régulation détaillée plus loin (Zhang et al., 2009). 

 

 

3) Répression indirecte 

 

Jusqu’alors, une seule étude a mis en évidence un effet répresseur de la transcription de 

HIC1 sans liaison à l’ADN, par séquestration de facteurs dans le nucléoplasme (Valenta et 

al., 2006). Cette propriété avait déjà été établie pour d’autres protéines à domaine BTB/POZ, 

notamment BCL6. 

 

La signalisation Wnt (Wingless-type MMTV integration site family member) joue des rôles 

essentiels dans différents processus développementaux, incluant la détermination cellulaire, 

la survie des cellules ES et l’organogenèse. L’activation de cette signalisation par mutation 

est impliquée dans la dérégulation de la croissance cellulaire et donc dans la cancérogenèse. 

En absence de signal Wnt, la β-caténine est phosphorylée par le complexe APC 

(Adenomaous Polyposis Coli), entraînant son ubiquitination et sa dégradation par le 

protéasome. Les facteurs Wnt agissent en inhibant le complexe APC. La β-caténine se 

retrouve donc dans le noyau où elle peut s’associer avec des facteurs de transcription de la 

famille TCF (Transcription Factor), qui possèdent une activité de « connecteurs », liant 

d’autres polypeptides à des promoteurs. La β-caténine possédant un domaine de forte 

activation de la transcription, son interaction avec les TCFs entraîne la transcription des 

gènes de réponse à Wnt. Chez les mammifères, les TCFs se lient aux corépresseurs TLE 

(Transducin-Like-Enhancer of split orthologs), et, en absence de signal Wnt, répriment la 

transcription à des promoteurs spécifiques. TCF3 et 4, quant à eux, s’associent au 

corépresseur CtBP (Valenta et al., 2006). 

 

HIC1 est un antagoniste de l’activation transcriptionnelle mise en place par TCF4, mais est 

absente des promoteurs cibles de cette protéine. Par contre, HIC1, TCF4 et CtBP1 

colocalisent dans des cellules en culture. Il s’avère que la répression de la transcription mise 

en place par TCF4 via HIC1 est dépendante du recrutement de TCF4 aux corps nucléaires 

contenant HIC1, et non de l’interaction directe de HIC1 aux promoteurs des gènes réprimés. 
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La séquestration de TCF4 par HIC1 affecte donc la transcription dépendante de Wnt. En plus 

de TCF4, HIC1 séquestre la β-caténine dans les corps nucléaires. HIC1 élimine donc 

complètement l’association de la β-caténine aux éléments de réponse à TCF. Ceci requiert 

l’interaction de HIC1 avec CtBP, puisque le mutant (HIC1ΔCtBP) empêchant cette interaction 

est deux fois moins actif que la protéine normale. Le domaine BTB/POZ est également 

indispensable puisque sa délétion (HIC1ΔPOZ) abolit complètement l’effet répresseur. Par 

cette action, HIC1 bloque la stimulation par Wnt3a des gènes Axin2, Sp5, et Cycline D1  
(Valenta et al., 2006). 

 

 

 

Cette étude élargit donc l’horizon de la recherche de gènes cibles de HIC1, puisque cette 

protéine peut avoir un effet répresseur direct par liaison à des promoteurs cibles, mais 

également un effet indirect par séquestration de facteurs au sein de corps nucléaires, 

empêchant leur propre action sur l’ADN. 

 

 

 

Figure 39 : Répression transcriptionnelle indirecte mise en place par HIC1, par séquestration de 
TCF4 et de la β-caténine dans le nucléoplasme, empêchant leur fonction d’activation 
transcriptionnelle. 
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4) Focus sur le contrôle de l’activité d’un gène cible direct : SIRT1 

• L’acétylation 

 

SIRT1 est impliquée dans une PTM (modification post-traductionnelle) largement décrite 

pour modifier les histones, mais également importante pour l’activité de protéines non 

histones : l’acétylation. 

Il est décrit un rôle important de l’acétylation et la désacétylation des protéines non histones 

dans la physiologie cellulaire. L’acétylation des facteurs de transcription peut résulter en 

l’altération de leur liaison à l’ADN, activation transcriptionnelle, stabilité protéique, 

localisation subcellulaire, ou en l’altération d’interactions protéine-protéine (Whittle et al., 

2007). 

Le premier effet de l’acétylation réversible des Lysines est la neutralisation de leur charge 

positive, et donc la modulation des propriétés biochimiques des protéines contenant ces 

résidus. Elle empêche également la capacité des Lysines à former des liaisons hydrogènes. 

Deux types d’enzymes sont impliqués dans cette modification : les HATs (Histones Acetyl 

Tranferases) qui utilisent l’acétyl-CoA pour le transfert d’un groupement acétyl au substrat, 

et les HDACs (Histones Deacetylases) qui abolissent la modification (Sadoul et al., 2008) 

(Yang and Seto, 2008). 

 

Il existe différentes classes d’HDACs. SIRT1 fait partie des HDACs de classe III ; elle est 

l’homologue mammifère de la protéine Sir2 (Silent information regulator 2) de levure, le 

membre fondateur des sirtuines. 

Les sirtuines (SIRT1 à 7) constituent une famille de désacétylases et/ou d’ADP-

ribosyltranférases, nécessitant comme cofacteur essentiel le NAD+ (Nicotinamide Adenine 

Dinucleotide). Cette dépendance lie l’activité des sirtuines à l’état métabolique de la cellule 

(Kwon and Ott, 2008) (Feige and Auwerx, 2008). 

Chez les mammifères, l’activité HDAC semble être restreinte à SIRT1, 3 et 6 (Feige and 

Auwerx, 2008). 

 

SIRT1 est connue pour désacétyler plus d’une dizaine de substrats, incluant p53 et E2F1, les 

récepteurs nucléaires AR (Androgen Receptor) et ERα (Estrogen Receptor), leurs 

coactivateurs PGC1α et p300, ainsi que plusieurs facteurs de transcription régulés par p300 

(NFkB, FKHR). La désacétylation de p300 au sein de sa région CRD1 (Cell Cycle Regulatory 

Domain 1), qui inhibe son activité, intègre les signaux métaboliques dans la cellule, car 

divers récepteurs nucléaires sont régulés par p300 (Whittle et al., 2007). 
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• SIRT1 : oncogène ou gène suppresseur de tumeurs ? 

 

SIRT1 est plutôt décrite comme une protéine codée par un oncogène. En effet, elle bloque la 

sénescence, la différenciation cellulaire, l’apoptose induite par le stress et promeut la 

croissance cellulaire, l’angiogenèse et la vasodilatation. Beaucoup de ces effets passent par 

la désacétylation de p53. 

Elle régule la désacétylation et la méthylation des histones et désacétyle également un grand 

nombre de protéines non histones (des facteurs de transcription, des protéines de réparation 

de l’ADN, des facteurs de signalisation). Elle diminue l’activité transcriptionnelle de certains 

facteurs de transcription tel que p53, et augmente celle d’autres comme BCL6 (Liu et al., 

2009). 

SIRT1 est un facteur de longévité chez les mammifères. La restriction calorique prolonge la 

durée de vie chez la levure, les vers, les mouches et les souris en augmentant l’activité 

cellulaire de SIRT1. Le taux de SIRT1 diminue quand les souris suivent un régime riche en 

graisses, ce qui cause la résistance à l’insuline (Kwon and Ott, 2008). 

Dans les cellules cancéreuses, la présence de SIRT1 rend les cellules résistantes à la 

sénescence réplicative après stress oxidatif et facilite le développement tumoral, car moins 

d’apoptose est induite par p53 en réponse aux dommages à l’ADN (Kwon and Ott, 2008). Le 

stress oxidatif, ainsi que les dommages à l’ADN, causent un changement majeur de 

distribution de SIRT1 le long du génome, ce qui affecte l’expression des gènes (Oberdoerffer 

et al., 2008). 

 

Cependant, un rôle suppresseur de tumeurs a été décrit pour cette protéine in vivo. En effet, 

l’augmentation de l’activité de SIRT1 ou de sa quantité peut augmenter la stabilité 

génomique in vivo et supprimer la tumorigenèse (Oberdoerffer et al., 2008). 

De plus, l’augmentation d’expression de SIRT1 dans un modèle murin de cancer du colon 

dépendant de la β-caténine supprime la formation de tumeurs intestinales. L’effet de SIRT1 

varie donc en fonction des modèles tumoraux, dépendant des cibles de cette enzyme (Kwon 

and Ott, 2008). 

 

La promotion d’un programme de réparation de l’ADN qui chevauche le sort apoptotique 

suggère que le rôle physiologique de SIRT1 dans les cellules mammifères empêche la 

tumorigenèse et assure la longévité cellulaire. Cependant, l’inhibition continue de l’apoptose 

pourrait aider au développement d’une transformation néoplasique non réparable. 
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L’effet précis de SIRT1 pourrait être dépendant du statut génétique de la cellule ou de la 

tumeur en question, par exemple en fonction de la présence ou de l’absence de p53. Dans 

les cellules possédant p53, SIRT1 promeut la sénescence cellulaire et limite la prolifération, 

particulièrement des cellules exposées à des formes de stress chroniques non létaux. Dans 

les cellules ayant perdu p53 ou d’autres suppresseurs tumoraux comme HIC1, la suppression 

de SIRT1 est perdue ; des fonctions indépendantes de p53 sont nécessaires à la prolifération 

continue (Brooks and Gu, 2009). 

 

 

• SIRT1 est finement régulée à différents niveaux 

 

Les divers rôles de l’activité désacétylase de SIRT1 dans de nombreux processus cellulaires 

sont sous le contrôle d’une régulation à plusieurs niveaux. La transcription de SIRT1 est sous 

le contrôle d’au moins deux boucles de rétrocontrôle négatif ; son induction est finement 

régulée pendant le stress cellulaire (Brooks and Gu, 2009). 

 

La privation en sérum entraîne la translocation nucléaire du facteur de transcription FOXO3 

(Forkhead box O) activé, qui lie et retire p53 de ses sites de liaison au sein du promoteur de 

SIRT1. Comme p53 réprime l’expression de SIRT1, ceci entraîne l’activation transcriptionnelle 

de ce gène (Kwon and Ott, 2008) (Brooks and Gu, 2009). 

P53 est elle-même un substrat de SIRT1 ; sa désacétylation la déstabilise et l’inactive (Kwon 

and Ott, 2008) (Brooks and Gu, 2009). 

SIRT1 est SUMOylée sur sa Lysine 734, ce qui augmente son activité désacétylase. La 

substitution de cette Lysine par une Arginine non modifiable empêche SIRT1 de désacétyler 

p53, ce qui protège les cellules de l’apoptose. L’exposition cellulaire à des stress 

génotoxiques ou oxidatifs augmente l’interaction entre SIRT1 et la protéase SENP1, ce qui 

induit la déSUMOylation de SIRT1, son inactivation, et promeut l’acétylation de p53 et 

l’apoptose (Kwon and Ott, 2008). 

Etonnamment, le site de SUMOylation de SIRT1 est présent chez de nombreux mammifères, 

mais n’est pas conservé chez la souris. 
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E2F1 lie deux sites dans le promoteur de SIRT1. Cette protéine est un inducteur de 

l’apoptose et l’active en réponse à l’augmentation de la prolifération. C’est un activateur 

crucial de SIRT1 en réponse aux dommages à l’ADN. 

Quand l’accumulation de SIRT1 est suffisamment concentrée dans les cellules stressées, elle 

lie E2F1 et inhibe l’activation de ses gènes par sa désacétylation. Ceci constitue une boucle 

de rétrocontrôle négatif de SIRT1 (Wang et al., 2006) (Kwon and Ott, 2008). 

Une seconde boucle de rétrocontrôle négatif mise en place par cette protéine et impliquant 

HIC1 sera décrite ci-après. 

 

Figure 40 : Régulations croisées de SIRT1 et P53. 

Figure 41 : Rétrocontrôle négatif de SIRT1 via E2F1. 
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Une étape de régulation supplémentaire est décrite au niveau du transcrit. 

Le gène suppresseur de tumeurs HuR code une protéine de liaison aux ARN messagers 

(ARNm) qui lie la région non traduite (3’UTR) de l’ARNm de SIRT1 et aide à stabiliser le 

transcrit. Sa diminution d’expression est corrélée avec celle de SIRT1 dans les cellules 

sénescentes âgées (Kwon and Ott, 2008) (Brooks and Gu, 2009). 

Après dommages à l’ADN, la protéine ATR (Ataxia Telangiectasia Related) est activée et initie 

une voie de signalisation incluant la phosphorylation de la protéine de point de contrôle 

Chk2. Celle-ci, une fois activée, peut phosphoryler HuR, ce qui cause l’arrêt de la stabilisation 

de l’ARNm, donc une diminution du taux de SIRT1, promouvant l’apoptose mise en place par 

p53 (Brooks and Gu, 2009). 

MiR-34a lie également le 3’UTR de l’ARNm de SIRT1. Il empêche par contre sa traduction, 

induisant l’accumulation de la forme acétylée de p53 (Brooks and Gu, 2009). 

 

 

D. Les boucles de régulation 

 

Deux boucles de régulations, qui ne sont d’ailleurs pas totalement indépendantes, impliquent 

HIC1 dans la réponse aux dommages à l’ADN. 

 

La découverte de l’implication de HIC1 dans les dommages à l’ADN a été faite par l’équipe de 

S Baylin, grâce à l’étude des souris invalidées pour le gène Hic1. 

Les fibroblastes embryonnaires de souris (MEF) Hic1-/- sont deux fois plus résistants au 

traitement à l’étoposide, qui entraîne des cassures doubles brin de l’ADN, que les MEF 

Hic1+/+. Cette équipe a pu observer une diminution des cellules apoptotiques dans les 

cellules Hic1-/-. HIC1 pourrait donc moduler l’apoptose induite par des dommages à l’ADN 

dans des cellules humaines et murines, et ce de manière dépendante de p53. En effet, la 

diminution d’expression de p53 rend ces cellules résistantes au traitement à l’étoposide. 

La recherche du mécanisme d’action mis en place par HIC1 pour contrôler les dommages à 

l’ADN via p53 a permis de mettre en évidence l’interaction entre les protéines HIC1 et SIRT1. 

Le taux d’expression de l’homologue de levure de SIRT1, Sir2, étant important dans la durée 

de vie de ces organismes, cette équipe a regardé le taux de SIRT1 dans les MEF invalidés ou 

non pour Hic1. Les taux de protéines et d’ARNm SIRT1 augmentent dans les cellules Hic1-/-. 

De plus, l’augmentation d’expression de HIC1 dans des cellules humaines entraîne une 

diminution du taux de SIRT1, et cet effet n’a pas lieu lorsque la protéine est délétée de son 

domaine BTB/POZ. Le promoteur du gène SIRT1 présente deux sites putatifs de liaison à 
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HIC1, très proches au sein de la séquence et dans la même orientation. Dans des 

fibroblastes primaires humains WI38, HIC1 se fixe sur ces sites. SIRT1 est également 

associée à ce site. Les auteurs montrent donc que HIC1 et SIRT1 forment un complexe de 

répression transcriptionnelle stable qui lie le promoteur de SIRT1 et réprime directement la 

transcription. 

Dans les cellules mammaires humaines MCF7, un traitement à l’étoposide entraîne une 

augmentation de p53 de deux fois. L’acétylation de la Lysine 382 de p53, qui, comme nous 

l’avons vu précédemment, est spécifiquement désacétylée par SIRT1, augmente largement, 

et ce uniquement dans des cellules avec une expression plus élevée de HIC1 et en présence 

d’étoposide. SIRT1 et p53 sont donc des effecteurs majeurs pour les réponses apoptotiques 

aux dommages à l’ADN mises en place par HIC1 (Chen et al., 2005). 

Ainsi, une boucle d’auto-régulation peut être établie par SIRT1, impliquant HIC1. 

 

Cette boucle de régulation peut être étoffée grâce à l’étude princeps qui a mené à la 

découverte de HIC1, et qui démontre également que p53 augmente l’expression de ce gène 

(Wales et al., 1995) (Guerardel et al., 2001). 

Une étude plus récente montre que p53 induit HIC1 via un site consensus de fixation situé à 

500 pb en amont du point d’initiation de la transcription du promoteur P0, et que cette 

région est hautement conservée entre les espèces. P53 endogène est requise pour la 

transcription de HIC1 en réponse aux dommages à l’ADN induits par les UV. 

L’hyperméthylation de la région promotrice de HIC1 atténue l’induction par p53 (Britschgi et 

al., 2006). 

 

Sir2, chez la levure, est stimulée par l’augmentation du NAD+. De plus, comme nous l’avons 

vu précédemment, CtBP, un partenaire essentiel de HIC1, voit son activité affectée par le 

NAD+ et le NADH (le NADH permet sa dimérisation et donc son activité). Ces deux 

observations ont mené l’équipe de RH Goodman à étudier l’effet potentiel de la glycolyse sur 

l’action de HIC1, avec l’aide de son corépresseur CtBP, sur SIRT1 (Zhang et al., 2006) 

(Zhang et al., 2007). 

La mesure directe des concentrations de NAD+ et NADH n’est pas possible ; par contre, le 

ratio NAD+/NADH libre cytoplasmique peut être déduit des concentrations de lactate et de 

pyruvate. Le 2-DG (2-désoxyglucose) est utilisé pour bloquer la glycolyse ; il augmente le 

ratio NAD+/NADH. Etant donné que la concentration de NAD+ reste constante, c’est la 

concentration de NADH qui diminue. Le 2-DG change donc le statut redox des fibroblastes 

primaires humains. 
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Dans des cellules traitées au 2-DG, l’interaction entre HIC1 et CtBP est diminuée. Ceci mène 

à une diminution du recrutement de CtBP au promoteur de SIRT1, ce qui est accompagné 

par l’augmentation du taux de transcrit et de protéine SIRT1. Au sein de cellules exprimant 

moins HIC1, l’addition de cette protéine diminue le taux de SIRT1 et restaure la réponse au 

2-DG ; cet effet est moindre si HIC1 est mutée de manière à ne plus recruter CtBP (Zhang et 

al., 2007). 

L’hypoxie augmente le taux de NADH de 4 fois. Les fibroblastes primaires exposés à 

l’hypoxie présentent une diminution du taux de transcrit SIRT1. Cet effet est partiellement 

bloqué par le pyruvate (qui conduit le NADH en NAD+) et est complètement reversé par 

traitement au 2-DG (Zhang et al., 2007). 

En plus de la réponse aux dommages à l’ADN, la boucle HIC1-SIRT1-p53 est donc régulée 

par le métabolisme. 

 

 

Cependant, SIRT1 ne serait pas un gène cible de HIC1 dans tous les types cellulaires. Alors 

que ce fait est bien établi au sein de fibroblastes primaires, il n’en est pas de même dans 

d’autres situations. 

Par exemple, dans les DLBCLs, il n’est pas observé de différence significative du taux 

d’expression de SIRT1 lorsque sont comparés des cas HIC1+/+ et des cas HIC1-/- (Stocklein et 

al., 2008). 

Figure 42 : Boucle de régulation HIC1-SIRT1-p53. 
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D’autre part, chez la souris, Hic1 ne régulerait pas SirT1 dans le système nerveux central, 

puisque le taux de SirT1 reste constant lorsque celui de Hic1 varie. De plus, l’augmentation 

d’expression de HIC1 dans une lignée cellulaire humaine de médulloblastome n’affecte pas 

l’expression de SIRT1 (Briggs et al., 2008b). 

Enfin, au sein de notre équipe, l’infection de cellules dérivées d’ostéosarcome humain U2OS 

par un adénovirus permettant l’expression constitutive de HIC1 n’a pas permis d’isoler SIRT1 

en tant que gène cible (Sébastien Pinte, résultats non publiés). 

 

 

Une seconde boucle de régulation impliquant HIC1, facilement mise en relation avec la 

première, fait intervenir E2F1. 

Au sein de fibroblastes primaires HSF8, HIC1 interagit avec l’ATPase du complexe SWI/SNF 

BRG1. 

Les complexes SWI/SNF sont connus pour réguler les gènes de la famille E2F. Il existe un 

site consensus de fixation de HIC1 au sein du promoteur de E2F1, et dans des cellules non 

synchronisées en croissance HIC1 se trouve sur cette région. 

Dans des cellules déficientes en BRG1, HIC1 ne réprime plus ni SIRT1, ni E2F1. Cette 

répression est rétablie par ajout de BRG1. BRG1 se trouve au promoteur de E2F1 si HIC1 est 

présente, par contre ceci n’est pas réciproque. 

Les gènes E2F sont régulés en fonction du cycle cellulaire. Ils sont activés au cours du cycle 

et réprimés lorsque les cellules sont quiescentes. Les cellules HSF8 cultivées en absence de 

sérum pendant 72h montrent un arrêt du cycle en phases G0-G1. Ce phénomène n’est pas 

observé dans les cellules au sein desquelles l’expression de HIC1 a été inhibée par ARN 

interférant. HIC1 se trouve au promoteur de E2F1 avec BRG1 dans des cellules en G0, et n’y 

est plus quand les cellules sont en G1 tardif. Le recrutement de HIC1 sur E2F1 est donc 

spécifique du cycle cellulaire, et ce de manière inversée à la présence de E2F1 à son propre 

promoteur (Zhang et al., 2009). 

 

Deux éléments de réponse à E2F se trouvent en aval du promoteur P0 (boîte TATA) de 

HIC1. Ces sites sont conservés entre l’Homme, la souris et le rat. E2F1 est liée à ces sites in 

vivo et cette protéine, grâce à un système inductible par le tamoxifène car couplée au 

domaine de liaison à l’ADN des oestrogènes (E2F1-ER), entraîne une augmentation du taux 

d’ARNm de HIC1. 

E2F1 est stabilisée en réponse aux dommages à l’ADN, ce qui induit l’activation de ses gènes 

cibles. Le traitement de cellules Hep3B (p53-/-) à l’étoposide mène à une augmentation des 
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taux d’ARNm de HIC1, et cette induction est due à E2F1. E2F1 pourrait donc exercer sa 

fonction apoptotique, au moins partiellement, par l’activation de HIC1, de manière 

indépendante de p53 (Jenal et al., 2009). 

 

On peut donc établir une nouvelle boucle de régulation entre HIC1 et E2F1. En réponse aux 

dommages à l’ADN, E2F1 entraîne l’augmentation de HIC1, qui elle même est capable de 

réprimer E2F1. De plus, comme nous l’avons vu précédemment, E2F1 active également 

SIRT1 après ces mêmes dommages. Ces deux actions sont donc complémentaires et mènent 

à l’augmentation de l’interaction entre HIC1 et SIRT1 et donc de leur activité, comme par 

exemple celles démontrées jusqu’alors qui sont la réponse apoptotique et la répression de 

SIRT1, probablement dans le cadre d’un rétrocontrôle négatif. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43 : Boucle de régulation HIC1-E2F1. 
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Figure 44 : Schéma récapitulatif général simplifié des boucles de régulation mises en place par HIC1 
dans la réponse aux dommages à l’ADN. 
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RESULTATS 

 

 

I. Introduction 
 

Dans le but de poursuivre l’étude des fonctions de HIC1, un crible double hybride en levure a 

été mis en place afin de déterminer de nouveaux partenaires. 

La protéine chimère appât utilisée est constituée des deux régions répressives autonomes de 

HIC1, c’est à dire du domaine BTB/POZ couplé à la région centrale (RC). Le domaine de 

liaison à l’ADN de Gal4 (G4(DBD) pour Gal4(DNA Binding Domain)) a été fusionné en C-

terminal pour donner la chimère BTB-RC-G4(DBD). Les modèles de chimères utilisés 

habituellement, contenant le G4(DBD) en N-terminal de la protéine d’intérêt, ne semblaient 

pas adéquats pour HIC1. En effet, dans ce cas, nous avons montré que la région centrale est 

non fonctionnelle car mal conformée (Deltour et al., 2002 ; Stankovic-Valentin et al., 2007). 

En plaçant ce domaine de liaison à l’ADN en C-terminal, on replace la protéine dans une 

configuration « normale », puisque le G4(DBD), remplaçant les doigts de zinc, bloque ainsi la 

région centrale de HIC1 entre deux domaines structurés, comme dans le cas de la protéine 

de pleine longueur. 

Ce crible double hybride a été effectué par la société Hybrigenics. Il a confronté la protéine 

chimère BTB-RC-G4(DBD) à une banque d’ADN complémentaire de glande mammaire 

normale, tissu au sein duquel HIC1 est fortement exprimée dans des conditions normales. 

Plusieurs clones ont ainsi été identifiés, dont CtBP, permettant de valider ce crible puisque 

décrit auparavant interagissant avec HIC1. 

 

Afin d’étudier les différents mécanismes de répression transcriptionnelle pouvant être utilisés 

par HIC1, nous nous sommes tout d’abord intéressés à MTA1. Cette protéine nous a 

interpellé dans le cadre de ce projet car elle fait partie du complexe de répression 

transcriptionnelle NuRD. 

Nous avons également étudié l’interaction entre HIC1 et un autre partenaire potentiel, 

BCL11A. En effet, cette protéine, ainsi que son homologue BCL11B, ont été décrites 

interagissant avec BCL6 d’une part, et d’autre part avec le complexe NuRD, laissant supposer 

une relation avec MTA1 dans le contexte de HIC1. 
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De plus, une collaboration de notre équipe avec celle de S Wang, portant sur le recrutement 

des complexes SWI/SNF par HIC1 au niveau du promoteur de E2F1, nous a mené à étudier 

l’interaction de cette protéine avec ARID1A, un membre caractéristique d’un sous-type de 

complexes SWI/SNF responsable de la mise en place d’une répression de la transcription. 

 

Enfin, ayant émis l’hypothèse que, comme dans le cas de BCL6, différents complexes de 

répression transcriptionnelle puissent être utilisés par HIC1 pour réprimer différents gènes 

cibles, j’ai contribué à l’étude de ces gènes, et notamment de l’un de ceux-ci identifié 

quelques années auparavant par Sébastien Pinte au cours de sa Thèse, CXCR7. 
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II. Publication n°1 
 

 

Differential rDifferential reegulation of HIC1 target genes by CtBP and NuRD, via an gulation of HIC1 target genes by CtBP and NuRD, via an 

Acetylation/SUMOylation Switch, in quiesAcetylation/SUMOylation Switch, in quiescent versus proliferating cellscent versus proliferating cells   

 

Capucine VAN RECHEM, Gaylor BOULAY, Sébastien PINTE, Nicolas STANKOVIC-VALENTIN, 

Cateline GUERARDEL et Dominique LEPRINCE. 

En révision à Molecular and Cellular Biology. 

 

 

Bien que la modification de HIC1 par SUMOylation ait été décrite par notre équipe 

(Stankovic-Valentin et al., 2007), son mécanisme de fonctionnement n’avait pas encore été 

identifié. Cette modification, qui potentialise l’activité de répression transcriptionnelle mise en 

place par la région centrale de HIC1, s’effectue sur une Lysine pouvant également être 

acétylée. De ce fait, cette première étude a permis de définir un nouveau site consensus de 

permutation acétylation/SUMOylation indépendant de la phosphorylation, de type ΨKxEP. 

Dans la présente étude, nous mettons en évidence le mécanisme de fonctionnement de 

cette permutation. En effet, la SUMOylation de la Lysine 314 de HIC1 favorise le recrutement 

de MTA1, un membre du complexe NuRD de remodelage des nucléosomes et désacétylation 

des histones, alors que l’acétylation l’inhibe. 

L’étude du recrutement de MTA1 par HIC1, sur ses gènes cibles déjà identifiés, ainsi que sur 

deux autres, caractérisés au cours de ce travail, a permis de mettre en évidence deux points 

importants. 

Tout d’abord, le recrutement du complexe NuRD aux gènes cibles de HIC1 s’effectue en 

fonction de l’état de croissance des cellules, donc en fonction du cycle cellulaire. Deux 

nouvelles cibles, impliquées dans ce cycle, ont été identifiées, p57KIP2 et Cycline D1. 

De plus, ce travail a permis de caractériser un nouveau site de fixation de HIC1, HiRE, au 

sein du promoteur de SIRT1, premier gène cible direct décrit pour cette protéine. Là encore, 

le recrutement sur ce site ainsi que sur ceux précédemment décrits est fonction de l’état de 

croissance des cellules. Ces sites sont mutuellement exclusifs, et les modifications 

épigénétiques mises en place ne sont pas identiques. Notre travail a donc mis en évidence 

un niveau supplémentaire de régulation du gène codant la désacétylase de classe III SIRT1, 

largement décrite comme étant impliquée dans les cancers et la longévité. 
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Résultats complémentaires préliminaires 

 

Ce même crible double hybride a également permis d’isoler PIAS3, une SUMO E3 ligase dont 

le mécanisme d’action nécessite l’interaction avec la protéine cible. 

L’interaction entre les protéines HIC1 et PIAS3 surexprimées a été confirmée par une 

expérience de coimmunoprécipitation (CoIP) dans la Thèse de Nicolas Stankovic-Valentin. 

Dans le but d’étudier la fonctionnalité de cette interaction, un test d’activité E3 ligase a été 

mis en place. De manière surprenante et contrairement à PIAS1, PIAS3 ne permet pas la 

SUMOylation de HIC1 (Nicolas Stankovic-Valentin, Thèse de l’Université du Droit et de la 

Santé Lille II, 27 octobre 2006). Cependant, la forte implication des groupes étudiant les 

protéines PIAS dans la caractérisation du rôle E3 ligase de celles-ci a occulté certaines autres 

fonctions de ces protéines. Ainsi, PIAS3 permet par exemple le recrutement de CBP/p300 par 

Smad3 (Long et al., 2004). 

HIC1 étant acétylée par CBP/p300, notamment sur sa Lysine 314 (Stankovic-Valentin et al., 

2006), PIAS3 pourrait permettre le recrutement de ces protéines à HIC1 et permettre son 

acétylation. Etant donné que MTA1 n’interagit pas avec la forme HIC1 acétylée, cette 

interaction devrait être moins importante en présence de PIAS3. Ceci a pu être vérifié en 

surexpression transitoire en cellules HEK293T. En effet, une quantité beaucoup plus faible de 

MTA1 est immunoprécipité par HIC1, et ce lorsque PIAS3 est coexprimée. 

 

Le mécanisme de désacétylation/SUMOylation de la Lysine 314 de HIC1 ferait donc intervenir 

un complexe constitué des deux histones désacétylases HDAC4/SIRT1, tandis que le 

mécanisme d’acétylation de ce même résidu pourrait impliquer un complexe constitué de 

PIAS3 et CBP. 

Figure 45 : La présence de PIAS3 diminue fortement l’interaction entre HIC1 et MTA1. 
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III. Publication n°2 
 

 

HIC1 interacts with a specific subunit of SWI/SNF complexes, HIC1 interacts with a specific subunit of SWI/SNF complexes, 

ARID1A/BAF250ARID1A/BAF250  

 

Capucine VAN RECHEM, Gaylor BOULAY et Dominique LEPRINCE. 

Biochemical and Biophysical Research Communications (2009), 385, 586-590. 

 

 

Notre équipe a collaboré à une publication récente effectuée par l’équipe de Sheng Wang 

(Boston), concernant l’étude du recrutement par HIC1 des complexes SWI/SNF via BRG1, 

sur le promoteur de E2F1, en fonction de l’état de croissance des cellules (Zhang et al., 

2009). Cet article démontre l’implication de HIC1 dans le contrôle du cycle cellulaire, 

notamment par répression du gène E2F1 par recrutement des complexes SWI/SNF, et ce 

spécifiquement pendant la phase G0, c’est-à-dire lorsque les protéines de la famille E2F ne 

sont pas exprimées. 

Dans cette seconde publication à propos de ce sujet, nous identifions un sous-type de 

complexe SWI/SNF recruté par HIC1. Il s’agit de ceux composés de la sous-unité ARID1A, 

généralement décrite comme appartenant aux complexes SWI/SNF responsables d’une 

activité de répression transcriptionnelle. Nous montrons également que, comme le laissait 

supposer l’article de Zhang et al., HIC1 recrutant BRG1, elle n’interagit pas avec la seconde 

ATPase mutuellement exclusive de ces complexes, BRM. 
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IV. Publication n°3 
 

 

The scaveThe scavenger chemokine receptor CXCR7 is a direct target gene of nger chemokine receptor CXCR7 is a direct target gene of 

HIC1HIC1  

 

Capucine VAN RECHEM*, Brian R. ROOD*, Majid TOUKA*, Sébastien PINTE*, Mathias 

JENAL, Cateline GUERARDEL, Keri RAMSEY, Didier MONTE, Agnès BEGUE, Mario P. TSCHAN, 

Dietrich A. STEPHAN et Dominique LEPRINCE. 

The Journal of Biological Chemistry, sous presse. 

*Premiers co-auteurs 

 

 

Cet article s’inscrit dans la continuité du travail de Thèse de Sébastien Pinte (Université du 

Droit et de la Santé Lille II, 24 Septembre 2004), portant sur la caractérisation des gènes 

cibles de HIC1. L’expression forcée de HIC1 dans des cellules U2OS dérivées d’ostéosarcome 

humain, à l’aide d’un adénovirus, a permis, par comparaison avec des cellules infectées par 

la GFP (Green Fluorescent Protein), d’établir une liste de gènes cibles potentiels. 

Tandis que SIRT1, gène cible bien défini au sein de fibroblastes primaires, n’est pas une 

cible dans ce modèle, l’un des gènes fortement réprimés, et ce de manière rapide après 

infection, laissant supposer un effet direct, est CXCR7. 

Les sites de recrutement de HIC1 au sein du promoteur de ce gène ont été identifiés et, 

grâce à la technique de ChIP, j’ai pu montrer que CXCR7 est un gène cible direct de HIC1. 

De plus, par la technique de ChIP séquentiel (ChIP-reChIP), j’ai pu identifier l’un des 

mécanismes de répression transcriptionnelle mis en place par cette protéine pour réprimer 

ce gène, c’est-à-dire le recrutement du corépresseur CtBP. 
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Résultats complémentaires 

 

Des expériences de double immunoprécipitation de chromatine (ChIP-reChIP) ont été mises 

en place afin d’étudier le recrutement par HIC1 de MTA1 et CtBP sur la région englobant le 

site HiRE XI, qui a été montré jouant un rôle essentiel dans la régulation du promoteur de 

CXCR7 par HIC1. Ceci a permis de mettre en évidence la régulation de ce gène selon l’état 

de croissance des fibroblastes primaires WI38. En effet, lorsque les cellules sont quiescentes, 

c’est-à-dire lorsqu’elles ont été privées de sérum pendant 72h, les complexes HIC1-MTA1 et 

HIC1-CtBP ne sont pas présents au promoteur de CXCR7. Par contre, lorsque ces cellules 

sont en prolifération en fin de phase G1, c’est-à-dire après privation de sérum puis remise en 

présence durant 10h, HIC1 recrute les complexes NuRD et CtBP au promoteur de ce gène, 

laissant supposer une répression transcriptionnelle active. Enfin, ce gène est également 

finement régulé lors de l’arrêt de croissance par sénescence réplicative, puisque, dans ces 

conditions, MTA1 est recrutée par HIC1 à son promoteur. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 46 : Recrutement des complexes NuRD et CtBP au promoteur de CXCR7 en fonction de l’état 
de croissance des fibroblastes humains primaires WI38. 
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V. Etude de l’interaction entre HIC1 et les protéines BCL11 
 

A. Validation de l’interaction entre HIC1, BCL11A et BCL11B 

 

Les clones codants les protéines BCL11 nous ont initialement été fournis par PW Tucker (The 

University of Texas, Austin USA), c’est pour cette raison que nous utilisons cette terminologie 

pour désigner ces protéines. 

 

Le crible double hybride, effectué avec la chimère BTB-RC-G4(DBD), a permis d’isoler la 

partie C-terminale de BCL11AXL contenant les doigts de zinc 5 et 6 entiers ainsi qu’une 

partie tronquée du doigt de zinc 7. Cette région étant fortement conservée entre BCL11A et 

BCL11B, il apparaissait fort probable que HIC1 puisse interagir avec les deux paralogues, 

BCL11A et BCL11B. 

 

 

Figure 48 : Représentation des formes XL et L de BCL11A (Liu et al., 2006a), et de 
la partie isolée en double hybride avec la chimère BTB-RC-G4(DBD). 

Figure 47 : Alignement des séquences protéiques de BCL11AXL et BCL11B. En jaune est 
représentée la partie isolée en double hybride et en gris les doigts de zinc 5, 6 et 7. 
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Ces interactions ont tout d’abord été validées en surexpression après transfection transitoire 

en cellules HEK293T. Elles sont représentées sur la figure suivante. 

HIC1 interagit donc avec BCL11AXL, et de manière moins importante avec la forme L de 

cette protéine, ce qui suggère l’existence d’autres domaines d’interaction puisque la forme L 

est dépourvue des doigts de zinc 5-6-7. De même, HIC1 interagit avec BCL11B. 

 

Ces interactions ont également été confirmées entre les protéines endogènes dans deux 

types cellulaires différents qui expriment HIC1 ; la lignée de médulloblastome Daoy 

exprimant BCL11A et la lignée dérivée d’un sarcome d’Ewing, SKNMC, exprimant BCL11B. 

Figure 50 : Interaction endogène entre les protéines HIC1 et BCL11A dans les cellules Daoy, et entre 
les protéines HIC1 et BCL11B dans les cellules SKNMC. Des expositions moins longues des pistes 
« inputs » sont présentées à droite de chaque blot. 

Figure 49 : Validation de l’interaction entre HIC1 et BCL11AXL, L et BCL11B 
en CoIP après surexpression en cellules HEK293T. 
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Les deux bandes coimmunoprécipitées par HIC1 dans les SKNMC correspondent aux deux 

isoformes décrites de BCL11B. Par contre, bien que celles identifiées de plus haut poids 

moléculaire par l’anticorps dirigé contre BCL11A puissent représenter les formes XL et L, 

puisque migrant aux tailles attendues, ces bandes ne sont pas formellement identifiées 

comme étant ces isoformes. De plus, celle de taille inférieure ne peut pas correspondre à 

l’isoforme S car son niveau de migration paraît trop élevé. 

 

 

B. L’interaction entre HIC1 et BCL11 est complexe 

 

Nous avons ensuite voulu déterminer par quelles régions ces protéines interagissent. Pour ce 

faire, nous avons tout d’abord utilisé la technique de double hybride en cellules mammifère. 

Nous avons baptisé le fragment de BCL11AXL isolé en double hybride levure N+ZF5-6, 

puisque contenant le groupe C-terminal de doigts de zinc (avec le 7 incomplet) additionnés 

d’une petite partie en amont. Différents fragments ont donc été clonés en phase avec le 

domaine d’activation de VP16, et ce dans le but de déterminer la région précise 

d’interaction : la partie N, les ZF5-6 ou la région entière N+ZF5-6. Dans un premier temps, 

ils ont été confrontés au fragment de HIC1 utilisé dans le double hybride en levure, BTB-RC-

G4(DBD). L’activité luciférase émise par un plasmide rapporteur contenant les éléments de 

réponse à Gal4 en amont d’un gène codant la Luciférase a été mesurée et est représentée 

sur la figure 51. 

 

Ces résultats confirment tout d’abord l’interaction entre la chimère BTB-RC-G4(DBD) et la 

région de BCL11AXL isolée initialement, N+ZF5-6. Ce domaine entier apparaît important 

pour l’interaction puisque les régions N et ZF5-6 isolées présentent une interaction moindre. 

La région N pourrait éventuellement mieux interagir que les ZF5-6 (ce n’est cependant pas 

très significatif) ; elle nécessite peut être une région voisine structurée afin être 

correctement conformée. 
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Nous avons ensuite effectué l’expérience réciproque, c’est à dire la confrontation de 

différentes constructions de HIC1 à la région N+ZF5-6(VP16-AD) de BCL11AXL. 

Les résultats montrent que la région centrale de HIC1 interagit avec BCL11AXL alors que le 

domaine BTB/POZ semble exclu. Cependant, cette région centrale n’interagit pas aussi bien 

que la chimère entière, ce qui une fois encore s’explique par le fait que cette région centrale 

prise isolément est probablement mal conformée lorsqu’elle n’est pas suivie des doigts de 

zinc. 

 

Figure 51 : Test d’activité luciférase de double hybride mammifère 
entre les chimères BTB-RC-G4(DBD) et N+ZF5-6, N et ZF5-6(VP16-AD). 

Figure 52 : Test d’activité luciférase de double hybride mammifère 
entre les chimères N+ZF5-6(VP16-AD) et BTB-RC-G4, BTB-G4 et G4-
RC. 
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Ces expériences de double hybride nous permettent de conclure que la région centrale de 

HIC1 interagirait avec la petite partie en amont des doigts de zinc terminaux de BCL11AXL. 

Nous avons donc cloné cette région BCL11AXL N en phase avec le domaine de liaison à 

l’ADN de Gal4 et effectué un test d’activité luciférase avec le même plasmide rapporteur que 

décrit précédemment. Il s’avère, comme l’illustre la figure suivante, que cette région de 

BCL11AXL est un domaine activateur de la transcription. BCL11B est d’ailleurs décrit comme 

étant un activateur transcriptionnel dans le contexte du gène IL2 au sein de cellules T 

(Cismasiu et al., 2006). 

 

 

Les résultats obtenus grâce à la technique de double hybride mammifère en ce qui concerne 

la région de HIC1 interagissant avec les protéines BCL11 n’étant pas très clairs, nous avons 

utilisé des expériences de coimmunoprécipitation après surexpression, à l’aide de plasmide 

codant différentes régions de HIC1 et la protéine BCL11AXL de pleine longueur. 

Les résultats, présentés sur les figures suivantes, montrent que cette interaction est 

complexe puisque des domaines isolés de HIC1, le domaine BTB/POZ et les doigts de zinc, 

sont capables d’interagir avec ce partenaire, tout comme la région utilisée en contrôle, BTB-

RC. 

Figure 53 : Test d’activité luciférase 
due à BCL11AXL N (aa 652 à 743). 

Figure 54 : La région constituée du domaine BTB/POZ et de la région 
centrale de HIC1 interagit avec BCL11AXL. 
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C. A quoi ça sert ? 

 

Une fois l’interaction entre HIC1 et les membres de la famille BCL11 validée, nous avons 

essayé de définir sa conséquence fonctionnelle. Comme nous l’avons vu au cours de 

l’introduction, les fonctions de ces protéines sont variées. Elles sont décrites en tant que 

corépresseurs, ou comme facteurs de transcription ayant des activités de répression ou 

d’activation transcriptionnelle. D’autre part, BCL11A est modifiée par SUMOylation mais la 

fonctionnalité de cette modification n’est pas définie. 

 

Nous avons tout d’abord testé différents mutant de HIC1 en coimmunoprécipitation, ce qui 

nous a permis de conclure que la liaison à l’ADN de HIC1 n’est pas nécessaire à cette 

interaction, et que cette interaction est indépendante de celle entre HIC1 et CtBP. 

Figure 55 : Le domaine BTB/POZ isolé de HIC1 interagit avec BCL11AXL. 

Figure 56 : Le domaine contenant les doigts de zinc de HIC1 interagit avec 
BCL11AXL. 
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En effet, comme il est représenté sur la figure suivante, le mutant au sein du troisième doigt 

de zinc de HIC1, C521S, abolissant la liaison à l’ADN, interagit toujours avec BCL11AXL. Il en 

est de même pour le mutant délété du site d’interaction avec CtBP, ΔGLDLSKK. 

 

 

 

 

Nous avons ensuite cherché, en fonction des rôles physiologiques connus des protéines 

BCL11, si HIC1 pouvait être impliquée dans ces mêmes rôles. 

Comme nous l’avons vu dans l’introduction, il a été décrit que BCL11B active la transcription 

du gène IL2 dans des cellules CD4+ activées. 

Dans un premier temps, nous avons donc regardé si HIC1 est exprimée dans des cellules 

CD4+ humaines activées ou non. Pour ce faire, en collaboration avec le Dr Anne Tsicopoulos 

de l’Institut Pasteur de Lille, nous avons effectué des expériences d’immunoprécipitation 

dans des cellules humaines CD4+ purifiées à partir de poches de sang de donneurs sains, et 

activées ou non par le couple PMA-Ionomycine. 

Figure 57 : La liaison à l’ADN de HIC1, ainsi que le recrutement de CtBP, ne sont pas nécessaires à 
l’interaction avec BCL11AXL. 
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Non seulement HIC1 est exprimée dans les cellules T CD4+, mais la quantité de cette 

protéine paraît plus importante dans les cellules activées. La quantité de HIC1 détectable 

dans des extraits protéiques directs de ces cellules étant faible, nous avons effectué une 

immunoprécipitation de HIC1, en utilisant le même nombre de cellules activées ou non, dans 

le but d’enrichir les extraits à déposer sur gel d’acrylamide. Ces résultats sont représentés ci-

dessous. 

 

Nous avons donc étudié l’implication potentielle de HIC1 dans le mécanisme d’activation du 

gène codant l’Interleukine 2 (IL2) par BCL11B. 

Nous avons commencé par l’implication potentielle de HIC1 dans la sécrétion d’IL2 au sein 

de cellules CD4+, activées ou non. Pour ce faire, nous avons transfecté HIC1 par 

nucléofection dans la lignée cellulaire CD4+ humaine issue de leucémie aïgue Jurkat, cellules 

dans lesquelles il n’est pas exprimé. Puis, après 48h afin que les plasmides transfectés soient 

exprimés correctement, nous avons activé ou non ces cellules par PMA-Ionomycine, mimant 

l’activation par le TCR (T Cell Receptor). Nous avons ensuite prélevé le surnageant cellulaire 

à différents temps d’activation afin de doser l’IL2 secrétée par ces cellules, grâce à la 

méthode d’ELISA. 

Deux expériences indépendantes, représentées dans la partie supérieure de la figure 59, 

nous ont permis de mettre en évidence le fait que HIC1 potentialise la sécrétion d’IL2 au 

sein des cellules T, qu’elles soient activées ou non. 

La partie inférieure de cette figure représente les quantités de protéines exprimées par les 

cellules à la fin de la première expérience d’ELISA. Les dépôts ont été effectués en duplicat. 

Ce western blot nous indique, d’une part, que la protéine FLAG-HIC1 (révélée grâce à un 

anticorps dirigé contre l’épitope FLAG) est exprimée de manière plus importante au sein des 

cellules activées, ce qui peut être du à un effet du couple PMA-Ionomycine sur le promoteur 

CMV du vecteur d’expression. D’autre part, cette expérience montre que la protéine BCL11B 

endogène est beaucoup moins présente après activation. Ceci n’est pas décrit dans la 

littérature, et nous ne pouvons conclure pour l’instant s’il s’agit d’une dégradation protéique 

Figure 58 : Présence de HIC1 dans les cellules humaines CD4+ 
activées ou non (* niveau de migration de HIC1). 
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ou d’une répression de la transcription du gène BCL11B. Pour répondre à cette question il 

faudrait effectuer des tests complémentaires, comme l’utilisation d’inhibiteurs du protéasome 

ou des expériences de quantification des taux d’ARNm. 

 

 

Cette expérience ne nous indique cependant pas si l’effet de HIC1 sur la sécrétion d’IL2 est 

direct, ni s’il implique BCL11B. Pour ceci il est envisagé de mettre en place des expériences 

de ChIP sur le promoteur du gène IL2 ainsi que des tests ELISA après transfection de 

shRNAs ciblant BCL11B. 

 

 

Pour essayer de progresser dans la compréhension du rôle de l’interaction HIC1/BCL11B, 

nous avons ensuite étudié l’effet que pouvait avoir HIC1 au niveau d’un gène cible direct de 

BCL11B, sur lequel cette protéine est responsable d’un effet de répression de la 

transcription. Nous nous sommes donc intéressés à p57KIP2. Ce nouveau gène cible de HIC1 

est décrit au sein du premier article présenté dans ce manuscrit ; cependant il avait été 

identifié comme gène cible de BCL11B par Topark-Ngarm et ses collaborateurs (Topark-

Ngarm et al., 2006). 

Figure 59 : Partie supérieure : deux tests ELISA indépendants : HIC1 potentialise la sécrétion de l’IL2 
par des cellules T CD4+ Jurkat activées ou non. Partie inférieure : WB représentant les quantités de 
protéines HIC1 et BCL11B exprimées dans les cellules ayant servies au test ELISA n°1, après 24h 
d’activation. 
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Au sein du promoteur de ce gène, nous avons identifié des sites potentiels de fixation pour 

HIC1 centrés autour d’un cœur GGCA (ou en inverse complémentaire TGCC). Un des ces 

sites est relativement proche, dans la séquence, de ceux identifiés pour BCL11B, GGCCGG. 

 

La présence de sites potentiels de fixation nous a incité à effectuer des expériences de ChIP 

afin de déterminer si HIC1 peut se lier au promoteur de p57KIP2. Ces expériences ont été 

mises en œuvre dans des cellules dérivées de sarcomes d’Ewing SKNMC, qui expriment 

BCL11B mais aussi HIC1. Les oligonucléotides utilisés en tant qu’amorces de PCR sont ceux 

publiés par Topark-Ngarm et al. en 2006. Les résultats, présentés sur la figure suivante, 

montrent que HIC1 se trouve au promoteur de p57KIP2, dans des cellules SKNMC, et ce 

dans la même région que BCL11B. De manière plus inatendue, ces deux protéines se 

trouvent également sur la région du promoteur de SIRT1 contenant les sites distaux de 

HIC1. 

 

Figure 61 : Dans des cellules SKNMC, les protéines HIC1 et BCL11B 
se trouvent sur les mêmes régions des promoteurs de p57KIP2 et 
SIRT1. 

Figure 60 : Séquence d’une partie du promoteur de p57KIP2. La boite TATA est représentée 
en gris et soulignée, les sites de fixation de BCL11B en bleu et les sites potentiels pour HIC1 
en rouge. 
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Cette expérience de ChIP ne démontre cependant pas un effet de HIC1 et/ou de BCL11B sur 

la transcription de ce gène cible. Pour ce faire, nous avons donc mis en place des 

expériences de test luciférase, à l’aide d’un plasmide codant la Luciférase en aval d’une 

séquence plus ou moins longue du promoteur de p57KIP2 : de -165 à +90 pb ou de -595 à 

+90 pb. 

Les résultats, présentés ci-dessous, montrent que HIC1 et BCL11B répriment la transcription 

du gène Luciférase via ce promoteur, mais que ces protéines n’ont pas d’effet d’opposition, 

ni additionnel, ni synergique entre elles, et ce même en présence de quantités croissantes de 

HIC1. 

 

 

 

Le même type d’expériences a été effectué dans différentes conditions, menant toujours aux 

mêmes conclusions. 

Par exemple, HIC1 n’a pas d’effet sur la répression transcriptionnelle mise en place par 

BCL11AXL couplée au domaine de liaison à l’ADN de Gal4, sur des éléments de réponse à 

Gal4, présents sous le contrôle d’un promoteur minimal et en amont d’un gène codant la 

Luciférase. 

L’expérience complémentaire, en présence des éléments de réponse à HIC1 (5×HiRE), sous 

le contrôle d’un promoteur minimal et en amont d’un gène codant la Luciférase, a également 

été mise en place, et ce afin de déterminer si BCL11B et/ou BCL11AXL pouvaient avoir un 

effet sur la répression transcriptionnelle mise en place par HIC1. De la même manière que 

pour p57KIP2, la figure suivante montre que BCL11B et BCL11AXL n’ont pas d’effet sur la 

répression transcriptionnelle mise en place par HIC1 dans ces conditions. 

Figure 62 : HIC1 et BCL11B répriment la transcription du promoteur de p57KIP2, de manière 
supposée indépendante l’une de l’autre. 
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Tous ces résultats suggèrent donc que HIC1 et les protéines BCL11 puissent avoir un rôle 

complémentaire. Cependant, ceci ne nous explique pas à quoi sert cette interaction, ni dans 

quelles conditions elle a lieu. 

 

Afin de répondre à la question de la nécessité de présence de ces protéines à l’ADN pour que 

l’interaction ait lieu, nous avons effectué une expérience de coimmunoprécipitation entre les 

protéines HIC1 et BCL11B endogènes en présence de Bromure d’Ethidium (BET), un 

intercalant de l’ADN qui est plus affin pour l’ADN que les protéines. Cette technique est 

utilisée pour démontrer qu’une interaction entre deux facteurs de transcription est 

indépendante de leur fixation à l’ADN (Lai & Herr, 1992). 

 

Figure 63 : Les protéines BCL11AXL (à gauche) et BCL11B (à droite) n’ont pas d’effet sur la 
répression transcriptionnelle mise en place par HIC1 sur ses sites 5HiRE contrôlés par un promoteur 
minimal. 

Figure 64 : L’interation endogène en SKNMC 
entre HIC1 et BCL11B est plus importante en 
présence de BET. 
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Comme nous montre la figure précédente, l’interaction entre HIC1 et BCL11B semble être 

favorisée en présence de BET. Comme il a été décrit avec TCF4 (Valenta et al., 2007), HIC1 

pourrait donc séquestrer BCL11B au sein de ses corps nucléaires. 

 

 

D. Perspectives 

 

Nous avons donc établi que les protéines HIC1 et différents membres de la famille BCL11 

interagissent : BCL11B, BCL11AXL, et dans une moindre mesure BCL11AL. Le fait que HIC1 

interagisse avec les deux orthologues BCL11A et BCL11B n’est pas forcément étonnant, 

puisque ces protéines sont très homologues et qu’elles ne sont pas exprimées au sein des 

mêmes types cellulaires. 

 

Cependant, le rôle fonctionnel de cette interaction reste obscur. Dans un premier temps et 

au vu des résultats préliminaires obtenus, deux types d’expériences peuvent être effectuées 

afin d’essayer d’éclaicir ce point. 

Tout d’abord, dans le cadre de l’effet de HIC1 sur la sécrétion d’IL2, il est envisageable 

d’effectuer le même type de test ELISA en présence d’un ARN interférant dirigé contre 

BCL11B. Ceci nous permettra de déterminer si l’effet de HIC1 sur la sécrétion d’IL2 nécessite 

la présence de ce partenaire. Nous sommes d’ores et déjà en possession d’un plasmide 

codant un ARN interférant qui diminue suffisamment le taux de BCL11B en cellules Jurkat 

après nucléofection (O Rohr). 

Un deuxième type d’expérience envisageable est un ChIP-reChIP HIC1 puis BCL11B dans les 

cellules SKNMC afin de regarder si ces deux protéines sont présentes en même temps au 

promoteur de p57KIP2, et ainsi d’éclairer l’hypothèse d’une complémentarité de fonction. 

 

D’autre part, nous pouvons également envisager un rôle dans le contexte de MTA1. Pour ce 

faire, nous pourrions cloner un gène codant une protéine BCL11 tronquée pour sa région N-

terminale, domaine impliqué dans l’interaction avec le complexe NuRD via la protéine MTA1. 

Après vérification de l’interaction potentielle avec HIC1, nous pourrions l’utiliser en vue de 

tests fonctionnels dans le contexte de cette dernière. 

Des expériences préliminaires de coimmunoprécipitation entre la forme de HIC1 

contitutivement acétylée, HIC1K314Q, et BCL11B tendent à montrer une interaction moins 

forte qu’avec la forme non mutée de HIC1. Cependant c’est loin d’être aussi net que dans le 
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cas de l’interaction avec MTA1. Nous envisageons donc les mêmes tests de répression 

d’activité luciférase que ceux présentés ici, mais en présence de HIC1K314Q. 

En effet, BCL11B et HIC1 pourrait interagir ensemble avec MTA1 mais via des régions 

différentes, entraînant une insensibilité à la régulation des interactions « individuelles » avec 

cette protéine, et donc coopérant au sein des mêmes fonctions, comme nous l’avons 

suggéré au cours des résultats. 

 

 

Un autre partenaire potentiel de HIC1 a été identifié grâce au crible double hybride en levure 

décrit précédemment : une protéine ZnFs (Zinc-Fingers) possédant également un domaine 

BTB/POZ, cKrox. Cette protéine est exprimée pendant la sélection positive des cellules T et 

promeut leur différenciation en lignée CD4+ (Sun et al., 2005). 

Une expérience préliminaire a été effectuée en surexpression, validant l’interaction entre 

cKrox et HIC1 et montrant également l’interaction de cette protéine avec BCL11B. Il reste à 

valider ces résultats entre les protéines endogènes. Ils suggèrent cependant fortement 

l’existence d’un nouveau partenaire commun à HIC1 et BCL11B. 

 

 

BCL11A interagissant également avec BCL6, ces protéines BCL11 pourrait être des 

partenaires « universels » des protéines à domaine BTB/POZ, tout comme KAP1 est celui des 

protéines à domaine KRAB (Schultz et al., 2001). 

 

 

 

Figure 65 : Interaction entre HIC1, BCL11B et cKrox. 
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DISCUSSION 

 

 
Depuis sa découverte, l’importance de l’implication de HIC1, en particulier dans la 

cancérisation, prend de l’ampleur de part son rôle fondamental au sein de multiples types 

cancéreux. 

Cependant, et de manière étonnante, la connaissance de ses rôles biologiques et 

mécanismes d’action n’est pas encore très avancée. 

En effet, par comparaison, la recherche effectuée sur l’une de ses « cousines », la protéine 

BCL6, appartenant également à la famille POK (POZ and Krüppel), en est à un stade 

beaucoup plus avancé. Cette dernière a atteint le stade d’essais d’inhibiteurs spécifiques en 

recherche clinique, et au niveau fondamental se dessinent des régions protéiques bien 

caractérisées en ce qui concerne leurs mécanismes de fonctionnement et leurs rôles 

biologiques associés. 

 

Ma Thèse s’est donc inscrite dans ce contexte, et a consisté en l’étude des différents 

mécanismes de répression transcriptionnelle pouvant être mis en place par HIC1 sur ses 

gènes cibles. Au début de ce travail, aucun gène cible n’était encore caractérisé, et un seul 

mécanisme de répression transcriptionnelle était connu, le recrutement de CtBP. Puis le 

premier gène cible direct de HIC1 a été identifié par l’équipe de S Baylin, SIRT1, ouvrant la 

porte à de nouvelles expérimentations, comme par exemple l’étude du recrutement de 

facteurs sur une cible endogène. Depuis, quelques autres gènes cibles directs ont été 

identifiés, menant leur nombre à 4. La SUMOylation de HIC1 a également été caractérisée au 

cours de ces dernières années, au sein de notre équipe, et a constitué le travail de Thèse de 

Nicolas Stankovic-Valentin. Cependant, malgré la démonstration de son implication dans la 

répression transcriptionnelle mise en place par HIC1, le mécanisme d’action sous-jacent 

n’avait pas été identifié. 

 

D’une manière générale, ce travail nous a permis de caractériser un des mécanismes de 

répression transcriptionnelle dépendant de la SUMOylation de HIC1. Il s’agit du recrutement 

de la protéine MTA1, appartenant au complexe de désacétylation des histones et de 

remodelage des nucléosomes, NuRD. Nous avons également contribué à la caractérisation 

d’un type de complexe SWI/SNF recruté par HIC1, spécifiquement au niveau d’un de ses ses 

gènes cibles, impliqué dans le cycle cellulaire, E2F1. 
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De plus, nous avons caractérisé de nouveaux gènes cibles directs de HIC1, CXCR7, Cycline 

D1 et p57KIP2, dont deux sont clairement impliqués dans le cycle cellulaire. 

Enfin, nous avons pu montrer que la répression transcriptionnelle mise en place par HIC1, 

sur la plupart de ses gènes cibles directs, est fonction de l’état de croissance des cellules, 

c’est-à-dire de l’état quiescent G0 ou de la croissance, au stade G1 tardif. 

Ce recrutement différentiel de HIC1 nous a permis d’identifier un nouveau site exclusif au 

sein du promoteur de SIRT1, complexifiant encore la régulation transcriptionnelle de ce 

gène, déjà largement décrite. 

Tous ces résultats sont représentés, de manière schématique, sur la figure suivante. 

 

 

Des résultats complémentaires ont été ajoutés dans cette figure. En effet, l’étude par ChIP-

reChIP du recrutement des corépresseurs de HIC1 sur ses gènes cibles, en fonction de l’état 

Figure 66 : Mécanismes de répression transcriptionnelle mis en place par HIC1 sur ses gènes cibles 
directs, en fonction de l’état de croissance cellulaire. 
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de croissance des cellules, nous a également mené à étudier l’état de sénescence. En effet, 

les WI38, fibroblastes humains primaires, sénescent relativement rapidement en culture sur 

plastique. Nous avons donc étudié le recrutement de CtBP et de MTA1 sur les gènes cibles 

nouvellement identifiés ainsi que sur ceux déjà connus. Ces expériences nous ont permis de 

conclure que CtBP n’est pas impliquée dans la répression transcriptionnelle mise en place par 

HIC1 au sein de cellules sénescentes, et que MTA1 régulerait SIRT1, CXCR7 et ATOH1. Ces 

résultats sont présentés sur la figure suivante. 

 

 

 

Bien que la présence de HIC1 sur le promoteur du gène Cycline D1 dans les cellules 

sénescentes n’ait pas encore été regardée, ces résultats sont tout de même différents de 

ceux obtenus pour les cellules quiescentes, montrant un rôle différent de HIC1 au sein de 

ces deux états cellulaires. Deux différences essentielles sont observées entre ces deux 

conditions. Tout d’abord, tandis que CtBP est impliquée dans la répression transcriptionnelle 

mise en place par HIC1 sur le site proximal du promoteur de SIRT1 dans des cellules en G0, 

cette protéine n’est pas présente sur cette région du promoteur au sein de fibroblastes 

sénescents. D’autre part, deux gènes cibles diffèrent : p57KIP2 est ciblé dans les cellules 

quiescentes et non dans les cellules sénescentes, alors que l’inverse est observé pour 

CXCR7. 

Il pourrait donc s’avérer intéressant d’approfondir l’étude du rôle de HIC1 au cours de la 

sénescence. Des résultats préliminaires tendent à montrer qu’elle serait favorisée en 

présence de HIC1. En effet, des cellules SW480 (adénocarcinome du colon) transfectées 

stablement par HIC1 présentent une augmentation significative du taux de cellules positives 

Figure 67 : ChIP-reChIP en fibroblastes WI38 au stade de 
sénescence réplicative. 
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pour la SAβGal (marquage d’une activité lysosomale élevée, utilisé typiquement comme 

marqueur de sénescence) par rapport aux cellules transfectées stablement avec un vecteur 

vide (Capucine Van Rechem, résultats non publiés). 

Etant donné la littérature actuelle, au moins en ce qui concerne le rôle de SIRT1 dans la 

sénescence, les résultats que nous avons obtenu récemment et suggérant un rôle de HIC1 

dans la promotion de celle-ci ne sont pas aberrants. Un exemple est illustré dans la figure 

suivante. 

 

 

 

L’expression et l’activité de SIRT1 diminuent en fonction de l’âge. Il est observé des taux 

élevés de SIRT1 dans les cellules jeunes associés à des taux élevés de NAD+, menant à la 

désacétylation de p53 et des histones, ce qui promeut la longévité. Au sein de cellules âgées, 

les taux de SIRT1 sont plus faibles, et des taux importants de nicotinamide inhibent l’action 

de cette protéine. L’hyperacétylation résultante de p53 peut donc induire la sénescence 

réplicative (Saunders & Verdin, 2007). 

Figure 68 : Niveau d’expression de SIRT1 en fonction de l’âge des cellules et 
effets associés (Saunders & Verdin, 2007). 
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L’empêchement de la répression de SIRT1 avec l’âge pourrait donc promouvoir la survie 

cellulaire suite à des dommages oxidatifs, menant ainsi à l’accumulation de mutations et 

augmentant de risque de cancérisation (Saunders & Verdin, 2007). 

HIC1 pourrait donc facilement participer à cette régulation, puisque se trouvant dans la 

région proximale du promoteur de SIRT1 pendant la sénescence, ce qui pourrait ajouter à ce 

scénario une régulation supplémentaire du taux de SIRT1 au niveau de la répression de la 

transcription de son gène. A condition bien entendu que HIC1 ne soit pas lui-même éteint 

par hyperméthylation. 

Ce schéma général est corroboré par une étude décrivant le taux de SIRT1 au sein de 

fibroblastes humains et murins, cellules utilisées comme modèle au cours de notre travail. Au 

sein de ces fibroblastes, le taux de SIRT1 diminue significativement en fonction du nombre 

de passages ; il est d’ailleurs corrélé à celui du marqueur de prolifération PCNA. Par contre, 

ces auteurs n’ont pas constaté de variation significative du taux d’ARN SIRT1, ce qui peut 

aisément s’expliquer par des régulations nouvellement identifiées par les miRNA, comme 

nous l’avons décrit dans l’introduction. Chez l’animal, le taux de SIRT1 diminue avec l’âge au 

sein de tissus dans lesquels l’activité mitotique décline (Sasaki et al., 2006). 

Il s’avère pourtant que le rôle de SIRT1 concernant la sénescence ne soit pas si simple. En 

effet, alors qu’il est montré que SIRT1 serait génératrice de survie cellulaire en réponse au 

stress par désacétylation de p53, augmentant sa stabilité et son activité, la situation inverse 

est également décrite. Une étude au sein de fibroblastes montre que SIRT1 augmente le 

taux de p53 dans des conditions de dommages oxidatifs, causant ainsi la sénescence 

cellulaire (Potente & Dimmeler, 2008). 

Par ailleurs, SIRT1 est également impliquée dans des processus associés à la sénescence. 

Elle est par exemple liée à la régulation autophagique. Ce phénomène d’autophagie, 

conservé dans l’évolution, est un processus de « ménage » cellulaire détruisant les 

organelles et molécules aberrantes et disfonctionnelles. Ce phénomène décline avec l’âge, et 

SIRT1, par désacétylation des protéines ATG (AuTophaGy) impliquées dans ce processus, 

stimule ce phénomène (Salminen & Kaarniranta, 2009). 

 

 

Sur cette figure générale de résultats (Figure 65), nous pouvons également remarquer que 

le gène proneuronal ATOH1 est réprimé dans toutes les conditions de croissance, et ce par 

différents mécanismes. Ceci ne paraît pas étonnant, étant donné que l’on se trouve au sein 

de fibroblastes, cellules dans lesquelles un facteur neuronal n’a aucune raison d’être 

exprimé. 
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Dans le but de simplifier cette figure générale de conclusion, nous avons choisi d’omettre de 

discuter le cas du gène ATOH1, ainsi que les résultats, encore partiels, portant sur le rôle de 

HIC1 dans la sénescence. Nous allons donc restreindre les figures représentant les 

conclusions générales de ce travail de thèse aux nouveaux gènes cibles identifiés ainsi qu’à 

SIRT1. 

 

Sur la figure suivante sont représentés les nouveaux gènes cibles directs de HIC1 identifiés 

au cours de ce travail. 

 

 

 

D’une manière générale, cette figure montre que lorsque les cellules se trouvent au stade 

G0, HIC1 réprime des gènes impliqués dans le cycle cellulaire. 

La plupart des cellules d’un organisme adulte se trouvent au stade de quiescence dit G0, 

c’est à dire de non division. Le cytoplasme de ces cellules ne contient pas de Cyclines et les 

Figure 69 : Les cibles de HIC1 diffèrent en fonction des stades du cycle 
cellulaire, et impliquent essentiellement le complexe NuRD. 
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protéines de la famille E2F sont maintenues inactives par Rb (Rétinoblastoma). Ces cellules 

peuvent tout de même entrer à nouveau dans le cycle après un stimulus mitogène, ce qui a 

notamment comme conséquence directe la transcription des gènes codant les Cyclines D. 

La Cycline D1 est considérée comme un marqueur de la phase G1. Elle s’accumule au cours 

de cette phase, ce qui entraîne son association avec les kinases dépendantes des cyclines 

CDK4 et 6 (Cyclin Dependant Kinase). Ces couples phosphorylent et inactivent la protéine 

Rb, ce qui a pour conséquence la libération des facteurs de transcription E2F, et donc 

l’expression de gènes nécessaires à la transition des phases G1/S ainsi qu’à la progression au 

sein de la phase S (comme par exemple la synthèse des Cyclines E et A). 

Il n’est donc pas étonnant que HIC1, protéine codée par un gène suppresseur de tumeurs, 

soit en partie responsable du maintien des cellules dans un état quiescent, via la répression 

des gènes E2F1 et Cycline D1. De plus, HIC1 est requise pour l’arrêt de croissance induite 

par privation de sérum des fibroblastes primaires humains HSF8, puisque l’extinction de 

l’expression de ce gène par ARN interférant empêche cet arrêt de croissance (Zhang et al., 

2009). 

Le fait que p57KIP2 soit également un gène cible direct de HIC1 dans ces conditions de 

croissance s’accorde avec ce modèle. La protéine codée par ce gène est considérée, à juste 

titre, comme un inhibiteur de CDK. En effet, elle inhibe l’activité des complexes CDK2/Cycline 

E et CDK2/Cycline A, couples responsables de l’entrée en phase S. Cependant, une autre de 

ses fonctions est l’assemblage du couple CDK6/Cycline D, qui, comme nous venons de le 

voir, promeut l’avancée au cours de la phase G1 (Li et al., 2004). HIC1 inhibe donc p57KIP2 

et Cycline D1, deux gènes inhérents à la phase G1. 

 

Au stade tardif de la phase G1, HIC1 réprime le gène codant le récepteur CXCR7. 

Les CXCR sont les récepteurs des chemokines CXC, qui présentent une activité angiogénique 

ou angiostatique. CXCR7, récemment identifié et initialement baptisé RDC1, est exprimé 

dans les vaisseaux sanguins associés aux tumeurs, mais pas dans la vascularisation normale. 

Depuis la découverte de son interaction avec la chémokine CXCL12/SDF-1, résultant en un 

effet prolifératif, ce récepteur n’est plus orphelin. CXCR7 est critique pour la survie mise en 

place par cette chemokine (Vandercappellen et al., 2008 ; Thelen & Thelen, 2008). 

Ce récepteur agirait en captant les molécules, mais sans pour autant entraîner l’activation 

d’une voie de signalisation. Les chemokines sont essentielles pour le recrutement des 

leucocytes pendant l’inflammation (Thelen & Thelen, 2008). La séquestration de celles-ci par 

des récepteurs tels que CRCX7, sans réponse de signalisation, pourrait réguler différemment 

cette exportation cellulaire spécifique. 
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L’expression de CXCR7 est corrélée avec l’agressivité tumorale dans le cancer de la prostate. 

De plus, elle entraîne des métastases dans les tumeurs de sein et de poumon 

(Vandercappellen et al., 2008 ; Thelen & Thelen, 2008). 

Etant donné l’implication de cette protéine dans les cancers, on peut aisément comprendre le 

rôle suppresseur de tumeurs de HIC1 à travers la répression de la transcription de CXCR7. 

De plus, les types tumoraux au sein desquels ce récepteur est surexprimé et pour lesquels il 

est responsable, si ce n’est des métastases, au moins de la prolifération active, sont les 

mêmes types au sein desquels l’expression de HIC1 est régulièrement éteinte. 

Par ailleurs, CXCR7, tout comme HIC1, est impliquée dans le développement. Chez le 

poisson Zèbre, la migration des cellules germinales primordiales est dirigée par la chemokine 

CXCL12, qui stimule le récepteur CXCR4 à la surface de ces cellules. Il se forme un gradient 

d’expression de CXCL12 à travers la régulation de son expression, qui mène à la formation 

d’un sillon de balisage pour ces cellules. CXCR7 capte CXCL12 localement et participe à la 

formation de ce gradient de chemokine. Il est observé une expression régulée des 

récepteurs CXCR7 et CXCR4 au sein des cellules migratoires du primordium ; CXCR7 se 

trouve de manière prédominante à la surface des cellules « de balisage » tandis que CXCR4 

à celle des cellules « de tête » (Thelen & Thelen, 2008). 

Il n’est donc pas étonnant que HIC1 puisse réguler l’expression d’un gène codant ce 

récepteur assez particulier, largement impliqué dans la cancérisation et le développement, 

par son rôle dans les phénomènes de migration et de prolifération. 

 

 

Ce travail nous a donc permis de mettre en évidence différents gènes cibles de HIC1, en 

fonction des étapes du cycle cellulaire. Cette répression, mise en place par HIC1 selon l’état 

de croissance des fibroblastes primaires, paraît jusqu’alors être essentiellement due au 

complexe NuRD. Cependant, ce schéma général montre bien que, comme dans le cas de 

BCL6, différents complexes de répression transcriptionnels peuvent cibler différents gènes 

cibles, et même être exclusifs de ceux-ci. 

 

 

Une perspective à cours terme concernant la caractérisation des mécanismes différentiels de 

répression transcriptionnelle mise en place par HIC1 concerne les protéines BCL11. En effet, 

bien que l’interaction de HIC1 avec BCL11A et BCL11B soit caractérisée, la fonction reste 

alors inconnue. Elle pourrait s’avérer être responsable d’un nouveau mécanisme répressif, et 

ce pourquoi pas dans un contexte encore différent de ceux décrits ici. Ces rôles pourraient 
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avoir lieu au sein de cellules caractéristiques, comme par exemple les lymphocytes, puisque 

l’invalidation des gènes codant ces protéines montre, d’une part, que BCL11A est 

fondamentale au développement normal des lymphocytes B, et d’autre part que BCL11B est 

nécessaire à celui des cellules T. De plus, les expressions embryonnaires de Hic1 et Bcl11B 

chez la souris sont particulièrement importantes dans le thymus, et les souris Hic1-/- 

présentent des défauts des cellules T ainsi que des anomalies de développement du thymus, 

tout comme les souris Bcl11B-/- (Grimm et al., 1999 ; Leid et al., 2004 ; Carter et al., 2000 ; 

Wakabayashi et al., 2003). 

 

 

Ce travail de thèse a également contribué à identifier un autre niveau de complexité 

concernant la régulation du gène codant la désacétylase de classe III, SIRT1. 

La figure suivante représente l’effet de HIC1 sur le promoteur de SIRT1, en fonction des 

stades étudiés du cycle cellulaire, c’est-à-dire fin de phase G1 et phase de quiescence, G0. 

 

Figure 70 : Répression de SIRT1 par HIC1 et modifications épigénétiques associées, 
en fonction de l’état de croissance cellulaire. Les marques épigénétiques activatrices 
sont indiquées en vert, celles associées à une répression transcriptionnelle en rouge. 
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Lorsque l’on compare ces résultats à l’ensemble de ceux obtenus, deux choses ressortent en 

premier lieu. Tout d’abord, SIRT1 est l’un des seuls gènes cibles, parmi le faible nombre 

connu jusqu’ici, pour lequel NuRD et CtBP sont impliqués dans la répression établie par HIC1 

(et ce même lors de la sénescence réplicative). Le trop petit nombre de gènes cibles connus 

ne permet pas de conclure sur un mécanisme ou un rôle général à ceci. Cependant, au vu de 

la littérature et des résultats obtenus, ceci ouvre une piste intéressante pour une mise en 

place de cette répression puisque le recrutement de CtBP est régulé par le métabolisme, 

tandis que la répression via le complexe NuRD serait plus constitutive. 

De plus, il est jusqu’alors le seul gène décrit, en plus d’ATOH1, comme étant réprimé par un 

autre partenaire de HIC1 : SIRT1 elle-même. Et ce uniquement sur les sites distaux, lorsque 

les cellules sont en croissance. 

L’existence de deux sites différents, utilisés à des stades cellulaires différents, mène à 

l’hypothèse de relevances physiologiques différentes. En effet, pourquoi deux types de sites 

mutuellement exclusifs ? 

Un premier élément de réponse est apporté grâce à l’étude de certaines marques 

épigénétiques présentes dans les régions contenant ces sites. En effet, les marques 

activatrices et répressives ne sont pas les mêmes. Au sein de ces deux régions ont été 

identifiées une marque activatrice, qui est toujours présente, et une marque répressive, 

présente uniquement en même temps que HIC1. 

En ce qui concerne les sites distaux, la marque activatrice identifiée est H4K16 acétylée. Elle 

est toujours présente, que les cellules soient entrées dans le cycle ou quiescentes. Nous 

pouvons d’ailleurs noter ici que, contrairement à ce que l’on pouvait s’attendre étant donné 

les éléments de la littérature, SIRT1 ne serait pas là pour désacétyler « sa » cible, puisque 

H4K16Ac est toujours présente, quel que soit l’état étudié, c’est à dire en absence ou en 

présence de SIRT1 au promoteur. Par contre, lorsque HIC1 et ses partenaires sont présents, 

on note l’apparition de la marque répressive H3K9 triméthylée. Cette marque a été décrite 

associée à l’hétérochromatine facultative, c’est à dire une chromatine pouvant alterner entre 

des statuts actifs et répressifs de la transcription. Cette marque épigénétique est en ce sens 

considérée comme étant labile, ce qui pourrait mener à la conclusion d’une régulation fine et 

« facilement » modulable de la transcription de SIRT1 via cette région. 

Ainsi, dans des cellules en croissance, la transcription de SIRT1 pourrait être contrôlée de 

manière à pouvoir s’adapter rapidement, en fonction des signaux reçu par la cellule comme 

par exemple les dommages à l’ADN. Cette hypothèse n’est donc pas opposable à une « vie 

active » de la cellule. 
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Il n’en est pas de même en ce qui concerne le site proximal. Dans ce cas, la marque 

activatrice toujours présente est H3K4 triméthylée. Lorsque HIC1 est recrutée il y a 

apparition de la marque répressive H3K27 triméthylée. 

Plusieurs hypothèses peuvent être émises à partir de cette observation. Tout d’abord, cette 

marque répressive est caractéristique d’une chromatine fermée et inaccessible et considérée 

comme non labile. Elle serait donc synonyme d’une répression transcriptionnelle à long 

terme, et pourquoi pas plus importante puisque liée aux complexes Polycomb et 

potentiellement à la méthylation de l’ADN. C’est d’ailleurs ce que montre les taux de 

protéines de SIRT1 de ces deux stades du cycle cellulaire : ce taux protéique est en effet 

plus élevé lorsque les fibroblastes sont en croissance. Au sein de cellules quiescentes, SIRT1 

se trouve donc certainement dans un état transcriptionnellement éteint. 

De plus, ce site HiRE est placé au voisinage d’une séquence cible de l’activateur 

transcriptionnel E2F1. La présence de HIC1 et d’une chromatine fermée pourrait donc 

bloquer l’accès de cette protéine, accès qui serait libre lors de la phase G1 tardive, 

présageant une labilité « on-off » à la transcription encore plus importante lors de cette 

phase. 

On peut également noter que les marques épigénétiques H3K4Me3 et H3K27Me3, présentent 

au sein de la même région, sont caractéristiques des domaines bivalents. 

 

 

Les perspectives à cours terme, en ce qui concerne ce projet, sont la caractérisation des 

facteurs responsables de la mise en place des marques épigénétiques sur ses différents 

sites. L’hypothèse concernant ces perspectives est représentée sur la figure 71. 

 

D’après ce que montrent nos résultats, SIRT1 ne serait pas recrutée par HIC1 à son propre 

promoteur pour désacétyler la Lysine 16 de l’histone H4. Par contre, elle pourrait être 

responsable, de manière indirecte, du dépôt de la marque épigénétique répressive H3K9Me3. 

En effet, il est décrit que SIRT1 cible SUV39H1 (suppressor of variegation 3-9 homologue 1), 

la désacétyle au sein de son domaine méthyltransférase SET, ce qui contribue à 

l’augmentation de son activité, donc à la triméthylation de la Lysine 9 de l’histone H3 

(Vaquero et al., 2007). 

 

En ce qui concerne la marque répressive H3K27Me3, elle pourrait être mise en place par les 

complexes Polycomb PcG. Ces complexes sont en effet largement décrits responsables du 

dépôt de cette marque. 
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Tout d’abord, un lien a été décrit entre le complexe NuRD, plus précisément entre MBD3 - 

protéine décrite ici-même interagissant avec HIC1 - et la déposition de la marque 

épigénétique H3K27Me3 à un promoteur cible. La présence du complexe NuRD au 

promoteur est nécessaire à celle plus tardive de l’histone méthyltransférase EZH2 ainsi que 

de la méthylase de l’ADN DNMT3 (Morey et al., 2008). 

De plus, au sein de l’équipe a été décrite l’interaction de HIC1 avec certains membres des 

complexes Polycomb, ce qui constitue le travail de Thèse de Gaylord Boulay (Gaylord Boulay, 

résultats non publiés). 

 

 

 

 

Figure 71 : Hypothèse concernant la mise en place des marques épigénétiques lors de 
la répression transcriptionnelle de SIRT1 par HIC1. 
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Ce travail de Thèse aura donc permis d’avancer dans la compréhension des conditions dans 

lesquelles HIC1 met en place ses mécanismes de répression transcriptionnelle, et éclaire un 

peu quant au(x) rôle(s) de cette dernière. 

Il aura également permis d’ajouter un maillon à la chaîne concernant l’étude de la régulation 

du promoteur de SIRT1, qui n’a certainement pas encore livrée tous ses secrets. 

Cependant, il n’aura pas contribué à simplifier la boucle de régulation, qui n’est pas terminée 

d’être dessinée, impliquant HIC1, SIRT1, E2F1, p53… 
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ANNEXES 

 

 

I. Publication n°4 
 

 

Metabolic régulation of SIRT1 transcription via a HIC1:CtBP corepressor Metabolic régulation of SIRT1 transcription via a HIC1:CtBP corepressor 

complexcomplex   

 

Qinghong ZHANG, Su-Yan WANG, Capucine FLEURIEL, Dominique LEPRINCE, Jonathan V. 

ROCHELEAU, David W. PISTON, et Richard H. GOODMAN. 

PNAS (2007), 104, 829-833. 

 

 

Nous avons participé à cette étude effectuée par l’équipe de Richard Goodman (Oregon 

Health and Science University, Portland, USA), qui porte sur la régulation métabolique de 

l’interaction entre HIC1 et CtBP, notamment au niveau du promoteur de SIRT1. 

Cet article décrit le mécanisme de recrutement par HIC1 de CtBP, corépresseur identifié 

auparavant au sein de notre équipe (Deltour et al., 2002 ; Stankovis-Valentin et al., 2007). 

Les protéines CtBP ont été décrites pour être régulées par le NADH, en particulier lors d’un 

travail précédent effectué par cette même équipe. En effet, cette molécule permet leur 

dimérisation, nécessaire à leur fonctionnement, notamment dans le rôle de la migration des 

cellules tumorales suite à l’hypoxie (Zhang et al., 2006). 

Dans la présente étude, il est montré que l’addition de 2-DG (2-désoxyglucose), qui permet 

de bloquer la glycolyse, donc qui diminue le taux de NADH libre au sein de la cellule, 

entraîne la dissociation du couple CtBP-HIC1. Ceci a lieu en particulier dans le contexte de la 

régulation de la transcription du gène SIRT1, ce qui a pour effet l’augmentation de sa 

transcription et son accumulation protéique. 

Cet article identifie donc l’un des mécanismes par lequel le membre fondateur des sirtuines 

chez les mammifères, SIRT1, est régulé par le métabolisme. 
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redox-sensing ability of CtBP plays an important role in SIRT1
transcriptional regulation.

Notably, our findings differ somewhat from those of Rodgers
et al. (10). Rodgers et al. report an increase in SIRT1 protein, but
not mRNA, in the livers of fasted mice. Our studies indicate that
both SIRT1 mRNA and protein are induced by 2-DG treatment.
This discrepancy may be due to differences between our cell
culture model and their use of intact animals or differences
between 2-DG treatment and fasting. Rodgers et al. also monitor
the total nicotinamide adenine dinucleotide concentrations,
whereas we consider only the free components. Several studies
suggest that the free nicotinamide adenine dinucleotide pool
might be more meaningful for regulation of cellular, and par-
ticularly transcriptional, proteins. As mentioned above, the
estimated concentration of free nuclear NAD! is reasonably
close to the Km for the cytoplasmic Sir2 isoform, Hst2 (16). The
Km values for several of the other sirtuins are also in this range
(30), supporting the idea that the free, rather than total, NAD!

is most relevant for sirtuin function. Similarly, detailed studies of
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, an enzyme struc-
turally related to CtBP, have shown that the binding constants
for NAD! and NADH are 64 !M and 40 nM, respectively,
implying that this enzyme also senses the free, rather than total
nicotinamide adenine dinucleotide pool (31). Other dehydroge-
nases and reductases (i.e., lactate dehydrogenase and L-"-
glycerophosphate dehydrogenase) have similar properties (32,
33), as does poly(ADP-ribose) polymerase (Km for NAD! " 59
!M; 34). In addition, Garriga-Canut et al. (35) have reported
that the neuron-restrictive silencer factor–CtBP interaction is
disrupted by 100 nM NADH, and Zheng et al. (36) determined
that the concentration of NAD! capable of activating OCA-B-
dependent transcription in vitro is 100 !M.

The various Sir2 isoforms have distinct biological properties
(37–42), but little is known about their transcriptional control.
Unlike the regulation of enzyme activity through NAD!, which
would affect all Sir2 isoforms, the transcriptional mechanism that
we have proposed is specific for SIRT1. Thus, by using the
HIC1-CtBP pathway, nutrient deprivation, as induced by 2-DG, is
able to signal to a specific histone deacetylase isoform. Evidence for
transcriptional regulation of sirtuins has been described previously,
but this report provides the first description of how this regulation
is achieved. How this mechanism relates to more chronic changes
in nutrient availability is not known. Elevated levels of Sir2 in yeast

cause lifetime extension, but it is not clear how this process relates
to the mechanisms underlying lifetime extension in other organ-
isms. Similarly, in metazoan systems, evidence suggests that calorie
restriction is associated with lifespan extension, but the role of Sir2
is controversial (43).

Finally, it should be acknowledged that regulation at the level
of transcription is somewhat unusual as a mechanism for con-
trolling enzyme activity. The existence of enzyme haploinsuffi-
ciency disorders, as well as the clear dosage effects of Sir2 itself
in several experimental systems (44, 45), support the idea that
alterations in enzyme concentration can have important conse-
quences, however. Moreover, many enzymes (particularly those
involved in transcriptional regulation, such as Sir2) function
within multiprotein complexes (46). Changes in their levels, as
opposed to their specific activities, can affect the functions of
associated proteins and thereby influence multiple biological
processes.

Methods
Chemicals and Reagents. 2-DG, pyruvate, lactate, lactate dehy-
drogenase, anti-FLAG M2 matrix, and anti-"-tubulin antibody
were purchased from Sigma (St. Louis, MO). Anti-CtBP anti-
bodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA)
and Upstate Biotechnologies (Lake Placid, NY). Anti-HIC1
antibody was described by Deltour et al. (23).

Plasmids. HIC1 expression vectors were described by Deltour et
al. (23). siRNA oligonucleotides for CtBP (5#-GGG AGG ACC
UGG AGA AGU UdTdG / dGdTCCC UCC UGG ACC UCU
UCAA-5#) were from Dharmacon Research (Boulder, CO).
Scramble II Duplex was used as control.

Cell Culture. The H1299 human non-small cell lung cancer cell
line, CCD human primary fibroblasts, and MEFs were cultured
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Invitrogen, Carlsbad,
CA) with 10% FCS (HyClone, Logan, UT) and antibiotics
(Invitrogen). Incubation was at 37°C under 5% CO2 in air. The
hypoxia chamber (1% O2, 5% CO2, 94% N2) has been described
(11). CCD cells were transfected with 100 nM oligonucleotides
and, 3 days later, the expression of human CtBP was assayed by
Western blotting using an anti-CtBP antibody.

Coimmunoprecipitation and Western Blot Analysis. Cells were lysed
in 50 mM Tris!HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40,
0.5% sodium deoxycholate including proteinase inhibitors
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Lysates were centrifuged
at 13,000 $ g for 20 min at 4°C, and the supernatants were
immunoprecipitated by anti-FLAG or anti-CtBP antibodies and
then separated by SDS/PAGE (8% acrylamide) and transferred
onto PVDF membranes (Millipore, Bedford, MA). The mem-
branes were blocked in Tris-buffered saline with 0.2% Tween 20
(TBST; 0.2 mol/liter NaCl, 10 mmol/liter Tris, pH 7.4, 0.2%
Tween-20) containing 5% nonfat dry milk and 0.02% NaN3 for
1 h, then incubated with antibodies against HIC1, CtBP, or
"-tubulin in TBST containing 1% nonfat dry milk. The mem-
branes were then incubated with goat anti-rabbit (for HIC1 and
CtBP) or goat anti-mouse (for "-tubulin) immunoglobin (Bio-
Rad, Hercules, CA) in TBST containing 1% nonfat dry milk.
Bound antibodies were detected with an enhanced chemilumi-
nescence system (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).

RT-PCR. RNA was extracted by using an RNeasy kit (Qiagen,
Valencia, CA). RNA treated with DNase I (Ambion, Austin,
TX) was used for reverse transcription. RNA was incubated with
oligo(dT) primers (Invitrogen) and 1 mM dNTPs at 65°C for 5
min, cooled on ice, then incubated with 10 mM DTT, 5$ buffer,
and RNasin (Promega, Madison, WI) RNase inhibitor at 42°C
for 2 min. Reverse transcription was performed by using Super

Glycolysis

NAD+

NADH

HIC1

CtBP

SIRT1

2DG

Glycolysis

NAD+

NADH

HIC1

CtBP

SIRT1

2DG

Glycolysis

HIC1 SIRT1

CtBP

Fig. 6. Models for CtBP-regulation of SIRT1 expression. (Upper) The reduc-
tion in free nuclear NADH after 2-DG treatment (designated by the smaller
oval representing NADH) decreases CtBP association with HIC1, thus increas-
ing SIRT1 transcription. (Lower) Posttranslational modification of CtBP in-
duced by the block in glycolysis prevents association with HIC1.
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transcript II (Invitrogen) at 42°C for 50 min. Reverse transcrip-
tase was inactivated at 70°C for 15 min, and the product was
treated with RNase A at 37°C for 30 min before PCR amplifi-
cation. Real-time PCR was used to quantify the reverse-
transcribed products.

ChIP Assays. CCD cells were treated with 2-DG (10 mM) for 3 h.
ChIP assays (47) were performed by using an anti-CtBP antibody
(Santa Cruz). Primers surrounding the HIC1-binding sites on
SirT1 promoter (20) were used to PCR-amplify the ChIP sample.
Human LINE1 serves as nonspecific control.

Determination of NAD!:NADH Ratio. Cells were quickly deprotein-
ized in 200 !l of acid extraction buffer (1N HClO3) and
neutralized with 100 !l of 2 M KHCO3. The concentrations of
the metabolic intermediates were measured after an enzymatic
cycling reaction using 10 !l of sample. The free cytoplasmic
NAD!:NADH ratio was calculated as described by Williamson
et al. (15).

Determination of the Free Nuclear NADH Concentration. Two-photon
microscopy was performed to measure the nuclear autofluores-
cent NAD(P)H intensity as described (48). Cells were grown for
2 days on 35-mm glass dishes (MatTek, Ashland, MA) main-
tained at 37°C and 5% CO2 in a humidified chamber on the
microscope stage (Carl Zeiss, Thornwood, NY). NAD(P)H
intensity was imaged by using a "40, 1.3-NA oil immersion lens
(Carl Zeiss), a 710-nm mode-locked Ti:Saph laser (#3.5 mW at
the sample) (Coherent, Santa Clara, CA), and fluorescence
collection through a nondescanned detector with a custom 380-
to 550-nm filter (Chroma, Rockingham, VT) (48). Images were
analyzed with Metamorph 5.0 (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA).

We thank H. Yao and J. Hildebrand for providing human primary
fibroblasts and CtBP-null MEFs and C. Fjeld, M. King, R. Veech, R.
Hanson, and G. Mandel for helpful comments. This work was supported
by National Institutes of Health Grants P01DK044239 (to R.H.G.) and
K01CA096561 (to Q.Z.).
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II. Publication n°5 
 

 

HIC1HIC1  ( (Hypermethylated in Cancer 1Hypermethylated in Cancer 1 ) epigenetic si lencing in tumors) epigenetic si lencing in tumors   

 

Capucine FLEURIEL, Majid TOUKA, Gaylor BOULAY, Cateline GUERARDEL, Brian R. ROOD et 

Dominique LEPRINCE. 

The International Journal of Biochemistry & Cell Biology (2009), 41, 26-33. 

 

 

Cet article de revue fait le point sur le gène et la protéine HIC1. 

Au cours d’une première partie les aspects fonctionnels sont détaillés, en lien avec les 

différentes régions de la protéine. Puis l’implication de ce gène au sein des cancers humains 

est décrite, ainsi que l’apport, sur son rôle dans la cancérisation, des études effectuées chez 

la souris après l’invalidation de ce gène, seul ou de manière concommitente à d’autres gènes 

suppresseurs de tumeurs – p53 ou Ptch1. Enfin, HIC1 est proposé comme étant un gène 

« prémarqué » dans les cellules souches embryonnaires, par des marques épigénétiques 

bivalentes, menant à la notion de gène impliqué précocement lors de la cancérisation, au 

niveau des cellules souches du cancer. 
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