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La chromatine naissante

révélée

Constance Alabert

Duplication des chromosomes

et maintien de ’identité cellulaire

La séquence d’ADN contient I’ensemble
de Iinformation génétique nécessaire
au développement et au maintien des
organismes multicellulaires. Si la quasi-
totalité des cellules d’un organisme
contiennent une copie intégrale de son
génome, les genes sont en revanche dif-
férentiellement exprimés en fonction du
type cellulaire de maniére a définir I'iden-
tité et la fonction biologique de chaque
cellule. ’état transcriptionnel d’un gene
dépend des facteurs de transcription et
des machineries transcriptionnelles, mais
aussi de multiples constituants de la chro-
matine, dits épigénétiques, qui participent
a la régulation de I'expression génique
et a sa transmission au cours des divi-
sions cellulaires. Parmi ces constituants,
on compte les nucléosomes, leur den-
sité et leur positionnement, leur com-
position (par exemple I’incorporation de
variants d’histone) ou leurs modifications
post-traductionnelles (par exemple les
marques d’histone). Uaddition de groupes
chimiques sur I’ADN, tels que la méthyla-
tion, compte aussi parmi les modifications
épigénétiques qui modulent I'expression
génique. On doit également ajouter a cette
liste les protéines et complexes de pro-
téines qui remodelent les nucléosomes et
déposent ou effacent les marques d’his-
tone ou d’ADN, ou sont spécifiquement
recrutés par elles. Le maintien de I'identité
cellulaire est essentiel au développement
et au renouvellement tissulaire normal
chez les organismes métazoaires, alors
que son altération est déterminante dans
le processus de tumorigenése. €n consé-
quence, chaque cellule doit répliquer avec
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fidélité non seulement la séquence de son
génome, mais aussi la composition et la
structure de son épigénome.

La molécule d’ADN enroulée autour d’un
octamere d’histones forme le nucléosome
(Figure 1). A chaque phase S du cycle cel-
lulaire, les nucléosomes sont désassem-
blés a I’avant de la fourche de réplication
et réassemblés rapidement derriére la
fourche sur ’ADN nouvellement synthétisé
[1-3, 16]. La densité des nucléosomes
est maintenue par I’addition de nouvelles
histones et, en 15 minutes, la résistance
aux nucléases de la chromatine nouvel-
lement assemblée est identique a celle
du reste de la chromatine, ce qui suggere
une restauration de la chromatine rapide
et étroitement liée au replisome [4-6].
Plusieurs enzymes (dont I’enzyme qui res-
taure la méthylation de ’ADN) ainsi que
des facteurs d’assemblage et de remo-
delage de la chromatine ont été détectés
au niveau des fourches de réplication [7].
Cependant, I'intégralité de I'information
épigénétique ne semble pas étre restaurée
de cette fagon. €n effet, d’autres facteurs
pourraient étre recrutés apres le passage
de la fourche, sur la chromatine nouvelle-
ment répliquée [8]. De plus, la restaura-
tion de certaines marques d’histones peut
nécessiter jusqu’a plusieurs heures [9].
Par ailleurs, il est important de souligner
que les mécanismes permettant la res-
tauration de la structure chromatinienne
n’ont pu étre explorés que pour un nombre
limité de facteurs [7]. Pour remédier
a cette lacune et dans le but de mieux
comprendre comment I’ensemble des
composants épigénétiques sont transmis
au cours de la réplication, nous avons
développé une nouvelle approche qui per-

met d’explorer la composition de la chro-
matine nouvellement répliquée.

La technique de capture

de la chromatine naissante (NCC) :

un outil d’exploration moléculaire

Dans un effort d’élucidation des méca-
nismes de réplication de la chromatine,
trois groupes de recherche ont récem-
ment développé des méthodes origi-
nales visant a isoler biochimiquement
les facteurs présents aux fourches de
réplication ou sur la chromatine nais-
sante. Toutes ces méthodes se fondent
sur le marquage in vivo de I’ADN nou-
vellement répliqué par un désoxyribo-
nucléotide modifié. Aprés une fixation
au formaldéhyde (permettant la fixation
des liaisons protéine-protéine et ADN-
protéine), I’ADN nouvellement répliqué
et les facteurs chromatiniens qui y sont
associés sont isolés via les nucléotides
modifiés (voir ci-dessous) et identifiés
par spectrométrie de masse. Les proto-
coles d’iPOND (isolation of proteins on
nascent DNA) [10] et de Dm-ChP (DNA
mediated chromatin pull-down) [11]
utilisent un analogue du dTTP, I’€dU.
Une réaction chimique sur la chroma-
tine fixée permet d’attacher une éti-
quette de biotine a I'dU afin de purifier
la chromatine nouvellement répliquée.
Dans I'approche NCC [12], le nucléotide
modifié utilisé (dUTP) est déja fusionné
a I'étiquette biotine. Ces méthodes de
marquage de "ADN ont déja été utili-
sées pour étudier la réplication [13].
Un désavantage de Putilisation de la
biotine-dUTP est qu’elle est incorporée
dans les cellules par choc osmotique.
€n revanche, dans le protocole NCC, la
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Figure 1. Facteurs impliqués dans
la réplication chromatinienne iso-
lés par NCC. Pour ces expériences
de NCC, les méme régions chro-
matiniennes sont isolées a deux
moments différents : immédiate-
ment apres leur réplication (chro-
matine naissante), ou deux heures
plus tard (chromatine mature).
Les trois catégories de facteurs

isolés sont représentées.

‘/‘ Nucléosome

S Molécule d’ADN

b d Marques d’histone

6 Facteurs enrichis sur la chromatine naissante

Facteurs répartis de maniére égale sur
la chromatine mature et la chromatine naissante

Facteurs enrichis sur la chromatine mature

la méthylation de I’ADN, ou
qui ont lieu sur la chromatine
naissante ; (2) les facteurs
répartis de maniere égale sur
la chromatine naissante et
mature (56 %). Cette caté-

fusion de I’étiquette biotine au nucléo-
tide a "avantage d’éviter le bruit de
fond généré par la réaction chimique
d’attache de I’étiquette sur I’€dU dans
la chromatine fixée, nécessaire dans les
deux autres protocoles.

Outre le choix du systéeme de marquage,
la méthode de NCC a été spécifique-
ment élaborée et optimisée dans le
but d’obtenir une sensibilité maxi-
male afin d’obtenir I'image la plus
fidele possible de la composition de la
chromatine naissante. Plusieurs para-
métres permetttent d’augmenter la
sensibilité de cette approche: (1) les
cellules humaines sont cultivées en
suspension et sont synchronisées en
milieu de phase S afin qu’une majo-
rité d’entre elles incorporent la bio-
tine-dUTP. La synchronisation permet
aussi d’homogénéiser le type de régions
chromatiniennes marquées ; (2) les
conditions de fixation au formaldé-
hyde sont deux fois plus élevées que
dans les deux autres protocoles; (3)
deux séries consécutives de purifi-
cation de la chromatine sont exécu-
tées; (4) la composition des régions
chromatiniennes naissantes analysées
est comparée a celle de ces mémes
régions, deux heures plus tard (chro-
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matine mature) (Figure 1) [12]. Pour
cela, la méthode NCC a été combinée
d la méthode SILAC (stable isotope
labeled aminoacids in cell culture,
[171), ce qui permet de quantifier de
facon relative et précise les protéines
contenues dans les deux conditions par
spectrométrie de masse. €n paralléle,
pour améliorer le ratio signal/bruit de
fond pour la spectrométrie de masse,
les conditions de lavage ont été mises
au point afin d’étre les plus stringentes
possibles. Le protocole de NCC, ainsi
que la conception des expériences, sont
donc optimisés pour étudier la chro-
matine naissante et les processus de
restauration de la chromatine.

Prés de 4000 facteurs identifiés

Le NCC a permis d’identifier 3995 fac-
teurs sur la chromatine naissante et
mature. Ces facteurs sont répartis en
trois catégories (Figure 1) : (1) les fac-
teurs enrichis sur la chromatine nais-
sante, comme les facteurs de réplication
de ’ADN. Cette catégorie englobe 32 %
des protéines identifiées, contient les
facteurs impliqués dans les processus
de restauration de la chromatine cou-
plée au replisome (comme les facteurs
d’assemblage des nucléosomes et de

gorie contient les compo-
sants de base de la chroma-
tine comme les histones, et les facteurs
n’ayant pas de fonction associée a la
réplication, ce qui est le cas de la plu-
part des facteurs de remodelage de la
chromatine ; (3) les facteurs présents
en plus grand nombre sur la chromatine
mature (12 %). Cette derniére catégorie
peut inclure des composants de la chro-
matine qui nécessitent d’autres évene-
ments préliminaires pour étre recrutés.
Par exemple, I’histone H1, qui requiert
la déacétylation des histones nouvelle-
ment synthétisées pour étre incorporée.
Cette analyse fournit donc une ressource
unique pour comprendre comment est
restaurée I'information épigénétique.
Cependant, la raison et les déterminants
moléculaires responsables de cette spé-
cificité de recrutement restent a éluci-
der pour la majorité de ces facteurs.

Filtrage bio-informatique afin
d’augmenter la valeur prédictive

des résultats générés par NCC

Bien que le protocole de NCC ait été
optimisé pour limiter au maximum le
bruit de fond inhérent aux analyses
a grande échelle de spectrométrie
de masse [14], une partie des 3995
facteurs identifiés sont associés a la
chromatine de maniére non spécifique.



Exemples
de facteurs
chromatiniens
CAF-1, HP1

DNMT1
€SC02
H3, H4
H2A, H2B
Cohésine

Chromatine naissante

Chromatine mature

236 nouveaux facteurs

32 nouveaux facteurs

Dynamique d’association a la chromatine

Figure 2. Dynamique d’association des protéines identifiées par NCC. Quelques exemples de

facteurs connus sont mentionnés a gauche. Le nombre de facteurs dont la fonction est inconnue

et qui ont été sélectionnés comme potentiellement intéressants par NCC et ICP est indiqué en
blanc. CAF-1: chromatin assembly factor 1 ; DNMT1/3a : DNA methyltransferase 1/3a ; €SCO2 :
acetyltransferase ; PRC1 : Polycomb repressive complex 1 ; H3 : histone H3 ; H2A : histone H2A ;

H2A.Z : histone variant H2A.Z (adaptée de [12]).

Le bruit de fond représente un réel
obstacle pour déterminer si les facteurs
dont la fonction est a ce jour inconnue
jouent un role dans la duplication de
la chromatine. Nous avons donc utilisé
une méthode de filtrage bio-informa-
tique concue dans le laboratoire de
Juri Rappsilber (Université d’€dimbourg
et de Berlin). Pour développer cette
méthode, plusieurs dizaines d’extraits
de chromatine ont été analysés par
spectrométrie de masse en utilisant dif-
férents types de cellules, a différentes
phases du cycle cellulaire et en utilisant
différents protocoles d’extraction de
la chromatine. Ces données ont per-
mis de calculer un facteur de probabi-
lité d’association & la chromatine (ICP)
pour 7 635 protéines [14]. Les protéines
ayant une ligison forte a I’ADN (comme
les histones) ont un ICP plus élevé que
les protéines dont I’association avec
la fibre chromatinienne est plus faible
(comme les enzymes de remodelage). €n
conséquence, cette procédure peut étre
utilisée pour exclure les protéines qui
s’associent a la chromatine de maniere
artéfactuelle. €n assignant un ICP a
chaque facteur identifié dans notre
analyse de NCC, nous avons pu affiner
la liste de nouveaux facteurs putatifs de
réplication ou de maturation de la chro-
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matine (Figure 2). La fiabilité de cette
méthode de filtration bio-informatique
a été testée [14] et validée pour une
dizaine de nouveaux facteurs (sélec-
tionnés ou exclus) par microscopie [12].
€n outre, la pertinence et I'efficacité de
ces méthodes combinées (NCC et ICP)
ont pu étre démontrées par I'identifica-
tion d’un nouveau facteur de réplication
FAM111A (family with sequence similarity
111, member A). La liste de nouveaux
facteurs obtenus par ces méthodes
combinées devrait donc constituer une
ressource majeure pour éclairer et accé-
lérer la recherche sur la restauration de
Iinformation épigénétique.

Perspectives

Le NCC, de méme que I’iPOND et le Dm-
ChP, ne permettent pas de déterminer
si les facteurs identifiés sont requis
pour dupliquer toutes les régions chro-
matiniennes ou seulement certaines
d’entre elles. En effet, la chromatine
isolée provient de différents types de
chromatine répliquée. Il faudrait pou-
voir réaliser un NCC sur un type unique
de chromatine ou une région chromo-
somique spécifique. Si le développe-
ment d’un NCC spécifique d’un locus
demande un développement technique
certain, réduire les temps de marquage

de ’ADN et/ou utiliser une synchro-
nisation plus fine du cycle cellulaire
seraient des moyens simples et rapides
de pouvoir cibler des grands types de
chromatine qui ne sont pas répliqués
au méme moment au cours du cycle
cellulaire.

Lutilisation de la technique de NCC s’est
limitée jusqu’a maintenant a une partie
de la composition chromatinienne. €n
effet, la méthylation de ’ADN et les ARN
non codants sont d’autres constituants
de I'information épigénétique qui n'ont
pas été encore analysés. Or, le matériel
isolé par NCC contient ces informations.
Un simple couplage du NCC avec des
techniques déja existantes, comme les
techniques d’analyse du transcriptome
ou du méthylome, permettrait de com-
pléter notre compréhension de la répli-
cation de la chromatine.

Conclusion

Ce travail contient la liste la plus
exhaustive de protéines impliquées ou
affectées par la duplication des chro-
mosomes. || est aussi important de noter
que plusieurs protéines identifiées par
NCC sont liées a des maladies comme
le cancer. Par exemple, la mutation du
géne codant pour la protéine FAM111A a
récemment été associée au syndrome de
petite taille sévere dit de Kenny Caffey
[15]. Ainsi, outre leur importance fon-
damentale pour la compréhension de la
réplication de la chromatine, la méthode
de NCC et ses résultats offrent un outil
et une ressource précieuse pour com-
prendre le role de protéines impliquées
dans des pathologies. ¢

Nascent chromatin composition revealed
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Régulation cinétique

de ’épissage alternatif

des pré-ARN messagers :
attention au ralentissement

Gwendal Dujardin!, Alberto R. Kornblihtt?, Laurent Corcos®

> Chez les eucaryotes, I'épissage alter-
natif est un mécanisme finement régulé
qui permet d’accroitre la complexité du
protéome a partir d’un nombre limité
de genes. En effet, le nombre de génes
chez les vertébrés n’est pas drastique-
ment différent de celui qui est retrouvé
chez les invertébrés (23000 genes chez
I’lhomme, 19000 chez le ver C. elegans).
La fréquence de I’épissage alternatif
augmentant des eucaryotes unicellu-
laires aux eucaryotes multicellulaires,
celui-ci joue donc un role primordial
dans la complexité des organismes. Chez
les mammiféeres, I"épissage alternatif
affecte presque 95 % des geénes [1]. La
raison principale qui fait que I’épissage
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puisse étre alternatif est la force des
sites bornant les exons en 5’ et en 3,
dictée par leur similitude a la séquence
consensus, qui va déterminer leur affi-
nité pour des facteurs d’épissage et leur
utilisation par la machinerie d’épissage.
On parle alors de sites forts et de sites
faibles et, en regle générale, lorsqu’un
site d’épissage est fort, I’épissage est
constitutif. La position relative de sites
forts ou faibles va entrainer différents
types d’épissage alternatif : inclusion/
exclusion d’exon, exclusion mutuelle
d’exons, site d’épissage alternatif en
3’ ou en 5’ ou rétention d’intron (les
promoteurs multiples et les sites mul-
tiples de polyadénylation n’étant pas

1

—

. Kliszczak AE, Rainey MD, Harhen B, et al. DNA mediated
chromatin pull-down for the study of chromatin
replication. Sci Rep 2011 ; 1:95.

12. Alabert C, Bukowski-Wills JC, Lee SB, et al. Nascent
chromatin capture proteomics determines chromatin
dynamics during DNA replication and identifies
unknown fork components. Nat Cell Biol 2014 ; 16 :
281-93.

13. Gilbert DM. Evaluating genome-scale approaches to
eukaryotic DNA replication. Nat Rev Genet 2010; 11 :
673-84.

14. Kustatscher G, Hégarat N, Wills KL, et al. Proteomics of
a fuzzy organelle: interphase chromatin. EMBO J 2014 ;
33:648-64.

15. Unger, S, Gérna MW, Le Béchec A, et al. FAM111A
mutations result in hypoparathyroidism and impaired
skeletal development. Am J Hum Genet 2013 ; 92 :
990-5.

16. Bertin A, Mangenot S. Structure et dynamique de la
particule cceur de nucléosome. Med Sci (Paris) 2008 ;
24 :715-9.

17. €madali A, Gallagher-Gambarelli M. La protéomique

quantitative par la méthode SILAC. Med Sci (Paris)

2009 ; 25 : 835-42.

I Centre for Genomic Regulation, carrer
Doctor Aiguader 88, 08003 Barcelona, Spain ;
2 Laboratorio de Fisiologia y Biologia
Molecular, Departamento de Fisiologia,
Biologia Molecular y Celular, IFIBYNE-CONICET,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires, Ciudad
Universitaria, Pabellon 2, C1428€HA Buenos
Aires, Argentine ;

S Inserm U1078 - équipe ECLA, Faculté de
médecine, 22, avenue Camille Desmoulins,
29238 Brest Cedex 3, France.
gwendal.dujardin@crg.eu
ark@fbmec.fcen.uba.ar
laurent.corcos@inserm.fr

des événements d’épissage alternatif
au sens strict). Lutilisation d’un site
faible d’épissage est influencée a la
fois par des éléments de régulation en
cis et des facteurs trans qui se lient
aux séquences cis-régulatrices, acti-
vatrices ou inhibitrices de I’épissage.
Cependant, le taux d’inclusion d’un exon
ne dépend pas seulement de la force
de ses sites d’épissage, de la présence
de séquences cis-régulatrices ou de la
concentration, ou des modifications
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