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Abréviations 

ADN : Acide DésoxyriboNucléique  

AEBP2 : Adipocyte Enhancer-Binding Protein 2 

AML1 :  Acute Myeloid Leukemia 1  

AR : récepteur aux androgènes 

ASXL1: Additional Sex Combs like 1 

ATRA : All-Trans Retinoic Acid 

BTB/POZ : Bric à Brac, Tramtrack and Broad-complex/ Pox virus and Zinc finger 

CBP : CREB Binding Protein  

Cbx: ChromoBoX 

CDKs : Cyclin-Dependant Kinases 

CGI : CpG Islands 

ChIP(-seq) : Chromatin Immunoprecipitation (sequencing) 

Co-IP : co-immunoprécipitation 

CMH-I : complexe majeur d’histocompatibilité de type I 

CpG : Cytosine-phosphate-Guanine 

CRPC : castration-resistant prostate cancer 

CSH : cellules souches hématopoïétiques

Dnmt3a et b : DNA méthyltransférases 3a et b 

EED : embryonic ectoderm development  

ER : récepteur aux œstrogènes 

EZH 1/2 : Enhancer of Zeste Homolog 1/2 

FDR : False Discovery Rate  

HAT : Histones Acétyl-Transférases 

HDAC : Histone Deacetylase  

HMT : Histone Methyltransferase 

ILC : Innate Lymphoid Cells 

IFN : Interféron  

Jarid2: Jumonji, AT Rich Interactive Domain 2 

KD : knock-down 

KDM : Lysines Déméthylases 

KDM2B : lysine (K)-specific demethylase 2B 

KO : knockout  

LAM : leucémies aiguës myéloblastiques 

LAL-T ou  LAL-B : leucémies aiguës lymphoblastiques T ou B 

L3MBTL2 : L(3)Mbt-Like 2 (Drosophila) 

Lnc-RNA : longs ARN non-codants 

LT-HSC : Long term Hematopoietic Stem Cells  

MDS : syndrome myélodysplasique 

N-Cor : Nuclear Co-repressor 

NK: cellules Natural Killer 

NKT : cellules Natural Killer T 

NuRD : Nucleosome Remodeling Deacetylase 

Oct4 : Octamer-binding transcription factor 4  

PARP: poly(ADP-ribose) polymérase 

Pb : paires de bases 

P/CAF : p300/CBP-associated factor 



PcG : Polycomb Group 

Pcgf : Polycomb Group ring Finger 

PCL : PolyComb Like 

Pho : Pleiohomeotic 

PhoRC : Pho Repressive Complex 

PLZF : Promyelocytic Leukemia Zinc Finger 

PML : Pro-Myelocytic Leukemia 

PRC1/2 : Polycomb Repressive Complex 1/2 

PREs : Polycomb Response Elements 

RAREs : éléments de réponse à l’acide rétinoïque 

RAR : récepteur α à l'acide rétinoïque 

RbAp48/46 : Retinoblastoma-associated proteins 46 and 48 

RD2 : Repression Domain 2 

ROR: Retinoic acid-related orphan nuclear receptor   

ROS : Reactive Oxygen Species 

Rybp : RING1 And YY1 Binding Protein 

Sall1/4 : Sal-Like protein ¼ 

shRNA : short hairpin RNA 

SMRT : Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid receptors 

SUMO : Small Ubiquitin-like Modifier 

SUZ12 :  SUppressor of Zeste 12  

TAL1 : T-cell Acute Lymphocytic Leukemia 1 

TERT : Telomerase Reverse transcriptase 

TFs : Transcription factors 

TrxG : Trithorax Group 

TSS: Transcription Start Site 

Xist : X-inactive specific transcript 

YY1 : Yin Yang 1 

Zbtb16 : Zinc Finger and BTB domain containing 16 

 

Glossaire 

Hétérochromatine facultative : elle correspond à des régions transcriptionnellement inactives mais 

contenant des gènes qui peuvent être activés en fonction du développement cellulaire, de l'état de 

différenciation, des stimuli,... 

Région enhancer : région d’ADN qui correspond à une séquence régulatrice de nucléotide (<10 paires 

de bases) qui peut fixer des protéines nommées facteurs de transcription pour stimuler la transcription 

d'un gène. Ce dernier peut posséder plusieurs régions enhancer qui sont généralement situées assez 

loin du gène (jusqu'à 100 000 nucléotides). Le gène et sa région enhancer peuvent aussi ne pas être 

proches l'un de l'autre et même être sur deux chromosomes différents. Cependant le repliement de 

l'ADN dans le noyau leur permet une proximité physique. 

Paralogue : Protéine homologues qui ont des fonctions différentes mais liées, au sein d'un même 

organisme. 

 



Avant propos 

L’épigénétique est un domaine de la biologie relativement récent qui a bouleversé les 

dogmes établis par la découverte de la double hélice d’ADN par Watson et Crick en 1953. 

Selon ces dogmes, nous sommes conditionnés par un programme génétique hérité de nos 

parents et dont la dérégulation entraîne de nombreuses pathologies, plus ou moins graves. La 

découverte d’une hérédité épigénétique est cependant venue bousculer la toute puissance du 

gène en mettant en relief de nouveaux mécanismes de régulation au sein des cellules. En effet,  

l’épigénétique correspond aux modifications réversibles et héritables qui touchent la 

chromatine et qui influencent l’expression des gènes sans toutefois impliquer de changement 

de la séquence d’ADN.  

Concrètement, les modifications épigénétiques sont matérialisées par des marques 

apposées par des enzymes spécialisées sur l’ADN ou sur les protéines histones qui le 

structurent. Les marques les mieux caractérisées sont les groupements méthyle apposés sur 

l’ADN, ainsi que diverses modifications chimiques des histones (méthylation – tout comme 

l’ADN mais via des protéines différentes -, acétylation…). Si la méthylation de l’ADN est le 

plus souvent associée à une répression des gènes, les marques histones ne déterminent pas, 

par leur seule présence, un état permissif ou non de la chromatine. En effet, si certaines 

marques sont plutôt associées à une chromatine compactée ou relâchée, c’est l’ensemble des 

marques histones sur un gène donné qu’il faut considérer pour savoir si le gène est actif ou 

non. Il existe donc de nombreuses protéines, organisées le plus souvent en complexes, 

capables de reconnaître, d’ajouter ou d’enlever les marques histones.   

Les processus épigénétiques interviennent en effet dans la régulation de nombreux 

évènements tels que la division, la différenciation, la survie et la mobilité cellulaires. Il est 

désormais largement admis que des anomalies épigénétiques contribuent au développement et 

à la progression de maladies, en particulier de cancers. Des anomalies épigénétiques activant 

des oncogènes ou inhibant des gènes suppresseurs de tumeurs ont pu être mises en évidence.  

Si de nombreuses études sont menées afin de comprendre quels sont les mécanismes 

épigénétiques impliqués dans le développement et la progression des cancers, il reste de 

nombreuses questions sans réponses. 

Le travail présenté ici s’inscrit donc dans cette vaste problématique. L’objectif 

principal étant d’apporter, dans la mesure du possible, des éléments de compréhension aux 

mécanismes de régulation épigénétiques mis en jeu dans des conditions normales et 

pathologiques. Nous avons pris ici pour modèle l’hématopoïèse.       
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I. Généralités sur l’Epigénétique 

 

1.1.Définitions 

Le terme « épigénétique » a été introduit pour la première fois par C. Waddington en 1942 

(Waddington, 2012) et a d’abord été utilisé pour décrire l’apparition de changements 

héritables dans l’activité des gènes sans modification du code génétique. La définition s’est 

ensuite élargie pour inclure les mécanismes de régulation de l’ADN qui n’induisent pas de 

changement dans la séquence nucléotidique, en dépit du caractère héritable (Berger et al., 

2009). 

Le matériel génétique des cellules eucaryotes est condensé au sein du noyau. La 

compaction de l’ADN est assurée par les nucléosomes qui sont constitués d’octamères de 

protéines histones (H2A, H2B, H3 et H4). L’ensemble ADN/nucléosomes forme la 

chromatine dont l’organisation structurale permet de : i) prévenir les dommages à l’ADN, ii) 

renforcer l’ADN lors des mitoses (stress physique), iii) contrôler l’expression des gènes et la 

réplication de l’ADN. 

Les nucléosomes font l’objet de réarrangements structuraux en fonction du degré 

d’enroulement de l’ADN et sont sujets à des modifications covalentes. Ces modifications, qui 

constituent les « marques épigénétiques », concernent aussi bien les histones que l’ADN. 

Tandis que la modification principale de l’ADN est la méthylation, les histones sont 

susceptibles de porter de nombreuses modifications post-traductionnelles. En effet, lorsque les 

histones sont associées pour former un nucléosome, leurs extrémités N-terminales dépassent 

du nucléosome (« queues histones ») et sont ainsi accessibles aux différentes enzymes 

responsables de l’ajout ou du retrait des modifications post-traductionnelles.  

Ces modifications influencent les interactions entre les histones et l’ADN, les histones 

entre elles ou sont les cibles de protéines effectrices.  

De très nombreuses modifications post-traductionnelles des histones ont été répertoriées 

parmi lesquelles on compte :  

 Sur les résidus lysine : l’acétylation, la méthylation, l’ubiquitination, la SUMOylation, 

la crotonylation, la butyrylation et la propionylation  

 Sur les résidus arginine : la méthylation, la citrullination et l’ADP-ribosylation  

 Sur les résidus sérine et thréonine : la phosphorylation et la glycosylation  

La conjugaison de ces modifications dicte l’état transcriptionnel de la chromatine  et dans 

les années 2000, Strahl et Allis ont évoqué l’existence d’un « code histone » (figure 1) dont 

les différentes combinaisons conduiraient à différentes fonctions en aval (Strahl and Allis, 

2000).  
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Figure 1. Le code histone. L’information génétique dans les cellules eucaryotes est compactée en 

chromosomes au sein desquels l’ADN est enroulé autour des histones pour former la chromatine. Les 

changements dynamiques de structure de la chromatine sont directement influencés par des 

modifications post-traductionnelles des histones. Les différentes combinatoires formées par ces 

modifications constituent le code histone qui permet d’établir un état de répression (2) ou d’activation 

(1) de l’activité transcriptionnelle des gènes. Adapté à partir de (Sparmann and van Lohuizen, 2006). 

 

Suite à la découverte du code histone, sont apparus les termes de “writer”, “eraser” et 

“reader”, formulés afin de décrire respectivement les protéines ou complexes protéiques en 

charge de déposer, de retirer ou encore de reconnaître les différentes modifications post-

traductionnelles des histones. Schématiquement, les « writers » ont pour rôle d’apposer les 

diverses marques histones au niveau des acides aminés constituant les queues histones. Ce 

sont des enzymes telles que les Histones AcétylTransférases (HATs), les Histones 

MéthylTransférases (HMTs) ou encore les kinases. Les « erasers » sont des enzymes qui ont 

pour rôle de retirer les marques catalysées par les « writers ». On trouve plusieurs types 

« d’erasers » : les Histones DésACétylases (HDACs), les lysines DéMéthylases (KDMs) et 

les phosphatases. Les « readers » sont des protéines possédant des domaines spécialisés dans 

la reconnaissance des différentes marques histones. 

En plus des modifications des histones, d’autres facteurs tels que la méthylation de l’ADN, les 

variants d’histones, le positionnement des histones… sont nécessaires à l’ajustement de la 

structure et de la fonction de la chromatine. L’ensemble de ces facteurs constitue la 

« machinerie épigénétique ».   
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1.2. Lecture et analyse combinatoire des modifications post-traductionnelles des histones 

Le premier « reader » des modifications post-traductionnelles des histones a été identifié

en 1999. Il s’agissait de la protéine P/CAF (p300/CBP-associated factor). Les auteurs ont 

montré pour la première fois que le bromodomaine de P/CAF est capable de reconnaître les 

lysines acétylées. C’est également le premier exemple soutenant l’hypothèse selon laquelle les 

bromodomaines contribuent à l’acétylation des histones en recrutant des histones 

acétyltransférases (Dhalluin et al., 1999). La liste des « readers » d’histones s’est ensuite très 

vite agrandie, mais il n’existe pas autant de « readers » que de combinaisons de modifications 

d’histones. Il existe donc différents mécanismes permettant la lecture et l’analyse des marques 

épigénétiques (récapitulés figure 2). 

L’efficacité d’un « reader » par rapport à une modification donnée peut être influencée par 

les marques histones adjacentes qui peuvent améliorer ou entraver l’interaction du « reader » 

avec la marque histone (fig. 2a).  

D’autre part, le recrutement d’un « reader » au niveau d’un locus spécifique peut être modulé 

par l’action combinée de plusieurs « readers » (fig. 2b, c). Ces différents « readers » peuvent 

reconnaître des marques histones différentes situées sur la même queue histone (fig. 2b). La 

lecture de la combinaison des marques histones se fait donc en cis. Lorsque les « readers » 

reconnaissent des modifications au sein du même nucléosome, mais sur des queues histones 

différentes ou au sein de nucléosomes différents, la lecture combinatoire se fait en trans 

(fig. 2c). 

Il existe par ailleurs, un niveau bien plus élaboré de lecture combinatoire en trans, impliquant 

des complexes multi-protéiques (fig. 2d). L’interaction entre les différents effecteurs 

impliqués, qu’ils soient « reader », « eraser » ou « writer », confère un haut degré de 

spécificité d’action au niveau de la chromatine.       
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Figure 2. Modes de lecture combinatoire des modifications post-traductionnelles des histones. (a) 

Reconnaissance des marques histones sur la même queue histone par le même « reader ». (b) Lecture 

combinée de plusieurs « readers » sur la même queue histone (mécanisme de lecture en cis). (c) 

Lecture combinée de plusieurs « readers » sur des queues histones différentes au sein du même 

nucléosome ou au sein de nucléosomes différents mais adjacents (mécanisme de lecture en trans). (d) 

Complexe multi-protéique pouvant contenir « writer », « reader » et « eraser ». Certaines protéines 

sont dotées d’un domaine de repliement servant à ponter les différents effecteurs. Adapté de 

(Musselman et al., 2012). 

1.3.Conclusion 

Les différents motifs créés par les modifications post-traductionnelles des histones 

résultent de l’interaction entre les différents effecteurs que sont les « writers », « readers » et 

« erasers ». Ces diverses combinaisons établissent le paysage chromatinien et sont associées à 

de multiples fonctions vitales telles que la régulation de l’expression des gènes, la réplication 

de l’ADN et sa réparation. Comme tout mécanisme de régulation impliqué dans des fonctions 

biologiques majeures, la dérégulation de l’équilibre épigénétique conduit à de nombreuses 

maladies parmi lesquelles dominent les cancers.  

Lors de ma thèse, je me suis intéressée tout particulièrement à un groupe de facteurs 

épigénétiques complexe, tant par leurs fonctions que par leurs mécanismes d’action. Il s’agit 

des protéines du groupe Polycomb qui illustrent parfaitement l’existence d’effecteurs 

« writers » et « readers » au sein de complexes multi-protéiques dont le rôle de régulateur 

transcriptionnel est souvent mis à mal au sein de nombreuses pathologies. 
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II. Les protéines du groupe Polycomb 
 

2.1 Présentation des protéines du groupe Polycomb  

Les protéines du groupe Polycomb (PcG) sont des facteurs épigénétiques initialement 

découverts chez la Drosophile et impliqués dans la répression des gènes Hox au cours du 

développement. Les protéines PcG forment différents complexes protéiques comportant 

plusieurs sous-unités dotées de fonctions différentes et dont le mode d’action repose sur la 

modification de la structure de la chromatine. Ces protéines sont capables de générer et de 

reconnaître de nombreuses modifications post-traductionnelles au niveau des histones. On 

dénombre à ce jour trois complexes répresseurs comprenant différentes protéines PcG. 

2.1.1 PhoRC  

Le premier complexe nommé PhoRC (pour Pho Repressive Complex) est composé des 

protéines Pho (Pleiohomeotic) et dSfmbt chez la Drosophile (respectivement YY1 et 

L3MBTL2 chez l’Homme) (fig. 2a). Chez la Drosophile, ce complexe recrute les autres 

protéines PcG par l’intermédiaire de la protéine Pho mais son rôle n’est pas aussi bien établi 

chez les mammifères puisque la protéine YY1 n’est pas impliquée dans la répression due aux 

Polycomb (Kahn et al., 2014). On trouve ensuite les complexes répresseurs PRC1 et PRC2 

(pour Polycomb Repressive Complex) décrits plus précisément ci-dessous. 

2.1.2 PRC1  

On distingue deux principaux complexes PRC1 contenant différentes sous-unités. Le 

complexe PRC1 canonique comprend les protéines Cbx, Phc, Ring et Pcgf tandis que le 

complexe non-canonique est formé des protéines Rybp, Ring et Pcgf (fig. 3c et d). Chacune 

de ces sous-unités pouvant elles-mêmes avoir plusieurs paralogues (cf glossaire) (Turner and 

Bracken, 2013), il existe plusieurs types de complexes PRC1 canoniques et non-canoniques. 

Quelle que soit sa nature, l’unité catalytique de PRC1 repose sur les protéines Ring1A ou 

Ring1B qui catalysent l’ajout d’une ubiquitine sur la lysine 119 de l’histone H2A 

(H2AK119ub1) (de Napoles et al., 2004).  

Selon la composition du complexe PRC1, il existe des différences de fonctions 

biologiques. Par exemple, il a été montré qu’au sein du complexe PRC1 canonique, la 

composition en protéines Cbx conditionne le destin des cellules souches embryonnaires (ES) 

de souris. En effet, la présence de Cbx7 au sein du complexe permet le maintien de la 

pluripotence des cellules tandis que la présence de Cbx2 et 4 est nécessaire à la différenciation 

des cellules ES (Morey et al., 2012).  
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Par ailleurs, en plus des différences que l’on peut observer au sein d’un même type de 

complexe, on constate également des différences entre les complexes canonique et non-

canonique. Ainsi, le groupe de Di Croce a récemment mis en évidence, toujours dans des

cellules souches embryonnaires de souris, que les complexes PRC1 canonique et non 

canoniques coexistent mais ont des fonctions différentes. En effet, le complexe PRC1 

canonique contient Cbx7 qui est nécessaire au recrutement de Ring1B à la chromatine. Les 

gènes ciblés par ce complexe sont fortement réprimés et sont des gènes impliqués dans la 

différenciation lors du développement précoce. Au contraire, le complexe non-canonique 

contient la protéine Rybp qui est nécessaire à l’activité enzymatique de PRC1. Ce complexe 

cible plutôt des gènes impliqués dans la régulation du métabolisme et dans la progression du 

cycle cellulaire (Morey et al., 2013). 

2.1.3 PRC2 

Les principales protéines composant le complexe PRC2 sont au nombre de trois : 

enhancer of zeste (EZH2), embryonic ectoderm development (EED) et suppressor of zeste 12 

(SUZ12). L’association de ces trois sous-unités est nécessaire à l’activité catalytique d’EZH2 

qui réside en la mono-, di- ou triméthylation de la lysine 27 de l’histone H3 (H3K27me1, 2 ou 

3) (Cao and Zhang, 2004; Nekrasov et al., 2005; Pasini et al., 2004). D’autres protéines 

peuvent se rajouter au complexe de base PRC2 telles que RbAp48/46, PCL1/2/3, AEBP2, 

Jarid2, C17orf96 et C10orf12 (fig. 3b). Elles augmentent alors l’activité catalytique du 

complexe (par exemple RbAp46/48 et AEBP2) ou modifient la liaison et l’adressage de PRC2 

à la chromatine (JARID2 et PCL) (Vizán et al., 2015).  

EZH2 est la seule protéine du complexe PRC2 à avoir un paralogue connu, appelé 

EZH1. EZH2 et EZH1 sont des protéines exprimées de façon différente en fonction du type 

cellulaire, et retrouvées dans des complexes PRC2 dont la composition et la fonction sont 

différentes. EZH2 s’associe généralement à EED et SUZ12 alors qu’EZH1 est retrouvé seul 

ou avec SUZ12, formant un complexe PRC2 non canonique (Xu et al., 2015). 

Bien que les deux protéines aient une activité catalytique et une localisation nucléaire 

redondantes, EZH2 est plutôt associée à la di- et triméthylation de l’H3K27 au niveau de loci 

génomiques réprimés, tandis qu’EZH1 est associé à la mono-méthylation de l’H3K27 dans 

des régions transcriptionnellement actives (Mousavi et al., 2012; Xu et al., 2015).  

Lors de la différentiation cellulaire, le ratio entre EZH1 et EZH2 au sein du complexe PRC2 

se modifie en faveur d’une augmentation d’EZH1 (Margueron et al., 2008; Mousavi et al., 

2012; Xu et al., 2015). 
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Figure 3. Composition des différents complexes Polycomb chez les Mammifères. 

2.2 Mode d’action des protéines PcG  

2.2.1 Généralités 

Les complexes PRC agissent tous les deux en tant que modificateurs d’histones, c’est-à-

dire qu’ils sont capables de modifier de façon post-traductionnelle les histones via la 

triméthylation de l’H3K27 pour PRC2 et via l’ubiquitination de l’H2AK119 pour PRC1. Ces 

modifications permettent de réguler la transcription en servant de sites de fixation spécifiques 

ou en modulant l’affinité des PcG à l’ADN (Musselman et al., 2012).  

Les protéines PcG limitent l’accès à l’ADN de la machinerie de transcription en 

compactant la chromatine (pour revue (Di Croce and Helin, 2013; Schwartz and Pirrotta, 

2013)). Par ailleurs, les protéines PcG peuvent induire la répression transcriptionnelle en 

empêchant la modification épigénétique des histones par des facteurs activateurs tels que les 

protéines du groupe Trithorax (TrxG). Les protéines TrxG catalysent la triméthylation de 

l’histone H3 sur les lysines 4 et 36 (H3K4me3 et H3K36me3) au niveau de gènes 

transcriptionnellement actifs. De nombreuses études ont montré que les protéines PcG avaient 

un effet antagoniste à celui des protéines TrxG sur la régulation de la transcription (Steffen 

and Ringrose, 2014).  
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Les protéines PcG contrecarrent également certaines modifications activatrices au niveau 

des histones situées dans des régions précises du génome telles que les enhancers. Par 

exemple, la méthylation de l’H3K27 empêche son acétylation (H3K27me3 et H3K27ac sont

des marques antagonistes). Or, l’H3K27ac est une marque que l’on retrouve particulièrement 

enrichie au niveau de régions enhancer actives (Ferrari et al., 2014). 

2.2.2 Modèle de recrutement hiérarchique des protéines PcG 

Le modèle hiérarchique de recrutement des protéines PcG a été établi progressivement en 

fonction de plusieurs observations. Tout d’abord, des études ont montré que la triméthylation 

de l’H3K27 pouvait servir de plateforme de recrutement à certaines protéines du complexe 

PRC1 (les protéines PC chez la Drosophile, Cbx chez les mammifères) (Cao et al., 2002). 

Ensuite, il a été observé que lorsque l’activité enzymatique du complexe PRC2 est perdue, 

l’H3K27 n’est plus triméthylée et la liaison de PRC1 à l’ADN diminue fortement (Boyer et 

al., 2006; Cao et al., 2002; Wang et al., 2004). Ces résultats ont donné naissance au modèle 

hiérarchique (ou modèle séquentiel) qui propose que le recrutement de PRC2 à la chromatine 

induit la triméthylation de l’H3K27. Cette marque est ensuite reconnue par le complexe PRC1 

via les protéines Cbx qui ont une affinité avec l’H3K27me3. Le complexe PRC1, via les 

protéines Ring, catalyse l’ubiquitination de l’histone H2AK119, ce qui a pour effet de 

compacter la chromatine et de réprimer la transcription (fig. 4a).  

Bien que le modèle hiérarchique de recrutement ait dominé le champ d’investigation des 

protéines du groupe Polycomb pendant plusieurs années,  il est toutefois apparu très vite qu’il 

existait des mécanismes alternatifs de recrutement et donc de fonctionnement de cette famille 

de protéines. Des études génomiques sur des cellules ES ont tout d’abord révélé que les 

protéines des complexes PRC1 et PRC2 ne partageaient qu’un nombre limité de sites de 

liaison à l’ADN (Blackledge et al., 2014; Boyer et al., 2006; Ku et al., 2008). Des expériences 

de ChIP-on-chip sur des cellules ES de souris indiquent que seulement 25% des sites de 

démarrage de la transcription (TSS pour Transcription Start Sites) sont co-occupés par PRC1 

et PRC2 (protéines PRC1 étudiées : Phc1 et Rnf2 ; protéines PRC2 étudiées : Eed et Suz12) 

(Boyer et al., 2006). 

D’autres analyses de ChIP-sequencing sur les protéines Ring1B et Ezh2 montrent que si 

90% des sites de liaison de Ring1B à l’ADN sont également occupés par Ezh2, seulement 

50% des sites de liaison d’Ezh2 sont occupés par Ring1B (Ku et al., 2008). Ces résultats 

montrent que PRC1 et PRC2 ne se lient pas toujours aux mêmes régions, contrairement à ce 
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qui est prédit par le modèle hiérarchique, ce qui indique que les complexes PRC1 et 2 peuvent 

avoir des fonctions et des mécanismes de recrutement indépendants. 

Dès 2012, des analyses de génomique et de protéomique sur les complexes PRC1 ont

permis d’identifier 6 groupes principaux caractérisés par des sous-unités distinctes et qui 

diffèrent dans leurs sites de liaison à l’ADN, parmi lesquels seulement une petite partie co-

localise avec l’H3K23me3 (Gao et al., 2012). De plus, il a été démontré que le recrutement de 

PRC1 n’est pas uniquement  dépendant de l’H3K27me3. En effet, dans des cellules souches 

embryonnaires de souris déficientes pour les protéines du complexe PRC2, il a été démontré 

que la marque H2AK119ub pouvait toujours être déposée, entraînant la répression des gènes 

(Tavares et al., 2012).  

Des études plus récentes montrent également que PRC1 peut être impliqué dans le 

recrutement de PRC2 (Blackledge et al., 2014; Cooper et al., 2014; Kalb et al., 2014) (fig. 

4b). En effet, la diminution d’expression (knockdown) de certaines protéines du complexe 

PRC1, en plus d’induire une diminution drastique de l’H2AK119ub1, entraîne une diminution 

de liaison de PRC2 à l’ADN. Par ailleurs, l’adressage forcé des protéines du complexe PRC1 

à la chromatine entraîne l’apposition de la marque H2AK119ub1 qui recrute le complexe 

PRC2. De façon intéressante, seuls les complexes non-canoniques peuvent recruter PRC2 

(Blackledge et al., 2014; Cooper et al., 2014).Une étude complémentaire a montré par des 

expériences de pull down sur des extraits nucléaires de Drosophile ou de cellules ES de 

souris, que les composants de PRC2 sont fortement associés avec l’H2AK118ub ou 

l’H2AK119ub respectivement. Cette étude démontre que l’H2A ubiquitinée sert de site de 

liaison pour le complexe PRC2 contenant Jarid2-Aebp2 et entraîne ainsi la production 

d’H3K27me3 (Kalb et al., 2014).  

Ces nouvelles données viennent bouleverser le modèle hiérarchique de recrutement 

des Polycomb et démontrent que les complexes PRC1 et 2 peuvent influencer leur 

recrutement respectif.  

Le modèle classique peut d’ailleurs être discuté dans la mesure où il se focalise sur la 

triméthylation de l’H3K27 par PRC2 alors que ce complexe est également responsable de la 

mono- et diméthylation de l’H3K27 (Ferrari et al., 2014). Au contraire de la marque 

répressive H3K27me3 qui se situe majoritairement au niveau de sites de démarrage de la 

transcription (TSS),  la marque H3K27me1 est principalement trouvée enrichie au niveau du 

corps de gènes activement transcrits. La marque H3K27me2 se distribue quant à elle sur tout 

le génome, couvrant environ 70% des histones. Cette marque empêcherait une acétylation 

aspécifique de l’H3K27 dans le but de prévenir une activation non spécifique de certains 
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enhancers (Ferrari et al., 2014). Ces résultats assez récents mettent en lumière de nouveaux 

mécanismes de régulation de l’activité transcriptionnelle des gènes par les protéines du 

groupe PcG.

 

D’après (Comet and Helin, 2014). 

2.3 Recrutement des protéines PcG à la chromatine 

Les mécanismes biochimiques par lesquels les protéines PcG inactivent la transcription ont 

été (et sont encore) largement étudiés. Cependant la façon dont les complexes PRC sont 

adressés à leurs gènes cibles demeure une question importante.  

2.3.1 Les éléments de réponse aux Polycomb chez la Drosophile  

Des motifs de recrutement spécifiques aux Polycomb ont été mis en évidence pour la 

première fois chez la Drosophile au sein du complexe Bithorax, complexe regroupant trois 

gènes homéotiques impliqués dans la polarité segmentaire. Ces éléments de réponse aux 

protéines PcG appelés PREs (pour Polycomb Response Elements) sont capables de réprimer 

un gène rapporteur lorsqu’ils en sont placés à proximité (Simon et al., 1993). 

La protéine Pho a été la première protéine identifiée se liant à l’ADN de façon séquence 

spécifique et capable de conduire au recrutement des protéines PcG au niveau des PREs. En 

effet, Pho reconnait une séquence de 17 paires de bases (pb) localisée au sein d’un PRE de 

176 pb se trouvant en amont du locus du gène « engrailed », réprimé par les protéines PcG 

(Brown et al., 1998). 

H3K27me3 

Figure 4 : Différents modèles de 

recrutement des complexes Polycomb. 

a) Modèle hiérarchique selon lequel 

PRC2 est recruté à la chromatine et 

catalyse, via EZH2 l’apposition de la 

marque H3K27me3 qui a son tour 

conduit au recrutement de PRC1 dont 

l’activité catalytique ubiquitine ligase 

sur l’H2AK119 est faible. b) Nouveau 

modèle hiérarchique proposé par 

Blackledge et al. et Cooper et al. 

suggérant que les complexes PRC1 

non canoniques sont d’abord recrutés à 

la chromatine, ce qui induit la 

monoubiquitination de l’H2AK119 et 

le recrutement de PRC2. 

H2AK119ub 
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Suite à cette étude, de nombreux PREs contenant des motifs de liaison à divers facteurs de 

transcription tels que les protéines Gaga (Strutt, 1997), Pho ou Zeste (Hur et al., 2002; Saurin 

et al., 2001) ont été découverts chez la Drosophile.

En se basant sur ces différents motifs, la localisation des PREs au sein du génome chez la 

Drosophile a été prédite (Ringrose et al., 2003) mais d’autres études menées à l’échelle du 

génome montrent que les complexes PRC1 et 2 ne se lient qu’à quelques-uns de ces PREs 

(Nègre et al., 2006; Schwartz et al., 2006; Tolhuis et al., 2006). 

Cette apparente contradiction trouve plusieurs explications. Tout d’abord, la prédiction de la 

localisation des PREs se base sur l’hypothèse que tous les PREs identifiés ont la même 

fonction au même moment sans tenir compte de la complexité du mode d’action des 

Polycomb dont les cibles varient au cours du développement. Ensuite, la position des PREs 

par rapport aux gènes régulés est très variable (proche du promoteur ou éloigné de plusieurs 

kilobases), ce qui pourrait induire un mode de fonctionnement différent de ces PREs. 

Enfin, de la même façon que Pho peut recruter PRC1 à la chromatine via la reconnaissance 

d’un PRE, d’autres facteurs spécifiques de certains loci pourraient influencer l’activité de 

certains de ces PREs (pour revue (Kassis and Brown, 2013)). 

2.3.2 Les éléments de réponse aux Polycomb chez les vertébrés 

Il n’existe pas, chez les vertébrés, de PREs à proprement parler mais quelques études ont 

permis d’identifier des séquences s’en approchant.    

Ainsi, un PRE a été identifié chez la souris. La séquence nommée PRE-kr est capable de 

réguler l’expression du gène murin MafB/Kreisler en recrutant les protéines PcG (Sing et al., 

2009). 

Un autre PRE d’1.8kb a été identifié chez l’Homme, au niveau des gènes HOXD11 et 

HOXD12. Les Polycomb sont capables de se lier à cette séquence et l’utilisation d’un système 

de gène rapporteur montre une répression Polycomb-dépendante (Woo et al., 2010). 

 Un PRE capable de recruter les Polycomb, notamment la protéine SUZ12, a également été 

découvert dans des cellules humaines (cellules T) (Cuddapah et al., 2012). 

2.3.3 Les îlots CpG 

 Les CpG sont des di-nucléotides cytosine et guanine reliés par un phosphate. Très peu 

fréquents dans le génome, les CpG se regroupent en îlots appelés CGI pour CpG Islands. 

Dans les cellules ES, la densité des îlots CpG et leur état de méthylation sont de bons 

prédicteurs du recrutement de PRC2. En effet, sur des cellules ES humaines, il a été montré 

que 40% des régions auxquelles se lie la protéine SUZ12 sont enrichies en CpG (Lee et al., 
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2006). Par ailleurs, dans des cellules souches embryonnaires de souris, l’insertion d’éléments 

riches en CpG permet de recruter PRC2 (Mendenhall et al., 2010). Une autre étude menée 

dans des cellules souches embryonnaires murines montre également que la présence

d’éléments riches en CpG induit le recrutement de PRC2 (Lynch et al., 2012).  

La méthylation des CGI empêche la liaison de PRC2. En effet, des analyses de spectrométrie 

de masse indiquent que l’incorporation de CGI méthylés au sein de nucléosomes inhibe la 

liaison des protéines EED et SUZ12, membres de PRC2 (Bartke et al., 2010). Le phénomène 

d’exclusion mutuelle entre la présence de CGI méthylés et de la marque H3K27me3 a été 

également démontré dans les génomes de vertébrés. En effet , dans des cellules ES déficientes 

pour les DNA méthyltransférases Dnmt3a et b, des sites de recrutement des Polycomb sont 

créés (sites « de novo ») au niveau de séquences riches en CpG qui sont normalement 

méthylées (Lynch et al., 2012). 

De façon générale, chez les vertébrés, le complexe PRC2 est adressé à des régions 

hypométhylées.  

 En ce qui concerne PRC1, il a été montré que la protéine de liaison à l’ADN KDM2B 

reconnait les CGI non méthylés et forme un complexe avec la protéine Polycomb RING1B. 

Le recrutement de KDM2B aux promoteurs induit la présence de la marque H2AK119ub, 

suivie de la liaison de PRC2 à l’ADN et l’inhibition de la transcription des gènes (Farcas et 

al., 2012). 

2.3.4 Recrutement du complexe PRC2 par des facteurs de transcription  

Un grand nombre de facteurs de transcription interviennent dans le recrutement des 

complexes PRC chez les vertébrés. Cela a été montré lors des premières études à l’échelle 

génomique des protéines Polycomb et de la marque H3K27me3 dans des cellules ES de souris 

dans lesquelles les auteurs observaient une co-localisation entre la protéine PcG SUZ12 et des 

facteurs de transcription impliqués dans la pluripotence des cellules tels que Sox2, Oct4 et	
Nanog (Lee et al., 2006). Plus récemment, une étude menée chez le Xénope a montré que le 

facteur de transcription Snail2 interagit avec le complexe PRC2 via la protéine Ezh2. Cette 

interaction a pour effet de moduler l’expression des gènes de la crête neurale en maintenant le 

niveau d’H3K27me3 (Tien et al., 2015). 

Le complexe PRC1 peut également être recruté à la chromatine par des facteurs de 

transcription. C’est le cas de la protéine Bmi1 qui interagit avec deux facteurs de transcription 

formant un complexe : Runx1/CBFβ (Yu et al., 2012). Dans cette même étude, les auteurs 

montrent, sur un modèle de cellules mégacaryocytaires murine, que la protéine Ring1b et le 
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complexe Runx1/CBFβ partagent un nombre important de gènes cibles. La déplétion 

génétique de Runx1 entraîne une diminution concomitante de la liaison de Ring1b à la 

chromatine.  

De façon plus générale, une étude prédictive informatique menée à partir de données 

publiques a suggéré que la liaison d’un facteur de transcription à l’ADN permet de prédire 

quelle sera la marque histone associée. Ces résultats renforcent l’hypothèse selon laquelle les 

facteurs de transcription peuvent servir de plateforme de recrutement aux protéines 

modificatrices d’histones (Benveniste et al., 2014).   

2.3.5 Rôle des modifications d’histones dans le recrutement de PRC2 

La structure de la chromatine peut influencer la liaison de PRC2 à l’ADN de deux 

façons : par le biais de modifications de la densité des nucléosomes, ou via une 

intercommunication avec les histones modifiées. 

a) Densité du nucléosome 

Au niveau des sites de fixation des protéines PcG et TrxG, les histones sont remplacées 

fréquemment par d’autres histones (Mito et al., 2007) et la liaison de PRC2 à l’ADN au 

niveau des CGI est inversement corrélée à la densité des nucléosomes (Riising et al., 2014). 

De façon contradictoire, la liaison et l’activité de PRC2 sont augmentées en présence de 

di-nucléosomes, comparé aux mono-nucléosomes (Martin et al., 2006) et bien que la densité 

des nucléosomes au niveau des CGIs diminue avant le recrutement de PRC2, il semblerait que 

la compaction de ces nucléosomes augmente localement avant la formation d’H3K27me3 

(Yuan et al., 2011).  

Ces études indiquent donc que les protéines PcG se lient à des régions peu denses en 

nucléosomes, densité qui est modifiée juste avant la liaison du complexe.  

b) Rôle activateur des modifications d’histones 

Des modifications d’histones préexistantes telles que H3K27me3, H2AK119ub et 

H3K9me3 peuvent faciliter le recrutement de PRC2. Ces marques épigénétiques sont 

partiellement transmises lors de la prolifération cellulaire et sont reconstituées au moyen d’un 

rétrocontrôle positif. Par exemple, si PRC2 catalyse la marque H3K27me3, le complexe est 

également capable de s’y lier via la protéine Eed. La liaison d’Eed à l’H3K27me3 induit une 

activation allostérique du complexe et la propagation de la marque (Margueron et al., 2009; 

Xu et al., 2010). 

 L’H3K27me3 peut également servir de plateforme de recrutement au complexe PRC1 

via les protéines Cbx (Boyer et al., 2006; Cao et al., 2002; Wang et al., 2004). Par ailleurs, 
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comme nous l’avons vu plus haut, la marque H2AK119ub1 apposée par le complexe PRC1 

peut permettre le recrutement de PRC2 (Blackledge et al., 2014; Cooper et al., 2014; Kalb et 

al., 2014).

Bien que cela n’influence pas l’activité catalytique d’EZH2, il a été montré que la 

protéine Eed présente une forte affinité pour l’H3K9me3 (Xu et al., 2010). 

Dans les cellules HeLa et dans les cellules ES de souris, PRC2 interagit avec les protéines 

G9a/GLP qui sont des H3K9 méthyltransférases partageant 25% de ces loci cibles avec 

PRC2. Au niveau de ces sites de liaison communs, l’H3K27me3 diminue dans des cellules 

déficientes pour G9a et/ou GLP. La liaison de G9a au niveau d’un site artificiel de 

recrutement conduit au recrutement d’EZH2 et à la triméthylation de l’H3K27, ce qui n’est 

pas le cas avec un mutant catalytique de la protéine G9a. De plus, le défaut de recrutement 

d’Ezh2 dans des cellules ES murines mutantes pour G9a peut être aboli en présence de la 

protéine sauvage (Mozzetta et al., 2014). 

c) Rôle inhibiteur des modifications d’histones 

Les modifications des histones associées à l’activation de la transcription telles que 

l’H1K26me3, l’H3K27ac ou encore l’H3S28ph inhibent le recrutement de PRC2.  

i. H1K26me3 

Le complexe PRC2 peut être détourné de ses gènes cibles via sa liaison à l’H1K26me3. 

En effet, l’H1K26me3 entre en compétition avec les marques répressives H3K27me3 et 

H3K9me3 pour la liaison à la cage aromatique de la protéine Eed. La liaison entre PRC2 et 

l’H1K26 a pour effet de diminuer l’activité catalytique de ce complexe (Xu et al., 2010). 

ii. H3K27ac 

L’acétylation et la méthylation de l’histone H3 sur le même résidu, ie la lysine 27, sont 

des modifications exclusives bien qu’elles puissent coexister sur différentes queues histones 

au sein d’un même nucléosome. Des analyses à l’échelle génomique menées sur des 

embryons de Drosophile et sur des cellules ES murines ont révélé qu’acétylation et 

méthylation de l’H3K27 sont anti-corrélées (Pasini et al., 2010a; Tie et al., 2009). 

Dans les cellules ES de souris, il a été montré que la désacétylation par le complexe NuRD de 

l’H3K27 entraîne le recrutement d’un complexe PRC2 actif sur le plan catalytique (Reynolds 

et al., 2012).  

iii. H3S28ph 

La phosphorylation de la sérine 28 de l’histone H3 facilite l’acétylation de la K27 de cette 

même histone. Le recrutement de l’H3K28 kinase Msk1 au niveau du promoteur endogène de 

l’α-globuline dans les cellules HEK293 entraîne l’activation de la transcription de ce gène. Ce 
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recrutement entraîne une augmentation d’H3S28ph et d’H3K27ac tandis que l’H3K27me3 

diminue (Lau and Cheung, 2011). 

Par ailleurs, l’effet inhibiteur de l’H3K228ph sur le recrutement de PRC2 a été observé dans 

les cellules HeLa. Dans ces cellules, en réponse à un stress cellulaire par exemple, les kinases 

MSK phosphorylent l’H3K28 sur des queues histones déjà triméthylées sur l’H3K27, ce qui a 

pour résultat de diminuer la liaison des protéines Cbx et Suz12 (Gehani et al., 2010). 

Une autre étude basée sur la liaison de PRC2 au promoteur de la myogénine au cours de la 

différenciation des cellules musculaires squelettiques montre que la liaison de Msk1 et 

l’augmentation de l’H3K28ph lors de l’activation de la transcription déplace EZH2 au niveau 

du promoteur (Stojic et al., 2011). 

d) Interaction de PRC2 avec les ARNs  

  Les longs ARN non-codants 

De nombreuses études ont montré que des ARNs spécifiques pouvaient se lier à PRC2. C’est 

le cas des longs ARN non codants (ou lncRNA pour long non coding RNA) tels que Xist ou 

HOTAIR. 

Lors du phénomène d’inactivation du chromosome X chez la femme, c’est le lncRNA Xist 

(X-inactive specific transcript) qui recrute le complexe PRC2. Les mécanismes de 

recrutement de PRC2 par ce lncRNA sont cependant encore débattus (da Rocha et al., 2014; 

Zhao et al., 2008). 

Le lncRNA HOTAIR intervient, lui, dans la répression des gènes hox chez l’humain en 

interagissant avec PRC2 (Rinn et al., 2007; Tsai et al., 2010). De plus, une étude récente 

montre que les lncRNAs fonctionnent comme des supports permettant de stabiliser la liaison 

de certaines protéines à des sous-unités de PRC2 telles qu’Ezh2 et Jarid2 (Kaneko et al., 

2014). 

  Les ARN naissants 

En plus de se lier à des ARN de façon séquence spécifique, PRC2 est capable de se lier à des 

molécules d’ARN de façon moins sélective. L’immunoprécipitation de l’ARN dans des 

cellules ES murines montre que PRC2 s’associe avec des milliers de molécules d’ARN 

différentes (Kaneko et al., 2013; Zhao et al., 2010). 

Deux études récentes montrent que les ARN liés à PRC2 correspondent parfois à des régions 

5’ de gènes dont la transcription est active. La première étude montre que PRC2 se lie de 

façon peu spécifique à l’ARN en cours de transcription. Si le gène cible transcrit est une 

véritable cible des protéines PcG, le recrutement de PRC2 via l’interaction avec l’ARN 

15



 

entraîne la reconnaissance d’H3K27me3 précédemment déposée et la restauration de la 

répression via la stimulation de l’activité histone méthyltransférase de PRC2. A contrario, si 

PRC2 se lie au transcrit d’un gène actif, en l’absence d’H3K27me3 et en présence

d’H3K36me3 et d’H3K4me3, l’activité histone méthyltransférase de PRC2 est inhibée et son 

affinité pour les nucléosomes réduite. Selon ce modèle, dit du « Junk Mail », la liaison de 

PRC2 à des ARN permettrait de « scanner » les gènes cibles de PRC2 et de repérer les gènes 

ayant échappé à la répression transcriptionnelle (Davidovich et al., 2013). 

La deuxième étude montre que PRC2 se lie faiblement à une grande partie des promoteurs 

dans les cellules ES de souris, y compris aux promoteurs actifs et dépourvus d’H3K27me3 

pour scanner leur activité (rôle de « sampling »). Cette large activité de surveillance des 

promoteurs permet à PRC2 d’évaluer l’état d’activation d’un large nombre de gènes. Si le 

gène est en cours de transcription, PRC2 le détecte grâce à son interaction avec l’extrémité 5’ 

de l’ARN naissant (ie ARN en cours de transcription avant même l’étape d’épissage). Cette 

interaction provoque une diminution d’H3K27me3 ce qui permet à la chromatine de rester 

ouverte et au promoteur de rester actif. Lors de la différenciation, des répresseurs 

transcriptionnels lignée-spécifiques sont surexprimés et inhibent la transcription de leurs 

gènes cibles. L’absence d’ARN naissants capables de se lier à PRC2 permet au complexe de 

catalyser la marque répressive H3K27me3 donnant naissance à une hétérochromatine 

facultative (cf glossaire) (Kaneko et al., 2013). 

Une troisième étude vient cependant nuancer ces résultats et montre que la liaison d’EZH2 

aux ARN peut être très spécifique (Cifuentes-Rojas et al., 2014). 

Ces études suggèrent donc un modèle dans lequel PRC2 se lie à l’ARN pour scanner le 

génome et évaluer l’activité transcriptionnelle des gènes dans le but de déployer ou de 

redistribuer le complexe en conséquence. 

 

2.4 Fonctions des protéines et des complexes PcG 

2.4.1 Rôle des protéines PcG dans le développement embryonnaire 

Comme dit précédemment, les protéines PcG ont été découvertes chez la Drosophile comme 

étant impliquées dans la répression des gènes lors du développement. Les premières études 

montraient que les protéines PcG contrôlaient la segmentation lors de l’embryogénèse précoce 

en maintenant la répression spatiale et temporelle des gènes Hox (Duncan, 1982; Lewis, 

1978). Des études d’inactivation génique (knockout, KO) de différentes protéines PcG chez la 

souris ont ensuite montré que, tout comme chez la Drosophile, les protéines PcG avaient un 

rôle important lors du développement via leur implication dans la répression transcriptionnelle 
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des gènes Hox notamment. En effet ces études de KO ont généré des embryons présentant des 

défauts lors de la gastrulation. Les embryons KO pour les protéines Eed, Ezh2 et Suz12 

meurent lors des phases précoces suivant l’implantation de l’embryon (Faust et al., 1995; 

O’Carroll et al., 2001; Pasini et al., 2004). La perte de la sous-unité catalytique de PRC1, ie 

Ring1B, conduit également à la létalité embryonnaire via un arrêt de la gastrulation, tandis 

que les souris KO pour Ring1A sont viables (de Napoles et al., 2004; Voncken et al., 2003). 

De plus, des souris ayant un allèle hypomorphe pour Ring1B présentent une transformation 

homéotique postérieure du squelette axial (Suzuki et al., 2002) 

Les composants non-canoniques de PRC1sont également essentiels pour le développement 

embryonnaire. Les embryons KO pour Rybp meurent après la phase d’implantation de 

l’embryon (Pirity et al., 2005). L3mbtl2 joue un rôle essentiel dans la gastrulation puisque son 

KO compromet la prolifération cellulaire et conduit à une différenciation anormale des 

cellules souches embryonnaires (Qin et al., 2012). Enfin, Kdm2b est nécessaire au bon 

développement neural embryonnaire via la régulation de la prolifération et de la mort 

cellulaires chez la souris (Fukuda et al., 2011). 

A contrario, la déplétion des protéines Cbx qui sont responsables du recrutement du complexe 

PRC1 canonique, n’affecte pas le développement embryonnaire mais les souris mutantes pour 

les protéines Cbx2 et Cbx4 présentent une mortalité post-natale (Core et al., 1997; Liu et al., 

2013). De façon intéressante, Cbx4 semble réguler de façon spécifique la prolifération des 

cellules épithéliales thymiques et le maintien de cet épithélium, mettant en lumière un 

nouveau rôle des protéines PcG au sein du système immunitaire (Liu et al., 2013). 

La délétion des protéines Mel18 et Bmi1entraîne des défauts de spécification de l’axe antéro-

postérieur du squelette (Akasaka et al., 1996; Alkema et al., 1995; Lugt et al., 1994). Le 

double KO Mel18/Bmi1 induit la mort des souris aux environs de 9.5 jours post-coïtum 

(Akasaka et al., 2001) et provoque des défauts développementaux plus sévères que chacun 

des KO séparément, suggérant que Mel18 et Bmi1 ont des fonctions partiellement 

redondantes. 

2.4.2 Rôle des protéines PcG dans la différenciation et l’auto-renouvellement cellulaires  

Au-delà de leur rôle majeur lors du développement embryonnaire, les protéines PcG 

jouent également un rôle dans la différenciation cellulaire. 

Au sein des cellules ES, certains facteurs de transcription spécifiques tels que Oct4, Sox2 

et Nanog sont exprimés afin de garantir la pluripotence des cellules et de permettre l’auto-

renouvellement des cellules (Boyer et al., 2005). Il a été montré que ces facteurs de 
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transcription sont associés aux protéines PcG afin de réprimer des gènes clés impliqués dans 

la différenciation cellulaire (Lee et al., 2006).   

De façon surprenante, seule la perte de l’activité de PRC1 affecte les capacités d’auto-

renouvellement des cellules ES. La perte de l’activité de PRC2 affecte plutôt leurs capacités 

de différenciation. En effet, lors de l’induction de la différenciation, les cellules déficientes 

pour PRC2 n’arrivent pas à activer correctement les programmes de transcription lignage-

spécifiques (Chamberlain et al., 2008; Endoh et al., 2008; Pasini et al., 2007). Ces résultats 

ont d’abord été expliqués par l’incapacité des cellules déficientes à maintenir la répression de 

gènes lignée-spécifiques (Bracken and Helin, 2009). Mais de récentes données ont montré que 

la perte de l’activité de PRC2 perturbe l’apposition des marques H3K27me1 et H3K27me2 

qui se situent respectivement au niveau des régions intra-géniques de gènes hautement 

transcrits et au niveau d’enhancers qui ne doivent pas être activés (Ferrari et al., 2014). 

De plus, la déplétion de certaines sous-unités qui régulent PRC2, tels que Jarid2, a aussi été 

rapportée comme affectant les programmes de différenciation cellulaire. En effet, les cellules 

ES déplétées pour Jarid2 ne peuvent plus se différencier, ce qui est cohérent par rapport à sa 

fonction de recruteur de PRC2 (Landeira et al., 2010; Pasini et al., 2010b).  

 Les protéines Polycomb ont également un rôle fondamental dans homéostasie des 

cellules souches adultes et des cellules somatiques. Par exemple, dans le système 

hématopoïétique, le développement des cellules B précoces dépend de l’activité d’Ezh2 qui 

régule le réarrangement du gène Igh (Su et al., 2003). De façon similaire, une étude a montré 

que des CSH qui n’expriment plus Eed ne sont pas capables de générer des cellules sanguines 

matures (Xie et al., 2014). Par ailleurs, Bmi1 est requis pour le maintien du stock de CSH via 

la répression de la transcription du locus Ink4a/Arf (Park et al., 2003). Les protéines Cbx 

quant à elles, régulent étroitement les capacités d’auto-renouvellement et de différenciation 

des CSH. Cbx7 est présent en grande quantité dans les CSH et sa surexpression peut entraîner 

des leucémies. Au cours de la différenciation des CSH, la quantité de protéines Cbx7 diminue 

au profit des protéines Cbx2/4/8, qui, lorsqu’elles sont surexprimées, induisent l’épuisement 

des cellules souches (Klauke et al., 2013). 

Les protéines Polycomb peuvent également intervenir dans d’autres processus cellulaires que 

l’hématopoïèse. La formation des adipocytes est perturbée en absence d’activité de PRC2 qui 

ne réprime plus la voie de signalisation Wnt (Wang et al., 2010). PRC2 est également requis 

lors de la myogenèse au cours de laquelle un important niveau d’expression d’EZH2 dans les 

précurseurs empêche la transcription prématurée de gènes spécifiques activant la myogenèse 

(Caretti et al., 2004). La présence de PRC2 est également nécessaire pour inhiber le 
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programme de différenciation des entérocytes au sein de la muqueuse intestinale (Benoit et 

al., 2012).  

2.5 Les protéines PcG et leur implication dans les cancers 

2.5.1 Rôle général des protéines PcG dans les cancers 

Les protéines PcG sont dérégulées dans un grand nombre de cancers et de multiples études 

visent à comprendre leur rôle exact afin d’envisager de nouvelles thérapeutiques. Mais les 

mécanismes mis en jeu sont multiples et complexes. 

a) Implication des protéines du complexe PRC2 dans les cancers 

Au sein du complexe PRC2, EZH2 est une protéine fréquemment dérégulée et un paragraphe 

sera exclusivement consacré à son rôle dans les cancers. En ce qui concerne les autres 

protéines du complexe, des mutations et délétions au niveau des loci des gènes EED, SUZ12 

et JARID2 sont retrouvées dans les syndromes myélodysplasiques (MDS pour 

myelodysplastic syndrome) et  les leucémies (Ntziachristos et al., 2012; Puda et al., 2012; 

Score et al., 2012; Ueda et al., 2012; Zhang et al., 2012). 

Le rôle de l’activité de PRC2 varie en fonction de la pathologie concernée. En effet, si 

l’activité de PRC2 est requise lors du développement des leucémies myéloïdes aiguës de type 

MLL-AF9 (Kim et al., 2013b; Neff et al., 2012; Shi et al., 2013), la perte de son activité 

contribue au développement des MDS et des leucémies induites par des mutations de la 

protéines ASXL1(Abdel-Wahab et al., 2012). 

b) Implication des protéines du complexe PRC1 dans les cancers 

Le rôle de PRC1 dans les cancers est tout aussi important et complexe que celui de PRC2. Par 

exemple, la protéine Bmi1 est essentielle dans les leucémies induites par les protéines de 

fusion AML1-ETO et PLZF-RARα mais n’intervient pas dans les leucémies MLL-AF9 

(Boukarabila et al., 2009; Smith et al., 2011). Cela s’explique par le fait que la protéine de 

fusion MLL-AF9 active l’expression de Hoxa7 et Hoxa9 qui maintiennent la répression du 

gène suppresseur de tumeur Ink4a-Arf en l’absence d’activité de Bmi1 (Smith et al., 2011). 

Des études ont ensuite montré que la protéine CBX8 est également impliquée dans le 

développement des leucémies MLL-AF9 (Tan et al., 2011). Pour autant, il a été montré que la 

surexpression de Cbx8 dans les CSH et les cellules progénitrices induit l’épuisement du stock 

de cellules et leur différenciation. A la différence de Cbx8, Cbx7 est préférentiellement 

exprimé dans les HSC et sa surexpression conduit à une augmentation de l’auto-

renouvellement des cellules qui présentent une morphologie de cellules immatures de type 

blastique pour aboutir enfin au développement de leucémies (Klauke et al., 2013). 

19



 

Cbx7 est un exemple de protéine PcG pouvant présenter des caractéristiques d’oncogène ou 

de suppresseur de tumeur en fonction du type de cancer dans lequel elle est impliquée. 

Dans les lymphomes et le cancer de la prostate, Cbx7 se conduit comme un oncogène en

réprimant le locus Ink4a/Arf (Bernard et al., 2005; Scott et al., 2007) tandis que Cbx7 est 

inactivé dans les glioblastomes (Gargiulo et al., 2013). Une autre étude a également montré le 

rôle suppresseur de tumeur de Cbx7 puisque le knock-out de la protéine chez la souris adulte 

induit des adénomes et carcinomes du foie et des poumons (Forzati et al., 2012). 

 

2.6 Cas de la protéine EZH2 

EZH2 est une protéine dont le rôle est central au sein du complexe PRC2. En effet, elle est 

responsable de l’apposition de la marque répressive H3K27me3 et porte seule l’activité 

catalytique du complexe. EZH2 est donc, comme toute protéine ayant un rôle régulateur 

majeur, fréquemment trouvée dérégulée dans les cancers.  

2.6.1 Rôles d’EZH2 dans les hémopathies et les cancers solides 

De nombreuses anomalies contribuent à la dérégulation d’EZH2 dans un large nombre de 

cancers : mutations, délétions, sur ou sous-expression… de cette protéine en font un 

suppresseur de tumeur ou un oncogène en fonction du type de maladie considérée. 

a) Anomalies d’EZH2 dans les hémopathies : EZH2, oncogène ou suppresseur de 

tumeur ? 

Le rôle oncogénique d’EZH2 a été mis en évidence dans plusieurs études qui rapportent 

qu’une surexpression d’EZH2 augmente le potentiel prolifératif et l’auto-renouvellement des 

cellules dans le contexte de maladies lymphoprolifératives T et B (Raaphorst et al., 2000; 

Sasaki et al., 2011; Visser et al., 2001). De plus, des mutations touchant la tyrosine 641 du 

domaine catalytique d’EZH2 (domaine SET) ont été décrites dans 7,2% des cas de 

lymphomes folliculaires et dans 21,7% des cas de lymphomes diffus à grandes cellules B 

(Morin et al., 2010). A l’origine, ces mutations étaient considérées comme étant des mutations 

perte de fonction. Des études supplémentaires ont finalement montré que ces mutations 

étaient des mutations gain de fonction ayant pour effet une accumulation de l’H3K27me3 

(Sneeringer et al., 2010). 

Par ailleurs, il a été montré que la surexpression d’EZH2 entraîne, chez des patients 

atteints de syndromes myéloprolifératifs et myélodysplasiques (MPN/MDS), une 

hyperméthylation de certains gènes suppresseurs de tumeurs. Cette surexpression corrèle avec 

un mauvais pronostic (Xu et al., 2011).  
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De façon surprenante, d’autres études suggèrent que la protéine EZH2 peut se comporter 

en suppresseur de tumeur. En effet, la perte de la marque H3K27me3, qu’elle soit directe via 

des mutations inactivatrices d’EZH2 ou indirecte via des mutations d’ASXL1 (Abdel-Wahab

et al., 2012), peut également contribuer au développement de certaines hémopathies. 

Une étude menée chez 614 patients atteints de pathologies myéloïdes a mis en évidence 

49 mutations inactivatrices d’EZH2 (Ernst et al., 2010). Les mutations les plus fréquentes se 

retrouvent chez des individus atteints de MPN/MDS (12%) ou de myélofibrose (13%). Les 

patients mutés pour EZH2 atteints de MPN/MDS ont une survie globale et une survie sans 

progression plus faible que les patients non mutés.  

Le gène EZH2 a également été séquencé chez 126 patients atteints de MDS, révélant des 

mutations inactivatrices somatiques « frameshift », non sens et faux sens tout au long du gène 

(Nikoloski et al., 2010). 

Enfin, il a été montré récemment que la perte d’activité d’EZH2 participe au 

développement des MDS induites par des mutations de la protéine RUNX bien qu’elle 

prévienne la transformation du syndrome myélodysplasique en AML (Sashida et al., 2014).   

L’ensemble de ces données non exhaustives illustre clairement le rôle dual que 

peuvent avoir les protéines PcG telle qu’EZH2 qui se comporte comme oncogène ou 

suppresseur de tumeur en fonction du contexte cellulaire. 

 

b) Anomalies d’EZH2 dans les cancers solides : EZH2, une protéine à double facette 

La protéine EZH2 est dérégulée dans de nombreux cancers dits « solides ». Elle est 

fréquemment surexprimée dans les cancers de la prostate, du sein, des ovaires, du foie, du 

cerveau, des poumons… (Alford et al., 2012; Bachmann et al., 2006; Behrens et al., 2013; 

Crea et al., 2010; Kondo et al., 2007; Rao et al., 2010). Dans la plupart des cas, l’expression 

d’EZH2 est corrélée à une prolifération importante des cellules cancéreuses et donc à un 

mauvais pronostic. Par exemple, la surexpression in vivo d’EZH2 dans les cellules épithéliales 

mammaires entraîne une hyperplasie de l’épithélium (Li et al., 2009).  

De la même façon que dans les hémopathies, EZH2 présente le double rôle d’oncogène et de 

suppresseur de tumeur dans les cancers solides. Ainsi, la délétion conditionnelle d’EZH2 chez 

la souris dans l’épithélium pancréatique entraîne une accélération de l’effet néoplasique de K-

Ras (Mallen-St. Clair et al., 2012).  

Ces résultats soulignent donc le double rôle d’EZH2 qui fonctionne majoritairement comme 

un oncogène dans les tumeurs solides mais qui peut exercer également des fonctions de 

suppresseur de tumeur. 
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2.6.2 Nouvelles fonctions récemment identifiées d’EZH2 

a) EZH2 : un activateur transcriptionnel dans les cancers 

Bien que la protéine EZH2 ait initialement été décrite comme ayant une fonction de

répresseur transcriptionnel via la triméthylation de l’H3K27, un nombre croissant d’études 

démontre depuis quelques années qu’EZH2 a des fonctions indépendantes de son activité 

catalytique sur les histones. Plusieurs études rapportent même un rôle activateur de la 

transcription, notamment dans les cancers du sein et de la prostate.  

Il a été montré qu’EZH2 interagit avec le récepteur aux œstrogènes α et avec la β-

caténine. Ce complexe régule l’expression de c-Myc et de la cycline D1 dans les cellules 

cancéreuses mammaires. De plus, EZH2 agit en tant que plateforme de recrutement pour le 

complexe Mediator, impliqué dans la régulation de la transcription par la RNA-polymérase II 

(Shi et al., 2007). L’interaction entre EZH2 et la β-caténine a également été observée dans un 

modèle de souris transgéniques, dans lesquelles EZH2 a été surexprimée de façon spécifique 

dans la glande mammaire. Cette interaction mène à l’hyperplasie des cellules épithéliales 

mammaires (Li et al., 2009). Une autre étude a permis de mettre en évidence la différence de 

fonctionnement d’EZH2 dans les cellules de cancers du sein de type basal, positives ou non 

pour le récepteur aux œstrogènes (ER). Dans les cellules ER-négatives, EZH2 interagit avec 

le complexe RelA/RelB, ce qui a pour conséquence d’activer les gènes cibles du facteur 

nucléaire NF- κB qui, à leur tour, activent de façon constitutive ce facteur, créant ainsi une 

boucle de rétrocontrôle positive. Au contraire, EZH2 interagit avec le récepteur aux 

œstrogènes, dans les cellules ER-positives, et réprime ainsi l’expression des gènes cibles de 

NF- κB  en induisant la triméthylation de l’H3K27 au niveau de leur promoteur. Dans ce 

contexte, c’est de nouveau l’activité méthyltranférase d’EZH2 qui est mise en jeu (Lee et al., 

2011).    

EZH2 fonctionne également comme un activateur dans les cancers de la prostate résistants 

à la castration. En effet, EZH2 agit comme un co-activateur de certains facteurs de 

transcription dont fait partie le récepteur aux androgènes (AR). A noter que c’est la forme 

phosphorylée d’EZH2 qui est impliquée dans ces fonctions co-activatrices et qui est 

responsable du changement fonctionnel d’EZH2 (Xu et al., 2012). Cette étude montre 

également, de façon très intéressante qu’au niveau génomique, certains gènes cibles d’EZH2 

sont associés à la marque activatrice H3K4me3 et à la présence de la RNA polymérase II. 
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b) EZH2 : une enzyme qui ne modifie pas que les histones 

EZH2 est une enzyme capable de méthyler des substrats autres que les histones. En effet, 

EZH2 peut méthyler des protéines et réguler ainsi leur activité. Par exemple, EZH2 interagit

avec et méthyle STAT3, ce qui augmente la phosphorylation de cette protéine ainsi que son 

activité dans les glioblastomes multiformes (Kim et al., 2013a). Il a été montré par ailleurs 

qu’EZH2 mono-méthyle le récepteur nucléaire et suppresseur de tumeur ROR α (retinoic 

acid-related orphan nuclear receptor α). La forme mono-méthylée de ROR α est reconnue par 

un complexe contenant une ubiquitine ligase et entraîne sa dégradation (Lee et al., 2012). 

Enfin, récemment il a été montré qu’EZH2 a pour substrat Jarid2, qui lui-même régule 

l’activité catalytique de PRC2 (Sanulli et al., 2015). 

 

2.7 Conclusion 

Tous ces éléments placent les protéines Polycomb au centre des recherches actuelles menées 

en épigénétique. Des efforts sont fait afin d’élucider les mécanismes pouvant expliquer leur(s) 

action(s) qui sont de plus en plus nombreuses et variées et une partie des défis actuels se 

focalise sur les tests de nouvelles molécules, le plus souvent inhibitrices, qui bloqueraient les 

effets oncogènes des Polycomb et notamment de la protéine EZH2. 

 

III. La protéine PLZF : Promyelocytic Leukemia Zinc Finger 
 

3.1 Caractéristiques de PLZF 

La protéine PLZF (pour Promyelocytic Leukemia Zinc Finger) est un facteur de transcription 

décrit comme répresseur, également appelée Zbtb16 (Zinc Finger and BTB domain containing 

16) ou Zfp145 (Zinc finger protein 145) ; elle a été identifiée pour la première fois chez un 

patient atteint de leucémie aiguë promyélocytaire. Chez ce patient, PLZF était fusionné à la 

protéine RARα (récepteur de l’acide rétinoïque alpha, Retinoic Acid Receptor alpha) suite à 

une translocation chromosomique entre les chromosomes 11 et 17 (t(11;17)(q23;21)) (Chen et 

al., 1993).   

Chez l’Homme, le gène zfp145 codant pour PLZF se situe sur le chromosome 11q23 au sein 

d’un groupe de gènes codant tous pour des protéines en doigts de zinc. 

Ce gène code chez l’Homme pour une protéine de 673 acides aminés. La partie N-terminale 

de la protéine contient le domaine BTB/POZ pour Bric à Brac, Tramtrack and Broad-

complex/ Pox virus and Zinc finger (Zollman et al., 1994) qui est conservé chez les 

mammifères et joue un rôle important  dans la répression transcriptionnelle, la dimérisation de 
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la protéine et les interactions protéines-protéines (Bardwell and Treisman, 1994; Yoshida et 

al., 1999). 

Ensuite vient le domaine RD2 (Repression Domain 2) beaucoup moins bien caractérisé que le

domaine BTB/POZ. Des mutations dans ce domaine modifient l’activité transcriptionnelle de 

PLZF (Kang et al., 2003). Enfin, la partie C-terminale de la protéine contient neuf doigts de 

zinc de type Krüppel C2H2 et permet la liaison spécifique de PLZF à l’ADN au niveau de ses 

gènes cibles (Li et al., 1997) (fig. 5). La région promotrice de PLZF commence environ 6kb 

en amont du codon start chez l’Homme. 

 

 

Figure 5. Structure de PLZF. Les différents domaines de PLZF ainsi que leurs principales fonctions 

sont représentés. Figure adaptée de la revue (Suliman et al., 2012). 

3.2 Rôle général et expression de PLZF 

Le rôle de PLZF dans le blocage de la différenciation des promyélyocytes dans le cas des 

APL a ouvert la voie à des études visant à déterminer le rôle de cette protéine dans de 

nombreux processus cellulaires régulant la prolifération et la différenciation cellulaire. 

Si les premières études sur PLZF confinaient son expression aux cellules souches et aux 

cellules progénitrices précoces (Shaknovich et al., 1998), il a ensuite été démontré que PLZF 

était également exprimé dans le système nerveux central, dans les cellules hématopoïétiques 

de la moelle osseuse, dans un grand nombre de cellules telles que les cellules glandulaires de 

la vésicule biliaire, les îlots de Langerhans dans le pancréas, les cellules épithéliales 

respiratoires, les myocytes cardiaques et du muscle squelettiques, … (Uhlén et al., 2005). 

 

3.3 Modèles animaux de PLZF  

Un modèle de souris dans lequel le gène zfp145 est inactivé a été établi dans les années 

2000.  
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L’exon 2 de Plzf a été remplacé par le gène de résistance à la néomycine. Les souris PLZF
-/-

 

présentent des défauts musculo-squelettiques majeurs au niveau de leurs membres avec une 

transformation homéotique de structures antérieures en structures postérieures, des 

déformations du cartilage et du squelette ainsi que des altérations dans la formation des doigts 

causées par l’inhibition de l’apoptose dans les cellules progénitrices précoces des pattes 

arrières dans la région de l’autopode, probablement dus à une dérégulation des gènes Hox et 

Bmp (Barna et al., 2000).  

De plus il a été montré que PLZF réprime l’expression des gènes HoxD dans les pattes 

postérieures des souris via le recrutement d’histones désacétylases (HDACs). Par ailleurs, 

l’action répressive de PLZF passe par une action sur la chromatine via le recrutement de la 

protéine PcG Bmi-1 au niveau du locus des gènes Hox (Barna et al., 2002). 

Une mutation naturelle, nommée « luxoïd »  (lu), est apparue en 1950 chez des souris 

dont le phénotype était caractérisé par des anomalies des membres et une infertilité des mâles 

homozygotes. Quelques années plus tard, il a été montré que la protéine PLZF était mutée 

(mutation non-sens générant une protéine tronquée) dans ce modèle murin, mettant en lumière 

le rôle de cette protéine dans le maintien de l’état indifférencié des cellules spermatogoniales 

(Buaas et al., 2004). 

Les souris PLZF
-/-

 sont également plus sensibles aux infections virales. Cela est dû au fait que 

dans ces souris, PLZF n’est plus en mesure d’induire l’expression de gènes de réponse à 

l’interféron. Cette étude met d’ailleurs en lumière la capacité de PLZF à agir comme un 

activateur de la transcription et non plus comme un répresseur (Xu et al., 2009). 

 

3.4 Fonctions biologiques de PLZF (fig. 6) 

3.4.1 Auto-renouvellement versus différenciation  

PLZF joue un rôle majeur dans les phénomènes de renouvellement et de maintien des 

cellules souches et des progéniteurs précoces. L’étude des progéniteurs hématopoïétiques 

montre que l’expression de PLZF est très importante dans les cellules indifférenciées et 

diminue au cours de la différenciation (Reid et al., 1995). 

De la même façon, dans les modèles murins, l’inactivation de PLZF au niveau des cellules 

spermatogoniales mène à une sortie de ces cellules de leur état de quiescence. Les cellules se 

différencient et le pool de cellules indifférenciées n’étant plus maintenu, le tissu testiculaire 

dégénère (Costoya et al., 2004).  

PLZF est également impliqué dans le maintien des cellules souches adultes via la 

modulation de la protéine Sall4 (Sal-Like protein 4). Sall4 est un facteur de transcription 
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impliqué dans la pluripotence des cellules souches embryonnaires et dans le développement 

embryonnaire précoce. Il a été montré que l’interaction de Sall4 avec PLZF régule la balance 

auto-renouvellement/différenciation. En effet, dans les cellules progénitrices

spermatogoniales en cours de différenciation, le niveau de Sall4 augmente, et l’interaction 

entre Sall4 et Plzf entraîne la séquestration de PLZF dans des zones du noyau dans lesquelles 

il ne peut plus réprimer la transcription de certains gènes nécessaires à la différenciation 

cellulaire, tel que Kit. A contrario, lors de l’auto-renouvellement des cellules progénitrices 

spermatogoniales, c’est Plzf qui séquestre Sall4, l’empêchant de réprimer Sall1, gène 

largement exprimé dans les cellules progénitrices spermatogoniales ne se différenciant pas 

(Hobbs et al., 2012).  

 

3.4.2 Cycle cellulaire et apoptose 

Un des premiers gènes cibles de PLZF identifié est celui de la cycline A2. Les cyclines 

sont des protéines qui régulent la fonction de kinases particulières appelées CDKs, pour 

Cyclin-Dependant Kinases. Les CDKs contrôlent la coordination du cycle cellulaire en 

modulant la fonction de nombreux enzymes et facteurs de transcription requis à chaque étape 

de la mitose. La Cycline A2 se lie à la kinase CDK2 et l’active, favorisant ainsi les transitions 

entre les phases G1/S et G2/M du cycle cellulaire. Il a été montré que PLZF est un régulateur 

négatif du cycle cellulaire. En effet, PLZF se lie au promoteur de la cycline A2 et réprime son 

expression, bloquant les cellules en phase S du cycle cellulaire (Yeyati et al., 1999).  

PLZF joue également un rôle dans la prolifération cellulaire et l’apoptose. En effet, dans les 

cellules hématopoïétiques Jurkat, il a été montré que PLZF ralentit la prolifération des cellules 

lorsque la densité cellulaire est peu élevée. De plus, l’induction de l’expression de PLZF dans 

ces cellules entraîne une diminution d’expression de la TElomerase Reverse Transcriptase 

(TERT) qui est un gène anti-apoptotique et une augmentation d’expression de gènes pro-

apoptotiques tels que TP53INP1, ID2, ID3… (Bernardo et al., 2007). 

Une autre étude montre  que dans des cellules HeLa, la surexpression de PLZF entraîne un 

arrêt de la croissance cellulaire dû à des phénomènes d’apoptose plus fréquents. Dans ces 

cellules, une augmentation de l’activité enzymatique de la caspase 3 est observée, ce qui 

reflète le clivage de la poly(ADP-ribose) polymérase (PARP), mécanisme impliqué 

spécifiquement dans l’apoptose (Rho et al., 2007).  
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3.4.3 Remodelage de la chromatine (via les HDAC) 

Les histones désacétylases (HDAC pour Histone Deacetylases) sont des enzymes 

catalysant le retrait du groupement acétyl sur la queue N-terminale des histones ; groupement 

dont l’apposition est catalysé par les histones acétyl-transférases (HAT). La désacétylation 

des histones entraîne la compaction de l’ADN, ce qui a un effet répresseur sur la transcription 

des gènes. 

Il a été montré que la protéine de fusion PLZF-RARα recrute des co-répresseurs tels que 

N-Cor (Nuclear co-repressor), l’histone désacétylase 1 (HDAC1) et le complexe répresseur 

SMRT (Grignani et al., 1998; Hong et al., 1997). Ce qui laisse penser que la répression 

transcriptionnelle exercée par PLZF passe par l’interaction avec les HDACs qui permettent de 

contrôler l’accessibilité de PLZF au niveau de ces gènes cibles.  

PLZF peut également interagir avec l’HDAC4 dans des cellules normales et leucémiques. 

Sous l’effet d’une diminution de l’expression ou d’un inhibiteur d’HDAC, la répression des 

gènes exercée par PLZF est interrompue (Chauchereau et al., 2004). De plus, des expériences 

de GST pull-down montrent que PLZF peut également interagir directement avec les 

extrémités N-terminales des HDAC4, 5 et 7 (Lemercier et al., 2002).  

Plus récemment, il a été montré que PLZF pouvait interagir avec l’HDAC3 pour modérer 

la voie NF- κB (Sadler et al., 2015). 

 

3.4.4 PLZF et immunité 

Les interférons (IFNs) sont des cytokines produites par les cellules après infection ou 

transformation oncogénique. Ils jouent un rôle crucial aussi bien dans l’immunité innée 

qu’acquise. L’implication de PLZF dans la réponse immune a été largement étudiée. 

De façon générale, PLZF est impliqué dans la réponse à l’IFN qui induit son association à 

HDAC1 (Xu et al., 2009). Le rôle de PLZF dans la réponse immune, notamment dans les 

différentes populations de cellules de type NK pour « Natural Killer ». 

Les cellules NK sont des cellules de l’immunité innée (« Innate Lymphoid Cells », 

ILC) et des lymphocytes cytotoxiques ayant un rôle pivot au sein du système immunitaire 

inné (Walker et al., 2013). En effet, les cellules NK peuvent lyser spontanément des cellules 

anormales ne présentant pas le complexe majeur d’histocompatibilité de type I (CMH-I).    

Les cellules NK issues de souris PLZF
−/−

 présentent des fonctions biologiques altérées, 

comme le montre leur incapacité à lyser les cellules après stimulation (Xu et al., 2009). 

PLZF est également un facteur de transcription nécessaire à l’activation et à la fonction des 

cellules NKT (Natural Killer T) (Savage et al., 2008). Une étude récente montre que PLZF 
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régule la différenciation terminale des NKT et leur fonction effectrice via son recrutement par 

le micro-ARN Let-7dans le thymus (Pobezinsky et al., 2015).  

3.4.5  PLZF et hématopoïèse 

Après son identification en 1993, PLZF a été décrit comme fortement exprimé dans les 

cellules progénitrices CD34
+
 issues de moelle osseuse humaine. Le taux d’expression de 

PLZF diminuant dans ces cellules hématopoïétiques au cours de leur différenciation (Reid et 

al., 1995), son implication en tant que facteur de transcription contrôlant l’hématopoïèse a très 

vite été supposée.    

Evi-1 est une protéine qui active le promoteur de PLZF dans les étapes les plus précoces du 

développement hématopoïétique (Takahashi and Licht, 2002). 

PLZF assure la régulation de la différenciation des progéniteurs myéloïdes via la modulation 

de plusieurs facteurs de transcription tels que GFI-1, C/EBPα et LEF-1 (Doulatov et al., 

2009). 

 

Figure 6. Récapitulatif des principales fonctions biologiques de PLZF et des principaux gènes cibles 

impliqués. Figure adaptée de la revue (Suliman et al., 2012). 
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3.5 Rôle activateur de PLZF 

Si le rôle largement dominant de PLZF est de réprimer la transcription, des études montrent 

que PLZF peut parfois activer ses gènes cibles. Ainsi, Melnick et al. décrivent une mutation

au niveau du domaine BTB/POZ de PLZF qui devient alors activateur (Melnick et al., 2000).  

Plus tard, une autre étude montrera que PLZF peut à la fois réprimer des facteurs de 

transcription impliqués dans la différenciation myéloïde et activer des régulateurs négatifs de 

cette différenciation au cours de la myélopoïèse (Doulatov et al., 2009). 

Enfin, il a été montré que PLZF active un groupe de gènes en réponse à une stimulation à 

l’Interféron (IFN) (Xu et al., 2009). 

3.6 Modifications post-traductionnelles de PLZF 

3.6.1 Acétylation 

L’acétylation est une modification réversible sur les lysines des protéines dont l’effet 

porte principalement sur les fonctions et les interactions de la protéine modifiée. 

Certaines lysines du doigt de zinc 9 de PLZF sont acétylées par la protéine p300. Cette 

acétylation augmente la capacité de PLZF à se lier à l’ADN (Guidez et al., 2005). 

Plus récemment, une étude a mis en évidence que l’acétylation de PLZF par 

l’acétyltransférase HAT-1 permet de réguler la réponse immunitaire en favorisant 

l’association de PLZF à des co-répresseurs modérant la voie NF- κB (Sadler et al., 2015). 

Parallèlement, une étude a démontré que la désacétylation de PLZF par les désacétylases 

HDAC3 et SIRT1 induit une diminution de fixation de PLZF à l’ADN et une dé-répression de 

ses gènes cibles (McConnell et al., 2015). 

3.6.2 Phosphorylation 

La phosphorylation consiste en l’ajout d’un groupement phosphate sur les résidus sérine 

ou thréonine des protéines. PLZF est phosphorylé par la kinase cdc2/Cyclin-B1, ce qui 

augmente sa capacité de liaison à l’ADN puisqu’un traitement à la phosphatase perturbe 

l’association de PLZF à l’ADN (Ball et al., 1999). A contrario, la phosphorylation de PLZF 

par la protéine CDK2 entraîne son ubiquitination et par conséquent sa dégradation, ce réduit 

donc les effets inhibiteurs de PLZF sur la croissance cellulaire (Costoya et al., 2008). 

PLZF peut également être phosphorylé sur la sérine 76 in vitro en réponse à une 

stimulation à l’interféron. L’activité transcriptionnelle de PLZF est alors augmentée, mais 

dans ce cas précis, PLZF agit comme un activateur de la transcription (Xu et al., 2009). 
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3.6.3 Sumoylation 

Les protéines SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) sont des petites protéines qui se 

lient de façon réversible à leurs protéines cibles afin de réguler leurs fonctions.

Il a été montré in vivo que SUMO1 se lie à la lysine 242 de PLZF, au niveau du domaine 

RD2, entraînant une meilleure liaison de PLZF à l’ADN et une activité transcriptionnelle 

répressive plus efficace (Kang et al., 2003). 

Il a également été montré que la forme sumoylée de PLZF interagit avec la protéine 

LYRIC/AEG1 qui séquestre ainsi PLZF dans les corps nucléaires et empêche PLZF de se lier 

à l’ADN levant son effet sur la répression transcriptionnelle (Thirkettle et al., 2009). 

3.6.4 Ubiquitination 

L’ubiquitine est une petite protéine trouvée uniquement chez les eucaryotes dont la 

fonction principale est de marquer les protéines à dégrader, les orientant vers le protéasome. 

La protéine BTBD6 se lie à PLZF et sert d’adaptateur à la protéine CUL3, une E3 ubiquitine 

ligase. PLZF est donc envoyée vers le protéasome afin d’y être dégradée, phénomène 

essentiel pour les progéniteurs qui peuvent ainsi se différencier en neurones (Sobieszczuk et 

al., 2010). 

Il existe une relation antagoniste entre sumoylation et ubiquitination de la lysine 242 du 

domaine RD2 de PLZF. En fonction du niveau d’espèces réactives de l’oxygène (ROS pour 

Reactive Oxygen Species) dans les cellules, PLZF sera différemment modifié. En effet au 

plus sera élevé le niveau de ROS, au moins il y aura de PLZF sumoylée (enzymes de 

sumoylation inhibées) et au plus il y aura de PLZF ubiquitiné (Kang et al., 2008). 

3.7 PLZF et cancers 

3.7.1 Translocation PLZF-RARα 

Les leucémies aiguës promyélocytaires sont classiquement caractérisées par la mise en 

évidence de la translocation t(15;17), correspondant à la présence d'un ARN de fusion entre 

les gènes PML (Pro-Myelocytic Leukemia) et RARα (récepteur α à l'acide rétinoïque) 

(Warrell et al., 1993) . Un sous-groupe de rares cas de leucémies aiguës promyélocytaires 

ayant une translocation impliquant également RARa sur le chromosome17 mais associé à un 

autre partenaire (PLZF, sur le chromosome 11) a été identifié (Chen et al., 1993). Chez ces 

patients, la translocation chromosomique a donné lieu aux protéines de fusion PLZF-RARα et 

RARα-PLZF qui, bien que rares, ce sont révélées précieuses comme modèle d’étude, 

permettant d’identifier PLZF et de comprendre la fonction de la protéine. 
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Ces protéines de fusion ont causé la progression de la leucémie en maintenant une 

répression forte sur des gènes impliqués dans la différenciation cellulaire via le recrutement 

de répresseurs tels que N-CoR, HDAC, mSin3 et SMRT (Chen et al., 1993; Grignani et al., 

1998). 

Il a également été montré que la protéine PLZF-RARα interagit avec Bmi1. Cette 

interaction conduit au recrutement du complexe PRC1 au niveau des éléments de réponse à 

l’acide rétinoïque (RAREs), indépendamment de la sensibilité à l’ATRA (all-trans retinoic 

acid). Ce qui a pour résultat de provoquer la transformation des cellules (Boukarabila et al., 

2009). 

3.7.2 Implication de PLZF dans les cancers (forme non fusionnée) 

La protéine PLZF est également impliquée dans de nombreux cancers sans pour autant être 

impliquée dans une translocation. Par exemple, dans les cancers de la prostate, il a été montré 

que la lignée DU145 (lignée androgène-indépendante) n’exprime pas PLZF. Expression qui 

est rétablie consécutivement à l’expression ectopique du récepteur aux androgènes. La 

surexpression de PLZF dans cette lignée entraîne la diminution d’expression des protéines 

Pbx1 et HoxC8 et conduit à la réduction du potentiel prolifératif des cellules in vitro. Ces 

observations mettent en évidence le rôle de suppresseur de tumeur de PLZF (Kikugawa et al., 

2006). Une deuxième étude plus récente vient confirmer le rôle majeur de PLZF dans les 

cancers de la prostate. En effet, les auteurs démontrent que la diminution d’expression de 

PLZF entraîne un phénotype résistant à la castration des cellules cancéreuses. Le 

rétablissement de l’expression de PLZF est suffisant à inverser ce phénotype (Hsieh et al., 

2015). Enfin, une étude a montré que la perte de l’expression de PLZF dans les cancers de la 

prostate était corrélée à l’agressivité des tumeurs et aux métastases et pouvait donc servir de 

marqueur afin de personnaliser les traitements (Xiao et al., 2015).  

L’implication de PLZF dans les cancers n’est toutefois pas restreinte aux seuls cancers de la 

prostate. Ainsi, l’expression de PLZF est fréquemment perdue dans les cellules de 

mésothéliomes malins les plus agressives (délétion chromosomique). La restauration de 

l’expression de PLZF dans ces cellules diminue leur viabilité en culture, réduit la formation 

de colonies en expérience de « soft agar » et augmente l’apoptose (Cheung et al., 2010) 

De la même façon, l’expression de PLZF est diminuée dans les mélanomes et les cancers du 

poumon non à petites cellules (Brunner et al., 2008; Felicetti et al., 2008; Wang et al., 2013). 
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3.8 Conclusion 

A l’instar d’autres facteurs de transcription, PLZF peut agir soit comme un activateur soit 

comme un répresseur transcriptionnel. Si les bases moléculaires de cette bi fonctionnalité ne

sont pas encore connues, il apparaît clairement que son activité est liée aux phénomènes 

épigénétiques. Des mutations ou des modifications post-traductionnelles de PLZF peuvent 

engendrer des variations de son activité transcriptionnelle via des changements de cofacteurs 

et dont les répercussions se portent sur le paysage chromatinien.  

 

Contexte et Objectifs de la thèse. 

I. Contexte général 

L’hématopoïèse est un processus biologique finement contrôlé par un grand nombre 

de mécanismes dont la dérégulation peut conduire au développement d’hémopathies 

malignes, telles que les leucémies qui résultent de la transformation des cellules 

hématopoïétiques. On distingue deux grands groupes de leucémies : les leucémies chroniques, 

dans lesquelles des cellules différenciées prolifèrent de façon anarchique et les leucémies 

aiguës où, au contraire, les cellules sont bloquées au stade des progéniteurs immatures. Dans 

ce dernier cas, les cellules blastiques prolifèrent de façon incontrôlée ce qui provoque leur 

accumulation notamment au niveau de la moelle osseuse et du sang entraînant ainsi une 

diminution de l’hématopoïèse normale. Nous nous intéresserons ici plus particulièrement au 

groupe des leucémies aiguës. En fonction des marqueurs spécifiques de la lignée myéloïde ou 

lymphoïde (T ou B) exprimés par les cellules, les leucémies sont classées respectivement en 

leucémies aiguës myéloblastiques (LAM) ou leucémies aiguës lymphoblastiques T (LAL-T) 

ou B (LAL-B). 

Au cours de ces dernières années, de nombreuses perturbations de la régulation 

épigénétique au sein des cellules hématopoïétiques ont été décrites comme étant impliquées 

dans le développement des leucémies. Ces dérégulations sont de natures diverses. Bien 

souvent, il s’agit de mutations pertes de fonction ou activatrices mais dans certains cas, un 

recrutement aberrant de certains facteurs épigénétiques est observé. En fonction du type 

d’hémopathies, mutations et recrutement aberrant peuvent concerner la même protéine, 

comme c’est le cas pour la protéine EZH2. 

De nombreuses études se sont intéressées au rôle d’EZH2 dans les cancers et ont pu 

mettre en évidence un effet oncogénique ou suppresseur de tumeur en fonction du type de 

cancer étudié. En effet, dans les hémopathies malignes, EZH2 peut être la cible de mutations 
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gain de fonction ou de mutations perte de fonction. Toutefois, dans le cas des LAM, des 

mutations affectant EZH2 ou des membres PcG ne sont retrouvées que très rarement. Des 

études ont montré que dans ce type de leucémies, de nombreux gènes cibles d’EZH2 sont

dérégulés bien que son activité répressive soit toujours présente, mettant en évidence 

d’éventuels défauts de recrutement de cette protéine. Les mécanismes qui initient le 

recrutement des PRC au niveau de leurs gènes cibles chez les vertébrés ne sont pas bien 

compris. Une des hypothèses actuelles stipule que des facteurs intermédiaires seraient 

responsables du recrutement spécifique de PRC2, tels que les longs ARN non-codants (Lnc-

RNA) et certains facteurs de  transcription séquence-spécifiques. Etudier les mécanismes 

impliqués dans la régulation des protéines PcG et leur adressage à la chromatine représente 

donc un enjeu majeur dans la compréhension du développement des leucémies. 

C’est dans ce contexte que vient se placer mon travail de thèse qui s’articule autour de 

3 projets qui ont eu pour objectif une meilleure compréhension des mécanismes de régulation 

épigénétique mis en jeu lors de l’hématopoïèse normale et leucémique. 

 

II. Projet principal (article 1) 

Cette étude constitue l’axe majeur de mon travail de thèse et a eu pour objectif 

d’étudier la relation entre le facteur de transcription PLZF et la protéine PcG EZH2. En effet, 

parmi les facteurs de transcription susceptibles de contrôler l’association des protéines PcG à 

la chromatine, le facteur de transcription PLZF (Promyelocytic Leukemia Zinc Finger) est un 

candidat intéressant. Plusieurs arguments sont en faveur d’une interaction fonctionnelle entre 

PLZF et les PcG. Tout d’abord, le laboratoire a montré une interaction entre  BMI-1, membre 

de PRC1, et PLZF (Boukarabila et al., 2009; Spicuglia et al., 2011). Ensuite, pour mieux 

comprendre l'action concertée de PLZF et des PcG au cours de la différenciation myéloïde 

normale et leucémique, le laboratoire a identifié les gènes cibles de PLZF par une approche 

d’immunoprécipitation de la chromatine suivie d’une hybridation sur puce à promoteurs 

(ChIP-on-chip). Les résultats obtenus indiquent que la distribution génomique de PLZF 

concorde avec la distribution génomique de certains composants  des PcG (résultats non 

publiés). J’ai donc souhaité caractériser plus précisément l’interaction entre PLZF et EZH2. 

Pour cela, j’ai, dans un premier temps, étudié l’interaction fonctionnelle entre PLZF et EZH2 

à la chromatine dans un modèle cellulaire de LAM (lignée cellulaire myéloïde KG1). Nous 

avons donc mené des analyses à l’échelle génomique (expériences d’immunoprécipitation de 

la chromatine suivie de séquençage haut débit ou ChIP-seq). Ces données nous ont permis de 
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localiser PLZF et EZH2 au niveau du génome et d’étudier les marques épigénétiques 

associées à ces protéines. 

Dans un deuxième temps, nous avons mis à profit une lignée cellulaire dans laquelle

l’expression de PLZF pouvait être diminuée afin d’étudier quels étaient les effets de cette 

diminution d’expression sur EZH2 et les marques histones. 

Enfin, nous avons pu isoler un groupe de gènes : les gènes bivalents, présentant un 

mode de régulation différent. Les gènes bivalents sont des gènes enrichis à la fois pour la 

marque activatrice H3K4me3 et pour la marque répressive H3K27me3. Ce sont des gènes 

réprimés mais dont la transcription est facilement activée en cas de besoin particulier de la 

cellule (Voigt et al., 2013). 

L’objectif de cette partie de mon travail a donc été d’étudier la relation fonctionnelle, à 

la chromatine, de la protéine PcG EZH2 avec le facteur de transcription PLZF, au sein des 

cellules hématopoïétiques. 

 

III. Projets collaboratifs (articles 2 et 3) 

Au cours de ma thèse, j’ai pu participer à deux projets collaboratifs : l’un mené au sein 

même du laboratoire et portant sur l’étude du rôle de PLZF dans la régulation de la 

transcription dans les cellules souches hématopoïétiques (CSH), le deuxième dirigé par une 

équipe du Centre d’Immunologie de Marseille Luminy dont l’objectif était de mieux 

comprendre les mécanismes d’activation épigénétiques de l’oncogène TAL1 dans les LAL-T. 

a) Etude du rôle de PLZF dans la régulation de la transcription dans les CSH 

 Comme dit plus haut, les mécanismes épigénétiques jouent un rôle prépondérant dans 

la régulation de la transcription aussi bien lors du développement d’hémopathies qu’au cours 

de l’hématopoïèse normale. Il est donc nécessaire de comprendre les mécanismes 

moléculaires par lesquels les modifications épigénétiques contribuent au contrôle de 

l’expression des gènes, ainsi qu’à la différenciation et à l’auto-renouvellement des CSH.  

Au sein du système hématopoïétique, PLZF joue un rôle important dans le 

développement de nombreuses cellules hématopoïétiques et certaines données suggèrent que 

PLZF pourrait être un important régulateur des CSH sans qu’aucun lien direct n’ait encore été 

démontré. L’objectif de ce travail a été de déterminer, via l’étude de ses gènes cibles, le rôle 

de PLZF dans la régulation de la différenciation des CSH. Pour cela, un modèle murin portant 

une mutation naturelle pour PLZF (mutant luxoid) qui engendre une protéine tronquée et non 
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fonctionnelle a été utilisé afin de comparer l’hématopoïèse normale et l’hématopoïèse en 

absence de la forme fonctionnelle de PLZF. 

Des analyses de micro-array ont été réalisées sur des CSH de la moelle osseuse de

souris sauvages ou mutantes afin de mettre en évidence les programmes transcriptionnels 

régulés par PLZF. Cette analyse montre qu’un certain nombre de gènes voit leur expression 

modifiée dans les cellules mutées par rapport aux cellules sauvages. De façon intéressante, les 

gènes surexprimés dans les cellules mutantes sont associés à des gènes impliqués dans le 

cycle et le métabolisme cellulaires, et ces gènes sont dérégulés pour la marque répressive 

H3K27me3. J’ai donc mis à profit mes données issues de ChIP-seq afin de montrer que la 

majorité de ces gènes sont des cibles, de PLZF. Ces données suggèrent que PLZF agit sur le 

cycle cellulaire en modifiant le paysage épigénétique des gènes régulés. 

Cette étude a donc mis en évidence un nouveau rôle régulateur de PLZF au sein du 

compartiment souche hématopoïétique et montre son implication dans la régulation 

épigénétique des gènes. 

b) Etude de l’activation de l’oncogène TAL1 dans les LAL-T 

Parmi les divers oncogènes impliqués dans les LAL-T, TAL1 est l’un des plus 

fréquemment dérégulés. En effet, une expression ectopique de TAL1 (cas TAL1+) est 

observée dans plus de 40% des cas de LAL-T. Cependant, dans plus de la moitié des cas 

TAL1+, aucune altération génomique n’est observée, et les mécanismes mis en jeu sont 

encore à définir.  

Dans un premier temps, les marques épigénétiques associées à la région correspondant 

au gène TAL1ont été étudiées dans des thymocytes murins positifs pour les marqueurs CD4 et 

CD8 et les résultats montrent qu’une large région comprenant le promoteur et une partie du 

gène TAL1 est enrichie pour la marque répressive H3K27me3. Ces observations indiquent 

donc qu’en conditions normales, le gène TAL1 n’est pas exprimé. Afin de comprendre 

comment cette répression épigénétique peut être levée dans des  conditions pathologiques, une 

région d’environ 10 kb a été séquencée chez un patient atteint de LAL-T monoallélique pour 

TAL1 chez lequel une micro-insertion de 12 pb en amont du promoteur de TAL1 et située en 

bordure de la marque répressive H3K27me3 a été identifiée. L’étude a été étendue et a révélé 

que 20% des patients monoalléliques TAL1+ possèdent une insertion de taille variable 

(patients TALins).  

De façon intéressante, une lignée cellulaire humaine de LAL-T (les cellules Jurkat), 

présente justement une insertion monoallélique. Nous avons donc utilisé ces cellules afin de 
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modéliser les cas de patients TALins. J’ai réalisé, à la fois chez les patients et sur les cellules 

Jurkat, des ChIP-alléliques (ChIP-qPCR pouvant discriminer l’allèle muté de l’allèle sauvage) 

qui nous ont permis de confirmer que la mutation TALins est associée à la diminution de la

marque répressive H3K27me3 du locus TAL1 et à l’augmentation de la marque activatrice 

H3K27ac au même niveau. Cette étude a donc mis en évidence un nouveau mécanisme 

d’activation de l’oncogène TAL1 qui se traduit par une levée de l’inhibition épigénétique de 

ce gène suite à une insertion en amont de ce locus.   

 

In fine, j’ai été amenée durant ma thèse à étudier les mécanismes épigénétiques qui 

régulent le système hématopoïétique ou au contraire qui conduisent à sa dérégulation. 
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Les protéines du groupe Polycomb (PcG) sont des facteurs épigénétiques qui jouent un 

rôle important dans le contrôle de la différenciation et de l’auto-renouvellement cellulaires. 

Les protéines PcG forment deux complexes majeurs appelés PRC1 et PRC2 (pour Polycomb 

Repressive Complex) composés de plusieurs sous-unités. Il existe divers modèles décrivant le 

fonctionnement des PRC. Le modèle classique, dit hiérarchique, est le mieux décrit. Selon ce 

modèle, l’histone méthyle transférase EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2), appartenant au 

complexe PRC2, amorce la répression transcriptionnelle en triméthylant l’histone H3 sur la 

lysine 27 (H3K27me3). Cette marque permet alors le recrutement du complexe PRC1 et son 

maintien au niveau du gène cible qui ne sera donc pas transcrit. Ce modèle est cependant 

discuté et les mécanismes qui initient le recrutement des PRC au niveau de leurs gènes cibles 

chez les vertébrés ne sont pas bien compris.  

De nombreuses études se sont intéressées au rôle des PcG dans les cancers et ont pu 

mettre en évidence un effet oncogénique ou suppresseur de tumeur en fonction du type de 

cancer étudié. Cette dualité est mise en évidence par l’exemple du comportement d’EZH2, 

notamment dans les hémopathies malignes dans lesquelles EZH2 peut être la cible de 

mutations gain ou perte de fonction. Dans le cadre de ma thèse, je me suis intéressée au 

modèle des leucémies aiguës myéloïdes (LAM). Contrairement à d’autres pathologies 

myéloïdes, des mutations affectant EZH2 ou des membres PcG ne sont retrouvées que très 

rarement dans les LAM (˂1%). Plusieurs études ont montré que dans ce type de leucémies, 

l’activité répressive d’EZH2 était présente mais déplacée sur des cibles suppressives de 

tumeurs. Des défauts de recrutement de ces protéines pourraient expliquer les dérégulations 

observées au sein de ces pathologies. Parmi les facteurs susceptibles de contrôler l’association 

des PcG à la chromatine, le facteur de transcription PLZF (Promyelocytic Leukemia Zinc 

Finger) est un candidat intéressant. Plusieurs arguments sont en faveur d’une interaction 

fonctionnelle entre PLZF et les protéines PcG. Tout d’abord, le laboratoire a montré une 

interaction entre  BMI-1, membre de PRC1, et PLZF. De plus, des analyses de ChIP-on-chip 

sur des cellules hématopoïétiques ont montré que la distribution génomique de PLZF 

concorde avec celle de certains composants  des protéines PcG (résultats non publiés). 

Nous avons donc étudié l’interaction fonctionnelle entre PLZF et EZH2 à la 

chromatine dans un modèle cellulaire de LAM. Des expériences de co-immunoprécipitation 
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dans la lignée myéloïde KG1 (cellules CD34 positives) ont montré que PLZF et EZH2 

pouvaient interagir in vivo via le domaine BTB de PLZF (domaine responsable de 

l’interaction protéine-protéine). 

Afin de mieux appréhender l’interaction de PLZF avec EZH2 et de définir leur action sur 

la structure chromatinienne, la distribution d’EZH2, de PLZF et des marques histones 

activatrices et répressives H3K4me3 et H3K27me3 a été étudiée par ChIP-seq. Les résultats 

obtenus montrent que les sites de fixation de PLZF et EZH2 se retrouve surreprésentés au 

niveau des régions promotrices et introniques et que ces deux protéines partagent de 

nombreux gènes cibles, notamment au niveau des régions promotrices. Ces résultats suggèrent 

donc une co-localisation génomique de PLZF et EZH2.  

 Une analyse de type K-mean, qui permet de séparer les gènes en fonction de leurs 

différents profils d’enrichissement, a mis en évidence deux grands groupes de gènes. Sur le 

premier groupe de gènes, on retrouve comme attendu EZH2 associé à la marque répressive 

H3K27me3. Ces gènes ne sont pas enrichis pour PLZF. De façon intéressante, un deuxième 

groupe de gènes, enrichi pour PLZF et EZH2, est associé à la marque activatrice H3K4me3. 

De plus, seuls les gènes cibles communs de PLZF et d’EZH2 sont associés à la présence de 

Polymérase II et d’H3K36me3, caractéristiques d’une activation transcriptionnelle. 

Afin d’étudier la relation de ces deux facteurs au niveau de la chromatine, une lignée 

cellulaire KG1 dans laquelle l’expression de PLZF est modulable a ensuite été générée. Dans 

cette lignée, l’effet de la diminution d’expression de PLZF sur EZH2 et sur les marques 

histones a été déterminé en quantifiant l’enrichissement pour EZH2 et les marques histones 

dans les conditions contrôles et shPLZF. De façon surprenante, la diminution d’expression de 

PLZF n’a aucun effet sur la liaison d’EZH2 à l’ADN mais diminue de façon significative le 

niveau d’H3K4me3 sur les gènes les plus enrichis en PLZF. De façon intéressante, la 

proportion des gènes exprimés augmente en fonction de leur enrichissement en PLZF. Une 

analyse plus fine des sites de fixation de PLZF en fonction de la région génique montre qu’il y 

a une plus grande proportion de gènes exprimés lorsque PLZF se trouve au niveau du 

promoteur que lorsque PLZF se situe au niveau d’une région intragénique (hors promoteur).   

Pour finir, l’étude des gènes bivalents cibles de PLZF a été menée. Sur cette catégorie 

particulière de gènes, enrichis à la fois en H3K4me3 et H3K27me3, la diminution 

d’expression de PLZF induit une diminution d’H3K27me3 tandis que l’H3K4me3 ne varie 

pas. 

       L’ensemble de ces résultats met en évidence l’interaction fonctionnelle du facteur de 

transcription PLZF avec la protéine Polycomb EZH2. De façon globale, PLZF est associé 
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dans les cellules KG1 à des gènes transcriptionnellement actifs mais une analyse plus fine révèle 

que la position de PLZF sur le gène (promoteur ou gene body) influence le niveau d’expression 

des gènes. Nos résultats apportent donc de nouveaux éléments dans la compréhension des 

mécanismes de la régulation épigénétique impliquant PLZF et EZH2.  

 

Avant-propos concernant l’article 1  

Les résultats présentés ci-après le sont sous forme d’un article et il nous a semblé nécessaire 

d’expliquer ici certains points qui n’ont pu être abordés en détails par la suite et les outils utilisés 

pour l’analyse. Ce travail a été réalisé en collaboration avec le service bioinformatique du 

laboratoire (plateforme CIBI). 

Un des objectifs de mon travail est de mettre en évidence la localisation génomique de PLZF 

et EZH2. Nous avons pour cela choisi d’utiliser une lignée cellulaire hématopoïétique d’origine 

myéloïde dans laquelle s’expriment à la fois PLZF et EZH2 : la lignée KG1. 

 

1. Analyse globale de la localisation génomique de PLZF et EZH2 : lignées utilisées 

Dans la mesure où nous avons formulé l’hypothèse que PLZF interagit avec EZH2 et afin de 

mieux caractériser l’éventuelle interaction entre PLZF et EZH2, nous avons voulu travailler avec 

des cellules ayant une expression modulable de PLZF. Nous avons donc choisi une approche de 

shRNA capable de diminuer l’expression de PLZF en présence d’un inducteur qui est ici 

l’analogue de la tétracycline : la doxycycline. Pour cela, j’ai transfecté stablement les cellules 

afin que la construction contenant le shRNA s’intègre de façon stable dans le génome. Les 

cellules KG1 étant difficiles à transfecter, les cellules ont été infectées à l’aide de particules 

lentivirales. Après la phase d’infection, les cellules ayant intégré le plasmide ont été sélectionnées 

via l’ajout d’un antibiotique, la puromycine (dont la résistance est conférée aux cellules par le 

plasmide). Ces cellules sélectionnées sont ensuite clonées (clonage cellulaire) afin d’avoir des 

cellules ayant toutes intégré le plasmide au même endroit dans le génome. J’ai donc dérivé des 

clones cellulaires, à partir de la lignée KG1, dans lesquels l’expression de PLZF est modulable 

(shPLZF) ou non (shContrôle). Les clones dans lesquels le shRNA s’exprime après induction, 

expriment également une protéine fluorescente (fig. 7a). Après avoir établi que l’effet du shRNA 

était optimal après 7 jours d’induction, les cellules sont récupérées et la diminution d’expression 

de PLZF est visualisée par western blot (fig. 7b).  
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Ces lignées ont été exploitées lors de mon travail de thèse lors d’expériences de ChIP-sequencing 

dans le but de répondre à la question initiale de la localisation génomique de PLZF et EZH2. 

 

 

  

 
 

 

1. Analyse globale de la localisation génomique de PLZF et EZH2 : expériences 

d’immunoprécipitation de la chromatine suivie de séquençage haut débit (ChIP-seq) 

Afin de localiser précisément sur le génome où se fixent PLZF et EZH2, nous avons réalisé des 

expériences ChIP-seq. Les ChIPs permettent de déterminer les sites de liaison à l’ADN de 

protéines spécifiques telles que les facteurs de transcription ou les histones. Brièvement, les 

cellules sont fixées afin d’établir un pontage entre les protéines et l’ADN. La chromatine est 

extraite des noyaux et fragmentée (fragments allant de 200 à 500 pb en moyenne). Les complexes 

protéines/ADN sont ensuite immunoprécipités à l’aide d’un anticorps spécifique dirigé contre 

PLZF, EZH2 ou dirigé contre une marque histone. L’ADN lié à la protéine d’intérêt est ensuite 

purifié puis envoyé en séquençage afin d’être identifié (figure 8). 

Avant d’envoyer l’ADN à la plateforme de séquençage, j’ai vérifié par ChIP-qPCR la qualité des 

ChIPs en regardant l’enrichissement d’un ou plusieurs locus contrôles pour la protéine 

immunoprécipitée.  

Infection lentivirale : 

shRNA contrôle ou

shRNA-PLZF

Cellules KG1

Sélection

antibiotique

(puromycine) 

Clonage cellulaire

Induction à la 

doxycycline

7 jours

Figure 7. a) Etapes nécessaires à 

l’obtention des lignées KG1 shContrôle et 

shPLZF. b) Validation de la diminution 

d’expression de PLZF dans la lignée KG1-

shPLZF. 

A 

B

10 jours 
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 D’après (Szalkowski and Schmid, 2011) 

 

 

 

La préparation des banques d’ADN et l’étape de séquençage sont réalisées par une 

plateforme. La préparation des banques d’ADN a pour but d’amplifier puis de purifier l’ADN 

récupéré lors des ChIPs. Elle se fait à l'aide d'un kit (TruSeq®ChIP Sample Preparation, 

Illumina) et comprend 5 étapes : 

1. Réparation des extrémités des fragments d'ADN 

2. Ajout d'une base A à ces extrémités 

3. Ligation de deux types d'adaptateurs à ces extrémités 

4. Amplification par PCR.  

5. Une purification sur gel permettant une sélection de taille (350 pb +/- 50) (figure 9) 

 

 

 

Anticorps 

Figure 8. Différentes étapes  du ChIP-

seq. Les liaisons ADN/protéines sont 

fixées par le formaldéhyde et après 

fragmentation de la chromatine, les 

complexes ADN/protéine d’intérêt sont 

immunoprécipités à l’aide d’anticorps 

spécifiques. L’ADN est enfin purifié et 

envoyé à séquencer pour analyses 

ultérieures. 

pb 

Figure 9. Dosage des banques et contrôles 

qualités au bioanalyzer. a) Purification des 

banques après synthèse b) Quantification de 

l’ADN sur puce Agilent High Sensitivity 

A 

B 

Fluorescence 
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Le séquençage des échantillons a été réalisé en multiplex avec un séquenceur Illumina 

HiSeq 2000. La qualité de séquençage a été validée après vérification de plusieurs points de 

contrôle incluant par exemple la recherche de séquences surreprésentées, et le suivi du taux de

GC. Nous obtenons entre 20 et 50 millions de « reads » (fragments d’ADN) séquencés par 

échantillons (cf matériel et méthodes). 

Les « reads » obtenus ont ensuite été alignés sur le génome de référence (hg19) à 

l’aide de l’outil bfast. Le niveau de recouvrement du génome par nos « reads » constitue le 

signal ou niveau d’enrichissement pour la protéine étudiée. Ainsi, une région génomique 

possédant un empilement de « reads » traduira un enrichissement de notre cible 

immunoprécipitée. Plus l’empilement de « reads » est important, plus la région est considérée 

enrichie pour le facteur de transcription ou la marque histone étudiée.  

De façon à rendre la comparaison entre échantillons possible, nous avons procédé à 

une étape de normalisation du signal d’enrichissement, en ramenant chaque échantillon à un 

total de 10 millions de « reads ». Après cette normalisation nous avons décidé de regrouper 

nos réplicats biologiques au vue de l’importante reproductibilité observée (figure 10). Cette 

méthode nous permet notamment d’augmenter la profondeur de séquençage, et donc la 

sensibilité de notre expérience. 

Il a ensuite fallu identifier les zones de sur-enrichissement de nos protéines sur le 

génome : c’est l’étape de « peak calling » ou appel de pic. Pour réaliser cette localisation, le 

signal de l’échantillon issu de l’immunoprécipitation est comparé au signal de l’échantillon 

input correspondant. L’input correspond à l’ADN total avant immunoprécipitation. Le 

séquençage de l’input donne donc une indication sur le bruit de fond éventuel. Le signal est 

considéré comme formant un pic lorsque que son intensité est supérieure à un seuil fixé par 

rapport au signal adjacent et au signal de l’échantillon input correspondant. La détermination 

de ce seuil a donc été un paramètre critique. En effet de sa valeur découle le nombre de pics 

déduits. De plus, il est possible de fixer un taux de pics dits « faux positifs » (FDR pour False 

Discovery Rate) ainsi qu’une p-value pour les pics identifiés. Plusieurs jeux de seuils, de FDR 

et de p-values ont été comparés. Leur détermination s’est faite en prenant compte des 

spécificités techniques du jeu de données et de la cohérence du résultat biologique 

(vérification expérimentale de la présence/absence de pics au niveau de gènes contrôles). Le 

peak calling a été réalisé avec la suite d’outils Homer (Hypergeometric Optimization of Motif 

EnRichment). Une fois l’identification des pics obtenue, il suffit de faire correspondre la 

localisation du pic avec la position des gènes dans le génome pour en déduire une liste de 

gènes cibles. Les listes de gènes cibles obtenues seront fournies à part dans un fichier excel. 
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Figure 10. a) Visualisation sur le « genome browser » IGV des alignements effectués après séquençage et 

illustrant la cohérence des réplicats. b) Calcul du coefficient de corrélation de Pearson entre les différents 

réplicats biologiques. 
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compared, showing that genes strongly bound by PLZF at the TSS are highly marked by 

H3K4me3 and EZH2 and lacking H3K27me3 (Fig. S3).  To assess the potential role of PLZF 

on the chromatin landscape we determine the genomic profiles of EZH2 together with the 

H3K4me3 histone mark upon PLZF KD (Fig. 5C).  Quantification of ChIP-seq signal 

demonstrated that down-regulation of PLZF had no effect on EZH2 binding on high or low 

PLZF targets (Fig. 5C). However, PLZF KD diminished H3K4me3 level with a more 

pronounced effect on high PLZF targets (Fig. 5C). These analyses show that PLZF KD 

reduces H3K4me3 at PLZF target genes.   

 

PLZF targets bivalent genes differently  

Bivalent domains that combine the activating H3K4me3 mark and the repressive H3K27me3 

mark are considered to poise expression of developmental genes (Bernstein et al., 2006).  To 

study the involvement of PLZF in the regulation of these development genes, we analyzed 

bivalent promoters for PLZF occupancy. We found that 28% of bivalent promoters were 

bound by PLZF (Fig. 6A). Interestingly, expression analysis of this subset of bivalent genes 

in comparison to all PLZF target promoter genes showed an over representation of repressed 

genes (Fig. 6B). In addition, analysis of the H3K4me3/H3K27me3 signature under PLZF KD 

showed a marked decrease in H3K27me3 levels of bivalent genes (Fig. 6C; p= 0.0002). This 

effect was restricted to the H3K27me3 mark as, contrary to non-bivalent genes (Fig. 5C), no 

significant modification of H3K4me3, EZH2 or Pol II level was observed in the bivalent 

subset of genes (Fig. 6C and Fig. S4). We next investigated the effect of PLZF KD on PLZF 

target gene expression. In line with the modification of H3K4me3 level and bivalent marks, 

the majority of PLZF target genes were down regulated upon PLZF KD, by contrast bivalent 

genes were up regulated upon PLZF KD (Fig. 6D and E). 

Collectively, whereas PLZF is largely associated to H3K4me3 patterns and positively 

influences gene expression, at bivalent target genes PLZF functions as a transcriptional 

repressor, shown by PLZF KD resulting in a decrease of H3K27me3 and an increase in gene 

expression. 
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http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Reads with Phred quality score less 

than 30 were filtered out and sample replicates were merged into a single fastq file. Sequences 

were mapped to the human genome (hg19) using BFAST alignment tool (ref: PMID 19907642) 

with default parameters.  

Mapped sequencing data (BAM files) are in the process to be deposited in the NCBI Gene 

Expression Omnibus (GEO; http// www.ncbi.nih.gov/geo/). 

High confidence binding sites were determined through peak calling using HOMER tool 

(Heinz et al., 2010) with the “factor setting” for EZH2, PLZF and PolII and the “histone setting” 

for histone marks (H3K27me3 and H3K4me3). False-discovery-rate (FDR) cutoff was set at 

<0.05 and both overall and local p-value cutoff at 0.01. To increase the accuracy of the identified 

ChIP enrichment sites, only peaks with ≥3-fold tag count enrichment compared to both input 

control and local tag density (on region of 10kb around putative peak) were considered for 

downstream analyses. For all ChIP-seq datasets, tag counts were normalized by the total number 

of mapped tags such that each directory contains 10 million reads. For peak annotation, we used 

HOMER annotate Peaks tool on BED files containing the retained peaks of each sample. We 

identified therefore all target genes and the distance of every peak to the nearest Transcription 

Start Site. Binding sites were at considered the promoters if they were found at +/- 1kb of the 

TSS. Binding sites were considered at the gene body if they could be detected between 1-kb 

downstream of the TSS and the Transcription End Site (TES). 

Heatmap visualisation of ChIP enrichment at EZH2 and PLZF-enriched non-redundant 

transcripts was performed using ngs.plot (version 2.47; ref: 

http://www.biomedcentral.com/1471-2164/15/284).  

Plotting of the enrichment profiles were done by ranking the genes using K-means clustering 

method (here set up at 6 clusters). The average profiles were calculated using the mean read 

coverage among the gene bodies in each resulted cluster. Quantification of ChIP enrichment for 

profile plots was performed using the mean (factor binding) or median (histone marks) 

enrichment signal for each gene. The regions used to calculate enrichment signals were different 

for EZH2 and for H3K4me3 heatmap figure and correspond to “promoter -proximal regions” 

(defined as -2000 bp to the TSS) for EZH2 and an H3K4me3 region (first 33% of the gene body) 

for H3K4me3. The calculated enrichment signal for each gene was then mean smoothed using a 

40-gene sliding window across all genes and average profile plots generated in R. 
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Expression data  

To explore gene expression in both KG1 and HSC CD34+ cells, we retrieved publicly 

available expression data. To determine if a gene was expressed or not (present or absent), we

used the “ABS_CALL” values determined by the Affymetrix GeneChip with “Detection Call” 

algorithm described by (Liu et al., 2002). The corresponding probe set is present (flagged “P”, 

p-value ≤ 0,05), absent (flagged “A”, p-value > 0,066) or marginal (flag “M”, 0,05 ≤ p-value 

≤ 0.065). 

 

Data access 

In addition to our own ChIP-seq data, previously published data sets were retrieved from the 

Gene Expression Omnibus (GEO) database for re-analysis and comparisons. Sequencing 

datasets were thus retrieved for: human hematopoietic cells enriched within the immature cell 

surface marker CD34+ (HSC-CD34
+
) H3K27me3 (GSM772951), HSC-CD34

+
 H3K4me3 

(GSM773041), (HSC-CD34
+
) H3K27ac. In addition, expression data from the HSC CD34+ 

cells of healthy donor (GSM308470) and expression data from human untreated KG1 cells 

(GSM1316691) were extracted. 

 

References 
 

Barna, M., Merghoub, T., Costoya, J.A., Ruggero, D., Branford, M., Bergia, A., Samori, B., and 

Pandolfi, P.P. (2002). Plzf mediates transcriptional repression of HoxD gene expression through 

chromatin remodeling. Dev Cell 3, 499-510. 

Bernstein, B.E., Mikkelsen, T.S., Xie, X., Kamal, M., Huebert, D.J., Cuff, J., Fry, B., Meissner, A., 

Wernig, M., Plath, K., et al. (2006). A bivalent chromatin structure marks key developmental genes 

in embryonic stem cells. Cell 125, 315-326. 

Boukarabila, H., Saurin, A.J., Batsche, E., Mossadegh, N., van Lohuizen, M., Otte, A.P., Pradel, J., 

Muchardt, C., Sieweke, M., and Duprez, E. (2009). The PRC1 Polycomb group complex interacts 

with PLZF/RARA to mediate leukemic transformation. Genes Dev 23, 1195-1206. 

Boyer, L.A., Plath, K., Zeitlinger, J., Brambrink, T., Medeiros, L.A., Lee, T.I., Levine, S.S., Wernig, 

M., Tajonar, A., Ray, M.K., et al. (2006). Polycomb complexes repress developmental regulators in 

murine embryonic stem cells. Nature 441, 349-353. 

Bracken, A.P., Dietrich, N., Pasini, D., Hansen, K.H., and Helin, K. (2006). Genome-wide mapping of 

Polycomb target genes unravels their roles in cell fate transitions. Genes Dev 20, 1123-1136. 

Brookes E, et al. (2012) Polycomb associates genome-wide with a specific RNA polymerase II 

variant, and regulates metabolic genes in ESCs. Cell Stem Cell; 10:157–170.  
Chao, T.T., Chang, C.C., and Shih, H.M. (2007). SUMO modification modulates the transrepression 

activity of PLZF. Biochem Biophys Res Commun 358, 475-482. 

Davidovich, C., Zheng, L., Goodrich, K.J., and Cech, T.R. (2013). Promiscuous RNA binding by 

Polycomb repressive complex 2. Nat Struct Mol Biol 20, 1250-1257. 

Deneberg, S., Guardiola, P., Lennartsson, A., Qu, Y., Gaidzik, V., Blanchet, O., Karimi, M., Bengtzen, 

S., Nahi, H., Uggla, B., et al. (2011). Prognostic DNA methylation patterns in cytogenetically 

normal acute myeloid leukemia are predefined by stem cell chromatin marks. Blood 118, 5573-5582. 

Doulatov, S., Notta, F., Rice, K.L., Howell, L., Zelent, A., Licht, J.D., and Dick, J.E. (2009). PLZF is 

a regulator of homeostatic and cytokine-induced myeloid development. Genes Dev 23, 2076-2087. 

58



��������������������������������������������������������������������������������������������������������

�������� ���� ������ ������ ��� ���� �������� �������� ������������������ ��������� ��� ����� ��� ��������� ����

���������������� ����������� ��� ���� �������������� ��������� ����� ������� ��������� ���� ����� ����� ����

�����������

����������������������������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������������

�����

���������������������������������������� ������������������������������������������������������������

��������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������

������� ������ ���� �������� ����� �������� ���� ���� ��������������� �������������� �������� ��� ������� ����

�������������������������������������������

������������� ���� ���� ������������� �������� ������������������ �������� ��� ��������� ����������� ���

������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������

����� ������ ���� ���� ���� ���� ����� ���� ������ ���� ���������� �������� ������ ������ ���� ���� ��� ��������

����������������������������������%�����������������������������������������������������������������

���������

����� ������ �������� ������ ������� ������ ���������� ������ �������� ������ ������� ������ ����������� ����

����������� ������ ������ ������ ������� ���� ��� ���� �������� �������� ��� �������������� ����������� ���

�����������������������������������������������������������

���� ������ ��������� ������ ������ ������ �������� ������ �������� ���� ���� ������� ����� �������� ���������

��������� ���� �������� ���� ���������������� ����������� ��� ���� �������������� ��������� ����� �������

���������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������

�������������������������������� �������������������������������������� ��������� ��� �������������

��������������

���������������������������������������������������������������������������������������������������

������ ������ �������� ���� ����� ������ ���� ��� ���� �������� ����� ����������� ��� �� ������������ ��������� ����

��������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������ ����������������������������������

���� ������� ����� �������� ������� ������������ ��� ������ �������������� �������������������� ��������

����������������������������������������������������������������� ���������������

������������������������������������������������������������������������������������������������������

���� ������� ����� �������� ��������� ����������� ��������� ��� ���� �������������� ��������� ����� �������

�������������������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������

����������� ���� ������������� ������ �������� ������ ������� ���� �������� ���� ����������� ������ ���� ����

������������������������������������������������������������������� ����������������������������� ����

�����������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������

59



�������������������������������������������������������������������������������������������������������

��������� ������ ����� ������ ��� ���� �������� ���� ������������������ ����� ���������� ���� ����������

��������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������

������������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������

����� ���� ������ ����������������� ���� ����������������� �������� ������������������� ������������������

�������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������ �������������������������� �������������� ����������������

������������������������������������������������������

����������������������������������������������������������������������������������������������������

���� ���������� ���� �������� ���� ��� ���� �������� ����� ��������� ���������������� ��� ������������

��������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������������������������������������

���� ���������������������� �������� ��� ��������� �������� ������������ �������� ����������������� ��

����������������������� ���������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������������������

���� �������� ����� ���������� ��������� ��� ��������������������� ��������� ������� ������ ��� ���������

�������������������������������������

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

60



Figure legends 

Figure 1: PLZF coimmuprecipitates with EZH2 through its BTB-POZ domain. A 

Nuclear extracts of KG1 cells were immunoprecipitated either with an anti-EZH2 (left panel) 

or anti-PLZF (right panel) antibody. Immunoprecipitates (IPs) were immunoblotted with an 

anti- EZH2, an anti-PLZF, an anti-SUZ12 and an anti LSD1. Inputs (In) represent 5% of total 

input. B Nuclei of 293T cells co-transfected with PLZF constructs (WT or mutants) and Myc-

EZH2 were immunoprecipitated with an anti-Myc coupled resin. In represent 2% of total 

input.  

 

Figure 2: PLZF and EZH2 colocolize at the genome. A Genomic distribution of PLZF and 

EZH2 peaks obtained from PLZF and EZH2 ChIP-seq in KG1 cells. B Venn diagram 

showing the overlap between genes enriched for PLZF and EZH2 at the TSS  (+/- 1kb) or in 

the Genebody (>1 kb from TSS). C UCSC browser views of EZH2 and PLZF ChIP-seq data. 

Three loci are shown. The y-axis corresponds to ChIP-seq signal intensity. D ChIP-qPCR 

analysis of PLZF, EZH2 positive genes are underlined and indicated as EZH2
+
 (left panel) 

and EZH2 PLZF positive genes are underlined and indicated as PLZF
+
 (right panel) of 

selected target genes. Percentages of input DNA are shown as a mean +/- SD of two 

independent experiments (n=3). E Result of de novo motif search at PLZF, EZH2 or PLZF-

EZH2 bound regions. 

 

Figure 3: PLZF bound regions are associated with H3K4me3 histone mark and are 

expressed in KG1 cells. A K-mean clustering (n=6) of refSeq transcripts according to PLZF, 

EZH2, H3K4me3, H3K27me3, PolII and H3K36me3 enrichment in KG1 cells at 25% of the 

gene length before the TSS to 25% after the TTS. All genes were scaled to have the same 

length. B mRNA expression values are shown for the 3 clusters defined in a: red for the 

EZH2/ H3K27me3 positive genes; green for the PLZF/EZH2 positive genes and blue for Null 

genes. C-D Percentage of present and absent genes extracted from transcriptomic data of KG1 

cells (GSM1316691) and CD34+HSC (GSM308470). Data was analysed by absolute call that 

indicates if a transcript was present (P), absent (A), marginal (M) for defined groups. In C 

Refseq genes were sorted and grouped (20 groups; number of genes=200 per group) 

according to their downward PLZF genomic level in KG1 cells at +/- 500 kb from TSS. In D 

PLZF bound genes were classified in five groups: (1) PLZF only TSS, (2) common PLZF and 

EZH2 at TSS, (3) common PLZF at TSS and EZH2 at gene body, (4) PLZF only at gene 

body, (5) common PLZF and EZH2 at gene body.  

 

Figure 4: EZH2/PLZF targets are not enriched for EZH1. A ChIP-qPCR analysis of 

EZH1 binding on a panel of EZH2/PLZF target genes. B ChIP-qPCR analysis of H3K4me3 

and H3K27me3 levels of EZH2/PLZF target genes. Percentages of input DNA are shown as a 

mean of at least three technical replicates +/- SD. Representative results from at least two 

independent experiments. C EZH1 does not immunoprecipitate with PLZF but with EZH2 in 

KG1 cells.  

 

Figure 5: Knockdown of PLZF results in decrease of global H3K4me3. A  Western blot of 

PLZF, EZH2 protein content and H3K27me3 upon shMock or shPLZF conditions. B ChIP 

showing a decrease of PLZF binding on PLZF target genes in the KD condition. C 

quantification of EZH2 and H3K4me3 level after PLZF KD. PLZF targets were grouped in 

quartile Heat map and average profile plots of mean log2 ChIP enrichment at +/- 2kb of the 

TSS are shown for ChIPs performed on KG1 shMock cells (-; green) and KG1 shPLZF cells 

(+; red).  
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Figure 6 
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Table S1: Distribution patterns of PLZF and EZH2 peaks across 5 categories of genomic 
locations  

              
 Number of peaks 

 
Promoter 

TSS  Exon  Intron  Intergenic  Other 
PLZF 1645  242  10570  6311  596 
EZH2 1776  404  6107  6560  621  

Table S2: Enriched GO terms in biological process for PLZF (A) and EZH2 (B) regulated 
genes. 
 
A) 
 

 

Term_ID Description log10 

pvalue 

Representative 

GO:0010605 negative regulation of macromolecule metabolic 

process 

-5.2921 negative regulation of 

macromolecule metabolism 

GO:0010604 positive regulation of macromolecule metabolic 

process 

-2.7717 negative regulation of 

macromolecule metabolism 

GO:0048522 positive regulation of cellular process -3.3149 negative regulation of 

macromolecule metabolism 

GO:0048519 negative regulation of biological process -6.8564 negative regulation of 

macromolecule metabolism 

GO:0048518 positive regulation of biological process -4.1327 negative regulation of 

macromolecule metabolism 

GO:0009892 negative regulation of metabolic process -4.6129 negative regulation of 

macromolecule metabolism 

GO:0051239 regulation of multicellular organismal process -3.0137 negative regulation of 

macromolecule metabolism 

GO:0006334 nucleosome assembly -2.5466 negative regulation of 

macromolecule metabolism 

GO:0031399 regulation of protein modification process -2.3162 negative regulation of 

macromolecule metabolism 

GO:0060255 regulation of macromolecule metabolic process -4.1648 negative regulation of 

macromolecule metabolism 

GO:0019222 regulation of metabolic process -2.6234 negative regulation of 

macromolecule metabolism 

GO:0032501 multicellular organismal process -6.1185 multicellular organismal process 

GO:0032502 developmental process -4.7234 developmental process 

GO:0040011 locomotion -4.5456 locomotion 

GO:0048598 embryonic morphogenesis -5.7903 embryonic morphogenesis 

GO:0050793 regulation of developmental process -2.3885 embryonic morphogenesis 

GO:0007275 multicellular organismal development -7.9433 embryonic morphogenesis

GO:0009888 tissue development -3.1405 embryonic morphogenesis 

GO:0009887 organ morphogenesis -4.4561 embryonic morphogenesis 

GO:0051240 positive regulation of multicellular organismal 

process 

-2.4893 embryonic morphogenesis 

GO:0000904 cell morphogenesis involved in differentiation -2.3901 embryonic morphogenesis 

GO:0061458 reproductive system development -3.9657 embryonic morphogenesis 

GO:0009790 embryo development -4.6321 embryonic morphogenesis 

GO:0048608 reproductive structure development -4.0083 embryonic morphogenesis 

GO:0006928 cellular component movement -3.9768 cellular component movement 

GO:0010595 positive regulation of endothelial cell migration -2.3951 cellular component movement 

GO:0051674 localization of cell -2.7017 cellular component movement 

GO:0016477 cell migration -3.1972 cellular component movement 
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B)  
 

 

Term_ID Description log10 pvalue Representative 

GO:0010605 negative regulation of macromolecule 
metabolic process 

-5.2921 negative regulation of 
macromolecule metabolism 

GO:0010604 positive regulation of macromolecule metabolic 
process 

-2.7717 negative regulation of 
macromolecule metabolism 

GO:0048522 positive regulation of cellular process -3.3149 negative regulation of 
macromolecule metabolism 

GO:0048519 negative regulation of biological process -6.8564 negative regulation of 
macromolecule metabolism 

GO:0048518 positive regulation of biological process -4.1327 negative regulation of 
macromolecule metabolism 

GO:0009892 negative regulation of metabolic process -4.6129 negative regulation of 
macromolecule metabolism 

GO:0051239 regulation of multicellular organismal process -3.0137 negative regulation of 
macromolecule metabolism 

GO:0006334 nucleosome assembly -2.5466 negative regulation of 
macromolecule metabolism 

GO:0031399 regulation of protein modification process -2.3162 negative regulation of 
macromolecule metabolism 

GO:0060255 regulation of macromolecule metabolic process -4.1648 negative regulation of 
macromolecule metabolism 

GO:0019222 regulation of metabolic process -2.6234 negative regulation of 
macromolecule metabolism 

GO:0032501 multicellular organismal process -6.1185 multicellular organismal 
process 

GO:0032502 developmental process -4.7234 developmental process 

GO:0040011 locomotion -4.5456 locomotion 

GO:0048598 embryonic morphogenesis -5.7903 embryonic morphogenesis 

GO:0050793 regulation of developmental process -2.3885 embryonic morphogenesis 

GO:0007275 multicellular organismal development -7.9433 embryonic morphogenesis 

GO:0009888 tissue development -3.1405 embryonic morphogenesis 

GO:0009887 organ morphogenesis -4.4561 embryonic morphogenesis 

GO:0051240 positive regulation of multicellular organismal 
process 

-2.4893 embryonic morphogenesis 

GO:0000904 cell morphogenesis involved in differentiation -2.3901 embryonic morphogenesis 

GO:0061458 reproductive system development -3.9657 embryonic morphogenesis 

GO:0009790 embryo development -4.6321 embryonic morphogenesis 

GO:0048608 reproductive structure development -4.0083 embryonic morphogenesis 

GO:0006928 cellular component movement -3.9768 cellular component 
movement 

GO:0010595 positive regulation of endothelial cell migration -2.3951 cellular component 
movement 

GO:0051674 localization of cell -2.7017 cellular component 
movement 

GO:0016477 cell migration -3.1972 cellular component 
movement 
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Figure S1. (A) Schematic of the luciferase reporter under the controlof TK promoter, with Gal4 

DNA-binding domain fused to PLZF domain. (B) Luciferase was measured 24h after dox 

induction on cellular clones expressing PLZFDZn3-9Gal4 and  PLZFDBTBDZn3-9Gal4 . (C) 

H3K27me3 was immunoprecipitated and DNA enrichment was measured at the luciferase 

transgene. Amplification localisation is indicated by read arrow in A. 
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Figure  S2: Comparison of epigenetic profiles of KG1 cells and CD34+ HSC on genes ranked by 

the k-mean clustering of figure 3A. Quantification is done from -2 kb of the TSS to +2 kb of the 

TTS. All genes were scaled to have the same length. 
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Figure S3: Supplemental to figure 5. PLZF bound regions were clustered according to total 

promoter PLZF enrichment levels (+/- 2kb) and heatmaps of ChIP at promoter of EZH2, 

H3K4me3 and H3K27me3 in KG1 cells are shown. The arrow positions the TSS.  The blue lines 

indicate sub-groups that have been analysed in figure 5.   
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H3K27me3 in shMok (-) and shPLZF (+) KG1 cells. UCSC browser views of PLZF, EZH2 

H3K4me3 and H3K27me3 ChIP-seq data of selected bivalent genes. 
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Article de Recherche 2 : 

 

PLZF mutation results in cell cycle 

alteration and accelerated mouse 

hematopoietic stem cell aging 

 

   



 



 

PLZF mutation results in cell cycle alteration and accelerated mouse 

hematopoietic stem cell aging 
Christelle Vincent-Fabert, Nadine Platet*, Amelle Vandevelde*, Mathilde Poplineau, Myriam Koubi, 

Pascal Finetti, Guillaume Tiberi, Anne-Marie Imbert, François Bertucci and Estelle Duprez 
* : equal contribution 

 

Au-delà de son implication dans les leucémies aiguës promyélocytaires, PLZF joue un 

rôle majeur dans de nombreux processus cellulaires allant de la spermatogénèse à la formation 

des membres inférieurs chez la souris.  

Au sein du système hématopoïétique, PLZF a d’abord été considéré comme un facteur de 

transcription myéloïde capable de réguler la production de granulocytes. Des études 

complémentaires ont ensuite démontré un rôle plus général de cette protéine dans le 

développement de nombreuses autres cellules hématopoïétiques. 

Certaines données suggèrent que PLZF pourrait être un important régulateur des cellules 

souches hématopoïétiques mais aucun lien direct n’a encore été démontré. 

PLZF fonctionne comme un régulateur transcriptionnel capable de reconnaître des motifs de 

liaison à l’ADN spécifiques et de recruter des co-régulateurs au niveau des promoteurs de ses 

gènes cibles. L’objectif de ce travail a été de déterminer, via l’étude de ses gènes cibles, le 

rôle de PLZF dans la régulation de la différenciation des cellules souches hématopoïétiques 

(CSH). Pour cela, un modèle murin portant une mutation naturelle pour PLZF (mutant luxoid) 

qui engendre une protéine tronquée et non fonctionnelle a été utilisé. 

 Afin de mettre en évidence les programmes transcriptionnels régulés par PLZF, des 

analyses de micro-array ont été réalisées sur des cellules souches sauvages ou mutantes de la 

moelle osseuse (cellules LSK, positives pour les marqueurs cKit et Sca et négatives pour le 

marqueur Lin). L’analyse supervisée montre qu’un certain nombre de gènes voit leur 

expression modifiée dans les cellules mutées par rapport aux cellules sauvages, ce qui 

souligne le rôle de PLZF dans la régulation de la transcription au sein des cellules souches 

hématopoïétiques. De façon intéressante, les gènes surexprimés dans les cellules mutantes 

sont associés à des gènes impliqués dans le cycle cellulaire et le métabolisme tandis que les 

gènes sous-exprimés sont impliqués dans les fonctions lymphoïdes.  

Par ailleurs, la mutation de PLZF entraîne une diminution de clonogénicité et modifie 

l’activité des cellules souches hématopoïétiques du compartiment « Long term » (LT-HSC 

pour Long Term Hematopoietic Stem Cells).    

Cette modification est révélée par des expériences de transplantation en séries qui montrent un 

épuisement des CSH PLZF mutantes et une perte de leur potentiel de différenciation B en 

faveur de la différenciation myéloïde. Ces résultats suggèrent donc que la mutation de PLZF 

77



 

altère le phénotype des CSH en favorisant la différenciation myéloïde. La régulation du stock 

de CSH passe par la régulation du cycle cellulaire qui s’altère lors du vieillissement et des 

expériences visant à étudier les effets de la mutation de PLZF dans les CSH au niveau du 

cycle cellulaire ont montré que les cellules mutantes s’accumulent en phase S, ce qui souligne 

l’implication de PLZF dans la régulation du cycle cellulaire.   

Ainsi, sur le plan phénotypique comme sur le plan moléculaire, il semble que les souris 

Zbtb16
lu/lu

 présentent les caractéristiques d’un vieillissement accéléré, suggérant ainsi 

l’implication de PLZF dans des mécanismes de contrôle du vieillissement cellulaire.   

Afin de comprendre par quel mécanisme PLZF régule le cycle cellulaire au sein des CSH, 

l’expression de gènes régulés par PLZF a été étudiée à partir des données d’expression. Dans 

les cellules mutantes, une augmentation d’expression des gènes Klf2 et des cyclines A2, E2 et 

D3 est observée en parallèle d’une diminution de l’inhibiteur du cycle cellulaire p21. La 

majorité de ces gènes, sont des cibles, au niveau génomique, de PLZF et sont enrichis en 

H3K27me3, une marque épigénétique répressive qui varie entre les cellules Zbtb16
lu/lu

 et 

sauvages. Ces données suggèrent donc que PLZF agit sur le cycle cellulaire en modifiant le 

paysage épigénétique des gènes régulés. 

 Cette étude a donc mis en évidence un nouveau rôle régulateur de PLZF au sein du 

compartiment souche hématopoïétique. En effet, PLZF régule le cycle cellulaire et permet le 

maintien du stock de LT-HSC via son rôle de facteur de transcription et son implication dans 

la régulation épigénétique des gènes. 
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Les Leucémies Aiguës Lymphoblastiques T (LAL-T) résultent de la prolifération 

maligne de précurseurs lymphoïdes T bloqués à divers stades de maturation. Les LAL-T 

constituent un groupe de leucémies très hétérogène, dans lequel différents oncogènes sont 

activés dans des combinaisons diverses. TAL1 (T-cell Acute Lymphocytic Leukemia 1) est un 

oncogène dont l’expression ectopique due à des translocations ou des délétions est observée 

dans 30 à 40% des cas de LAL-T. Cependant, dans plus de la moitié de ces cas TAL1+, 

aucune anomalie génomique de TAL1 n’est observée (cas dits « non résolus »). L’expression 

ectopique de TAL1 est alors soit monoallélique, correspondant à une altération en cis du gène, 

soit bi-allélique, reflétant une dérégulation indirecte en trans (Ferrando, 2004). Une des 

hypothèses du projet de l’équipe du Dr Nadel repose sur l’idée que des dérégulations 

épigénétiques interviennent au niveau du locus TAL1.  

Dans un premier temps, les marques épigénétiques associées à la région correspondant 

au gène TAL1ont été étudiées dans des thymocytes murins doubles positifs (ie positifs pour 

les marqueurs CD4 et CD8). Pour cela, des données publiques générées par des expériences 

d’immunoprécipitation de la chromatine suivie de séquençage haut débit (ChIP-seq) ont été 

exploitées. Ces données montrent qu’une large région comprenant le promoteur et une partie 

du gène TAL1est enrichie pour la marque répressive H3K27me3 catalysée par la protéine 

Polycomb EZH2. Ces observations indiquent donc qu’en conditions normales, le gène TAL1 

n’est pas exprimé. Afin de comprendre comment cette répression épigénétique peut être levée 

dans des  conditions pathologiques, une région d’environ 10 kb a été séquencée chez un 

patient atteint de LAL-T monoallélique pour TAL1. Une micro-insertion de 12 pb en amont 

du promoteur de TAL1 et située en bordure de la marque répressive H3K27me3 qui recouvre 

une partie du gène TAL1a été identifiée. Afin de mieux identifier le rôle de cette micro-

insertion (TALins) dans l’inhibition de la répression épigénétique de TAL1, l’étude a été 

étendue et une région de 700pb autour du site d’insertion a été séquencée dans des cas de 

patients TAL1+ monoallélique non résolus. Ce séquençage a révélé que 20% de ces cas 

possèdent une insertion de taille variable. Par ChIP-allélique (ChIP-qPCR pouvant 

discriminer l’allèle muté de l’allèle sauvage) nous avons confirmé que la mutation TALins est 
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associée à la diminution de la marque répressive H3K27me3 du locus TAL1 et à 

l’augmentation de la marque activatrice H3K27ac au même niveau. Pour finir, les pronostics 

cliniques de patients présentant une altération biallélique ont été comparés à ceux des patients

présentant une altération monoallélique. Il en ressort que le mode d’activation de TAL1 

(mono ou biallélique) présente un impact sur la survie des patients puisque les patients 

bialléliques ont un meilleur pronostic clinique. 

Cette étude a donc mis en évidence un nouveau mécanisme d’activation de l’oncogène 

TAL1 qui se traduit par une levée de l’inhibition épigénétique de ce gène suite à une insertion 

en amont de ce locus.   
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Jean-Christophe Andrau1,2,3,y,w, Vahid Asnafi4,y & Bertrand Nadel1,2,3,y

T-cell acute lymphoblastic leukaemias (T-ALL) are aggressive malignant proliferations

characterized by high relapse rates and great genetic heterogeneity. TAL1 is amongst the most

frequently deregulated oncogenes. Yet, over half of the TAL1þ cases lack TAL1 lesions,

suggesting unrecognized (epi)genetic deregulation mechanisms. Here we show that TAL1 is

normally silenced in the T-cell lineage, and that the polycomb H3K27me3-repressive mark is

focally diminished in TAL1þ T-ALLs. Sequencing reveals that 420% of monoallelic TAL1þ

patients without previously known alterations display microinsertions or RAG1/2-mediated

episomal reintegration in a single site 50 to TAL1. Using ‘allelic-ChIP’ and CrispR assays, we

demonstrate that such insertions induce a selective switch from H3K27me3 to H3K27ac at

the inserted but not the germline allele. We also show that, despite a considerable

mechanistic diversity, the mode of oncogenic TAL1 activation, rather than expression levels,

impact on clinical outcome. Altogether, these studies establish site-specific epigenetic

desilencing as a mechanism of oncogenic activation.
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T
-cell acute lymphoblastic leukaemia’s (T-ALL) are malig-
nant proliferations of immature T-cell progenitors.
Although the outcome of T-ALLs has greatly improved

in the last 10 years, B30% of cases relapse within the first 2 years
following diagnosis; moreover, acute- and long-term toxicities
remain important issues for long-term survivors, underlining the
critical need of better risk stratification of T-ALL patients, and the
implementation of more adapted and/or targeted therapies.
A major obstacle in the molecular dissection of these processes
is that T-ALLs constitute a particularly heterogeneous group of
disease, characterized by complex combinations of multigenic
aberrations and oncogenic cooperation. The deregulation of over
40 distinct oncogenes and tumour suppressors has been reported,
occurring through a large diversity of genomic aberrations
and epigenetic mechanisms1,2. Chromosomal alterations mostly
consist of translocations, inversions and microdeletions occurring
at the vicinity of proto-oncogenes and leading to their
deregulated expression.

TAL1 is one of the most frequently deregulated T-ALL
oncogenes3. In physiological conditions, TAL1 is a regulatory
gene that promotes access to alternative fates in haematopoiesis.
Expressed in early haematopoiesis, its expression is maintained in
the erythroid lineage, but normally irreversibly epigenetically
silenced in the T-cell lineage4–6 (Supplementary Fig. 1). Events
leading to the illegitimate maintenance or re-expression of TAL1
in the T-cell lineage are thought to constitute strong drivers of
T-ALL leukemogenesis. Known TAL1 dysregulation mechanisms
consist of t(1;14)(p34;q11) translocations (1–2%) and SIL-TAL
deletions (15–20%). Yet, over half of the TAL1þ cases lack TAL1
lesions, suggesting unrecognized (epi)genetic deregulation
pathways7. In such ‘unresolved cases’, TAL1 expression can be
monoallelic, compatible with a direct alteration in cis within or
around the TAL1 gene, or biallelic, likely reflecting indirect
deregulation in trans7.

Here we sought to gain insights into the (epi)genetic
deregulation pathways of TAL1 ‘unresolved’ cases. Using ChIP-
seq and an ‘allelic-ChIP’ assay allowing to discriminate histone
marks separately on each allele, we describe a new process of
oncogene activation, whereby the targeted eviction of polycomb
H3K27me3 marks and concurrent recruitment of H3K27ac
marks by micro- and macroinsertional events, trigger the
monoallelic desilencing of TAL1. Incidentally, we also report
the first example of oncogenic activation by recombination-
activating gene (RAG)-mediated episomal reinsertion, a very
elusive event predicted in vitro as a source of oncogenic activation
over 10 years ago8,9, but never identified before in human cancer.
We further show that this new epigenetic desilencing process is a
recurrent event in T-ALL, accounting for 420% of unexplained
cases of monoallelic TAL1 oncogene activation. Finally, we
demonstrate that the mode of activation (monoallelic in cis
versus biallelic in trans) rather than the level of TAL1 expression
impacts on prognosis, with cis-mediated alterations significantly
associated with adverse clinical outcome.

Results
Microinsertions induce epigenetic switch and TAL1 expression.
To investigate the (epi)genetic deregulation pathways of
TAL1 ‘unresolved’ cases, we first took advantage of chromatin
immunoprecipitation coupled to a high-throughput sequencing
(ChIP-seq) data set describing active/inactive epigenetic marks
in mouse developing thymocytes6,10. A large region starting
upstream of the TAL1 promoter and encompassing part of the
gene body was enriched in H3K27me3, suggesting the
involvement of polycomb complex (PcG) repressive activity in
TAL1 silencing (Fig. 1a). This profile was also observed in human

TAL1� peripheral CD4þ T cells11, but absent in TAL1-
expressing cells12 (CD34þ haematopoietic stem cells, HSC;
erythroblasts; Fig. 1b), in line with the gradual deposition of
H3K27me3-repressive marks during T-cell lineage specification6

(Supplementary Fig. 1). To determine if deregulation of this
silencing occurs in TAL1þ T-ALLs, ChIP-seq was also
performed in the Jurkat (TAL1þ ) T-ALL cell-line and a
control TAL1� sample (DA). Sample DA displayed the
expected H3K27me3 deposition, coherent with TAL1 silencing
in T cells (Fig. 1b). Surprisingly, however, low levels of
H3K27me3 marks were also observed in Jurkat. Since, in
contrast to normal TAL1-expressing cells, Jurkat displays
monoallelic expression of TAL1 (Supplementary Fig. 2), we
reasoned that a monoallelic chromosomal alteration might have
prevented H3K27me3 deposition on one of the two alleles,
resulting in an averaged, intermediate ChIP-seq signal. To test
this possibility, we sequenced B10 kb upstream of TAL1
(Supplementary Fig. 3), covering the regulatory region enriched
in H3K27me3 marks. Amid single-nucleotide polymorphisms
(SNPs), we found a monoallelic alteration consisting of a 12-bp
microinsertion B7 kb upstream of the TAL1 p1a promoter, in a
region prone to DNA looping with TAL1 promoters13.
Interestingly, this insertion mapped at the border of the
repressive H3K27me3 pattern (Fig. 1a,b), in line with the
possibility that it disrupted normal epigenetic silencing of
the TAL1 locus. To further investigate the association of the
insertion with potential allelic distortion of the repressive
H3K27me3 mark, we performed an ‘allelic-ChIP’ that
discriminates H3K27me3 marks at the inserted versus germline
allele (Fig. 2a). A significant decrease of H3K27me3 signal was
observed at the inserted allele compared with the germline allele
(Po0.005). Accordingly, knockdown (by shEZH2) or inhibition
(using the EZH2 inhibitor GSK126) (ref. 14) of the Polycomb
H3K27me3 methyl transferase EZH2, allowed partial reversion of
H3K27me3 deposition at the germline (non-inserted) allele.
Considering the cooperative role of histone modifications in
expression regulation, we further analysed the relevance of
acetylation in presence or absence of histone deacetylase inhibitor
(sodium butyrate)15. ChIP-seq showed a slight enrichment of
H3K27ac with significant overall increase on sodium butyrate
treatment (Fig. 2b). Similar to H3K27me3, H3K27ac marks
extended to the insertion site, suggesting dual epigenetic
regulation and differential allelic recruitment. Indeed, allelic
quantification through tag retrieval and allelic-ChIP revealed a
difference of H3K27ac between inserted and GL alleles
in a pattern symmetrical to and functionally coherent with
H3K27me3. Acetylation levels were histone deacetylase inhibitor
dependent. Overall, this suggested that Jurkat’s microinsertion
contributed to site- and allele-specific switch from H3K27me3
to H3K27ac deposition, leading to the maintenance of TAL1
expression through T-cell differentiation.

A recurrent epigenetic mechanism of TAL1 deregulation. To
determine if similar structural abnormalities occurred recurrently
in TAL1 patients, 134 primary T-ALL samples were analysed by
high-density Affymetrix SNP array-6 analysis; an B700-bp
region surrounding the Jurkat insertion site was also sequenced in
a subset of 93 samples and six cell lines; in parallel, the literature
was reviewed for cases with unexplained TAL1 activation. While
no macromolecular TAL1 alteration was identified by SNP array
(0/134), sequencing revealed seven new cases of similar micro-
insertions (1–9 bp), all precisely located at the Jurkat insertion
breakpoint (Fig. 3a). Such insertions were not present in the
germline from 2/2 available patients tested (Supplementary
Fig. 4). No additional mutation/indel could be found in the
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surrounding B700 bp region in tumour samples. Significantly,
insertions were exclusively found in TAL1þ patients; moreover,
among patients with informative SNPs in the TAL1 30 UTR
allowing distinction of mono- from biallelic expression7 (n¼ 60),
insertions were exclusively found in monoallelic cases (4/19,
420%), in agreement with a cis-mode of TAL1 activation
(Fig. 3b).

Oncogenic RAG1/2-mediated episomal reintegration. One
additional candidate was recovered by data mining16. In this case

(patient #OC), TAL1high activation concurred with the insertion
of a large piece of chromosome 7 disrupting the TAL1 locus.
Strikingly, breakpoint mapping by ligation-mediated PCR
revealed that the insertion occurred at the very same insertion
site, although this time with few nucleotide deletions on each side
of the breakpoint (Fig. 3a). Detailed analysis of the junctions
revealed the occurrence of RAG1/2-mediated reinsertion of an
B370-kb TCRb episomal circle (TRECb, excised during normal
V(D)J recombination, Fig. 4 and Supplementary Fig. 5). This
establishes the first example of oncogenic RAG1/2-mediated
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Figure 1 | ChIP-seq analysis of the TAL1 locus in TAL1-expressing and TAL1-repressed cells. (a) ChIP-seq profiles of chromatin marks in normal mouse

CD4þCD8þ thymocytes. The TAL1 genomic area on chromosome 4 (including the adjacent STIL gene, which is physiologically expressed at that

developmental stage) is shown for TATA-binding protein-GTF recruited to promoters (TBP), Polymerase II (Pol II), H3K4me1 (active chromatin mark for

enhancer/regulatory regions), H3K4me3 (active chromatin marks for promoters), H3K36me3 (active chromatin marks for gene bodies) and H3K27me3

(repressive chromatin mark dependent on the PcG). The TAL1 region is zoomed, and the insertion breakpoint localization to the human orthologue region

(114,722,607) is indicated by a red arrow. (b) ChIP-seq profiles of polycomb repressive chromatin mark H3K27me3 in normal human TAL1þ (HSC;

erythroblasts) and TAL1� (peripheral CD4þ T cells) lineages, compared with TAL1þ (Jurkat) and TAL1� (DA) T-ALL cells. The TAL1 gene and

surrounding area on chromosome 1 (including the STIL gene) is shown. The insertion breakpoint localization (47704964, HG19 coordinates) is indicated by

an arrow. All profiles were input subtracted, except for HSC and erythroblasts for which input data were not available12. Significantly enriched areas are

represented as green rectangles under the lanes (MACS2 peaks).
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reintegration, demonstrating that TRECs may indeed contribute
to oncogenesis17. Owing to the large TRECb size, we considered
the possibility that, unlike other microinsertions, a promoter
located in the episome could have initiated a 47-kb-long fusion
transcript encompassing TAL1 (Supplementary Fig. 6). However,
reverse transcription-PCR (RT–PCR) exon walking and 50 RACE
assays indicated that transcripts initiated from the TAL1 p4
promoter, excluding this possibility.

Epigenetic modulation and TAL1 gene expression. Allelic-ChIP
was then performed on patients #TAMFA and #OC. Similar to

Jurkat, significant enrichment of the repressive H3K27me3
mark was consistently observed in germline compared with
inserted alleles (Fig. 5a,b). The amplitude of the allelic distortion
appeared higher in OC than in Jurkat and TAMFA, possibly due
to the large difference in the insertion size. Of note, TAL1
transcription levels were also higher in OC (Fig. 3b). Using
CrispR DNA editing, we next mimicked site-specific insertion
and disruption of the region 7 kb 50 of TAL1 in the TAL-negative
PEER cell line (Fig. 5b). In clone #2.4 recapitulating the 12-bp
Jurkat insertion at its 30 end, an approximately fivefold increase of
TAL1 could be observed. While we cannot formally exclude the
possibility that the selection cassette contributed to the fivefold
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Figure 2 | Site- and allele-specific analysis of histone methylation/acetylation marks at the insertion breakpoint in Jurkat. (a) Allelic-ChIP assay of

H3K27me3 marks. Top panel: the assay to discriminate the germline (GL) from the inserted allele (Ins.) by substituting one of the GL primers allowing

detection of the GL configuration at the insertion site (Rev. TAL1), with an insertion-specific primer allowing detection of the inserted configuration

(Rev. Ins, overlapping the 12-bp insertion). Primer pairs were tested on GL p(GL) or inserted p(Ins) cloned fragments (and on cell lines containing (Jurkat)

or not (DND) the insertion) to exclusively amplify each configuration, and do not crossreact. Bottom middle panel: western blot of EZH2 protein content on

shMock or EZH2 knockdown conditions. Allelic-ChIP assays were performed in presence of a non-silencing sh-RNA (shControl) or a sh-RNA-targeting

EZH2 (shEZH2) (left panel) or after the incubation of Jurkat cells with GSK126 (0.5mM, 72H) or vehicle (dimethyl sulphoxide, DMSO; right panel). GAPDH

and HoxD11 were used as controls for activated/repressed genes, modulated according to the polycomb-dependent H3K27me3 marks. Note that EZH2
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DNA was then analysed by ChIP-seq (left panel) or by allelic-ChIP (bottom panel). For the ChIP-Seq, quantification of the number of tag sequences at the

insertion point is shown (right panel). ***Po0.001; **Po0.001; *Po0.05, unpaired t-test. Errors bars represent 95% confidence interval.
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change in clone #2.4, a 55-fold increase was observed in clone
#5.10, in which an B1.3 kb deletion 50 of the insertion site
mimicked locus disruption in patient #OC; furthermore, this was
accompanied by an allelic switch from H3K27 methylation to
acetylation. This provides direct evidence for a causal relationship
between site mutagenesis, epigenetic modulation and TAL1 gene
expression.

The mode of TAL1 activation impacts on clinical outcome.
Patients with identified insertions were globally of adverse
prognosis. We sought to determine if clinical outcome correlated
with quantitative or qualitative aspects of TAL1 deregulation. A
cohort of 165 adult T-ALL treated prospectively in the GRAALL
(Group for Research in Adult Acute Lymphoblastic Leukaemia)
trial was split into TAL1 expression quartiles, and compared for
disease-free (DFS) and overall survival (OS). The seven patients
with identified insertions (three of whom were GRAALL treated),
all belonged to the high-expression quartiles (Q3–4). However, no
significant difference in survival was observed between the
quartiles (Fig. 6a,b), suggesting that quantitative TAL1 expression
does not correlate with clinical outcome. We next tested whether
cis-mediated TAL1 alterations leading to monoallelic expression
(including or not the SIL-TAL1þ cases) affected the clinical

outcome compared with trans-mediated events, associated with
biallelic TAL1 expression. Clinical outcome was indeed found to
be significantly improved in the biallelic group (DFS, P¼ 0.04;
OS, P¼ 0.03; Fig. 6c–f). Although numbers are low, monoallelic
cases retained an inferior OS trend in multivariate analysis
(including age, leukocytosis; P¼ 0.07, Cox analysis). Despite
genetic heterogeneity, monoallelic cases also displayed higher
blasts counts at diagnosis than biallelic cases and a significantly
lower frequency of deregulation of recurrent oncogenes such as
TLX1, CALM-AF10 and TLX3 (Supplementary Table 1).
This supports the emerging notion that the mode of alteration
may shape the oncogenic landscape in a more profound manner
than (and potentially override the effect of) transcriptional
levels, and that this may eventually impact on the tumour’s
clinical behaviour18. Deciphering the mechanisms underlying
the (epi)genetic deregulation of biallelic TAL1þ cases will be
instrumental to resolving this issue19–22 (Supplementary Fig. 7
and Supplementary Table 2).

Discussion
Establishing the detailed maps of the complex oncogenic
networks involved in T-ALL has contributed to major genetic
discoveries, and has been of prime importance for further
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indicated by a red dash. No SNPs are referenced at this position (Supplementary Fig. 8); (b) Relative TAL1 expression in T-ALL patients (n¼ 111) according
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SNPs in TAL1 30 UTR does not allow to determine if the expression is mono- or biallelic). The average physiological TAL1 levels in thymus is shown as

reference (Thymus); Horizontal bars indicate median expression levels; **indicates significant difference between BI and MONO expression (Mann–

Whitney U-test, Po0,01); note that a number of biallelic patients are reaching/below physiological thymus levels, and might result from the presence of

residual TAL1-expressing erythroblasts among tumoral cells43; TAL1 expression was analyzed by Taqman assay and is normalized to ABL (see Methods).
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therapeutic improvement. Over three decades of intense efforts in
genomic research have allowed unravelling the extraordinary
diversity of the mechanisms by which oncogenes are deregulated
in this disease1. Yet, a large number of major oncogene
deregulations still remain unexplained to date. Among the
diversity of mechanisms involved, V(D)J recombination-
mediated alterations (translocations, microdeletions) constitute
the hallmarks of T-ALLs23–26. Interestingly, despite arrays of
biochemical and functional evidence that the reintegration of
excised episomal circles (TRECs) by the V(D)J recombinase
(RAG1/2) might constitute a potent source of genomic instability,
such events remained so far unreported in human cancer
patients8,9,27–30. Here we report the first case of such an

oncogenic RAG1/2-mediated episomal reintegration, demon-
strating that TRECs can indeed contribute to human
oncogenesis (Supplementary Fig. 1). Most intriguingly, this
insertion occurred in a pediatric SCID-X1 patient who
developed a leukaemia secondary to retroviral reinsertion (in
front of LMO2, a known TAL1-cooperating oncogene) following
gene therapy16. The screening of two other SCID-X1 patients’
leukaemic samples31,32, and of a large collection of T-ALLs did
not reveal additional episomal insertions, and the reason for the
extraordinary coincidence of two rare oncogenic integration
events in this patient remains unanswered.

This and the other insertional mutagenesis T-ALL cases
described here also revealed a novel oncogenic activation
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(b) Epigenetic modulation and TAL1 gene expression by DNA editing mimicking insertional mutagenesis. Left panel: schematic representation of the CRISPR

design for homologous recombination at the TAL1 locus, and configuration of two edited clones in the PEER cell line. The locations of PCR primers (plain

arrows) for detecting successful targeted events and for genome walking are indicated. Bottom left panel: successful homologous recombination was

confirmed by PCR of the expected genome-donor and donor-insert boundaries. Top right panel: RQ-PCR analysis of TAL1 expression after editing.

Transcripts were normalized to ABL and reported as relative values to non-edited PEER cells. Four PCR replicates were performed on 1 (clone 2.4,

due to impaired growth) or 2 (clone 5.10) independent RNA extractions. Bottom right panel: allelic-ChIP assays of H3K27me3 and H3K27ac marks in

edited clone 5.10. See legend to Fig. 2a. ***Po0.001, unpaired t-test.
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pathway, whereby a genetic alteration drives a site-specific and
monoallelic epigenetic deregulation. We demonstrate that such
insertions drove a switch from H3K27me3 to H3K27ac
deposition, leading to the maintenance and/or re-expression of
TAL1 expression through T-cell differentiation. Interestingly, the
difference in TAL1 expression levels observed in mutants from
the gene editing assay (Fig. 5) suggest that while small insertions
might be sufficient to prevent the deposition of PcG repressive
marks during T-cell lineage specification (thus permitting
H3K27ac switch and maintenance of TAL1 expression), further
disruption of the region 50 of the insertion site (by deletion or
insertional uncoupling) might be necessary to impose desilencing
once TAL1 extinction is established in the T-cell lineage6

(Supplementary Fig. 1). These kinetics are coherent with
thymocyte ontogeny in patient #OC, in which TRECb
rearrangement/reintegration (DN2-3) likely occurred after TAL1
silencing (DN1-2). Altogether, our data are in line with current
models of permanent gene extinction of transcription factors
during T-lineage commitment6 (Supplementary Fig. 1) and
further identify locus control regions involved in deposition

and/or maintenance of TAL1 silencing. Their genetic disruption
constitute a recurrent epigenetic mechanism of TAL1
deregulation in T-ALLs, contributing to a substantial fraction
(420%) of the TAL1þ monoallelic ‘unresolved cases’, and
associated with adverse prognostic. That a cis-deregulation
regrouping as diverse mechanisms as SIL-TAL deletions,
translocations or insertional desilencing impact more on
prognosis than TAL1 expression levels underlines the
fundamental oncogenic difference between a deregulation
targeting a single locus, and the wider effect of trans-acting
factors. Transcription factors indeed often bind to a large number
of target genes (hundreds to thousands) and their deregulation
(whether gain or loss) will likely affect a complex set of cellular
functions, some of which might antagonize tumour progression,
or resistance to treatment. Recently, reports identifying loss-of-
function mutations in polycomb-related components19–21,33 have
provided the framework by which global epigenetic modification
might trigger the indirect (and biallelic) activation of numerous
target genes, likely including a complex and conflicting set of
oncogenes and tumour suppressors. In humans, PcG are recruited
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to and repress specific regions in the genome through as yet
undefined set(s) of DNA-binding transcription factors and long
non-coding RNAs34. The insertional mutagenesis described here
identifies a site- and allele-specific switch from H3K27me3
recruitment/maintenance to H3K27ac, providing new avenues to
decipher the mechanisms and DNA-binding intermediates
involved3. A complex interplay between transcription factors
and PcG would be in line with recent findings that Notch1
activation antagonizes PRC2 silencing of Notch1 target genes in
T-ALL oncogenesis19. In intricate T-ALL networks where both
NOTCH and TAL1 deregulation can coexist, we find that while
NOTCH patients are associated with a favourable prognosis,
monoallelic, but not biallelic TAL1, expression tends to convert
the clinical outcome towards more adverse prognosis in the
Notch subgroup, and to further aggravate the bad prognosis
of Notch1WT patients. This suggests that distinct modes of
deregulation of the same epigenetic complex might coexist in a
tumour cell, leading to complex and potentially conflicting
clinical outcomes which ought to be clarified when considering
epigenetic inhibitors for new lines of treatment15,33,35.

Methods
ChIP. ChIP was performed as previously described10. In brief, the cells were
chemically crosslinked by the addition of one-tenth volume of fresh 11%
formaldehyde solution for 10min at room temperature. Following the quenching
of the reaction with glycine (250mM final concentration, 5min, room
temperature), cells were rinsed twice with 1� PBS and flash frozen in liquid
nitrogen and stored at � 80 �C before use. Cells were resuspended, lysed and
sonicated to solubilize and shear crosslinked DNA. Sonication was conducted using
a Bioruptor (Next Gen, Diagenode) for 15min (30 s on, 30 s off), resulting in
sheared DNA between 100 and 400 bp with the bulk at B250 bp. The resulting
whole-cell extract was incubated overnight at 4 �C with 100 ml of Dynal Protein G
magnetic beads that had been preincubated with the appropriate antibody. The
anti-H3K27me3 antibodies used were: # 07-449, Millipore (2 mg), and # ab6002,
Abcam (1mg); the anti-H3K27ac antibodies used were: #ab4729, Abcam (2 mg) and
# 39133, active motif (5 mg). Beads were washed eight times with RIPA buffer and
one time with TE containing 50mM NaCl. Bound complexes were eluted from the
beads by heating at 65 �C with occasional vortexing, and crosslinking was reversed
by overnight incubation at 65 �C. Whole-cell extract DNA (reserved from the
sonication step) was also treated for crosslink reversal. Immunoprecipitated DNA
and whole-cell extract DNA were then purified by treatment with RNaseA,
proteinase K and multiple phenol:chloroform: isoamyl alcohol extractions.

ChIP-seq. Before sequencing, ChIP DNA was quantified using the picogreen
method (Invitrogen, USA) and quality controlled on a 2100 Bioanalyzer (Agilent).
At least 1 ng of ChIP or input DNA was used for library preparation according to
the Illumina ChIP-seq protocol. After end repair and adapter ligation, fragments
were size selected on a gel before preamplification and clustering. The resulting
fragments were again verified on a 2100 Bioanalyzer before clustering and 25 or 36
cycle sequencing on a Genome Analyzer II (Illumina, USA) according to the
manufacturer’s instructions. Raw data were bowtie aligned and the tags elongated
and further processed to wiggle files as described36. ChIP-seq experiments were
performed on two independent biological replicates (samples for primary cells or
culture for cell lines). Data presented in Fig. 1 are available under accession number
GSE29362 for TBP, Pol II, H3K4me1, H3K4me3 and H3K36me3 or GSE38577for
H3K27me3(1A), and for H3K27me3 in human cells (1B) GSE12646 for HSC and
erythroblast, GSE12889 for CD4þ and GSE59257 for the data newly generated
(Jurkat and DA) in this article. Technical replicates were merged before alignment
with Bowtie and the resulting BAM files were used as treatment in MACS2. Input
data sets were used as control when available (Jurkat, DA). Enriched regions for
genomic tracks of Fig. 1a,b were extracted as BED files using MACS2 peak
detection algorithm with the following parameters : genome sizes¼ 2.70eþ 09 for
human and 1.87eþ 09 for mouse, bandwidth¼ 300, model fold¼ (5, 50), q value
cutoff¼ 5.00e� 02, larger scaled towards smaller, l range¼ 1,000–10,000 bps,
Broad on.

Assessment of wt versus inserted ChIP-seq signal. To identify a difference in
H3K27ac enrichment in ChIP-seq between alleles with and without insertion
(12 bp) in Fig. 2b, we aligned all 25 bp reads of each experiment to this specific
region of insertion using the R package ‘Biostrings’. This alignment was performed
against a region of 52 bp around the insertion site allowing for up to two mis-
matches, and the number of hits on forward and reverse strands was cumulated.
For the mutant allele, the Jurkat insert sequence (50-CCGTTTCCTAAG-30) was
inserted in the reference sequence before alignment, extending the initial alignment
region to a size of 64 bp.

Allelic-ChIP. Input and IP genomic DNAs were analysed by RT–PCR using power
SybrGreen on a 7,500 Fast Real-time PCR system (Applied Biosystems). IgG
control ‘cycle over the threshold’ Ct values were subtracted to Input or IP Ct values
and converted into bound value by 2� (IP Ct or input Ct- IgG IP Ct). Allelic-ChIP was
carried out using allele-specific primers (by substituting one of the germline
primers with a primer located in or overlapping the insertion). EZH2 knockdown
was achieved using a doxycycline-induced short hairpin RNA (sh-RNA)-targeting
EZH2 (pTRIPZ-EZH2, openbiosystem # V21HS-63066). A non-silencing sh-RNA
(pTRIPZ-NS) was used as control. Jurkat cells were electroporated and cells
containing the pTRIPZ were selected on puromycine. Knockdown of EZH2 was
obtained by the addition of doxycycline (2 mgml� 1) to the cells during 10 days.
Western blot was performed using the anti-EZH2 BD Biosciences # 612666.

Sequencing and SNP array. For Jurkat mapping, a region of 10 kb 50 of TAL1
exon 1 was mapped on both alleles by LRPCR/cloning and standard Sanger
sequencing as previously described37 (see Supplementary Fig. 2 for details on
mapping strategy). Identification of allelic variants (SNPs versus somatic indels/
mutations) was performed with vector NTI using alignment against reference
TAL1 sequence and variants (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP; http://projects.
tcag.ca/variation, Supplementary Fig. 8). For the sequencing screen on T-ALL
patients and cell lines, a region of B700 bp surrounding the Jurkat insertion site
was directly PCR/sequenced on both strands in a subset of 93 samples and six cell
lines. Heterogeneous sequences (ambiguous reading due to allelic differences)
were systematically cloned, sequenced and analysed as above. For SNP array,
hybridization on Affymetrix Cytogenetics SNP Array-6 was performed according
to the manufacturer’s recommendations. Data analysis was performed with
Chromosome Analysis Suite software using the following settings: the CGH log2
copy number ratio for heterozygous deletion was defined as 0.5 to 1.5, whereas log2
copy number ratios o1.5 were defined as homozygous deletions. Gene copy
number (GCN) aberrations were compared with the Database of Genomic variants
(http://projects.tcag.ca/variation) to study only non-variant GCV aberrations.

Patients. Diagnostic samples from a consecutive series T-ALLs from 165 adults
(older than 16 years) included in GRAALL-03/05 trial (registration #NCT00327678
and #NCT00222027) were analysed for TAL1 expression. Sample collection and
analyses were approved by the local ethical committee. Informed consent was
obtained from the patients or relatives in accordance with the Declaration of
Helsinki, with the institutional review board approval of all involved hospitals.
Diagnosis of T-ALL was based on the World Health Organization 2008 criteria,
defined by expression of cytoplasmic and/or surface CD3, and negativity of CD19
and MPO, as reported38. To be included, samples had to contain at least 80% of
lymphoblasts. Immuno-geno/phenotyping and oncogene quantification were
performed as previously described38,39.

Cell lines. Cell lines used in this study were purchased from the ATCC collection
and were mycoplasma free.

RQ-PCR. RNA was reverse transcripted using MMLV (Invitrogen). We used a
TaqMan assay to quantify TAL1 transcript with the following primers: TAL1 F:
50-ACA-ATC-GAG-TGA-AGA-GGA-GAC-CTT-C-30, TAL1 Probe: fam-50-CTA-
TGA-GAT-GGA-GAT-GGA-GAT-TAC-TGA-TG-30-tamra, TAL1 R: 50-ACG-
CCG-CAC-AAC-TTT-GGT-G-30 , 40 cycles were run on ABI 7500HT (Applied
Biosystem) as described40. TAL1 transcript quantification was performed after
normalization with the housekeeping gene ABL using the DCt method and results
calculated according to the following formula 2D(CtABL–CtTAL1).

TAL1 allelic expression analysis. Allelic expression was performed as previously
described7. In brief, polymorphic markers in the 30 UTR of the TAL1 gene were
identified by PCR amplification and direct sequencing of 100 ng of genomic DNA.
Allelic expression analysis was performed by PCR amplification and by direct
sequencing of RT–PCR products from heterozygous patient samples. Three
different PCRs were made to cover nine most frequent SNP among the 11 SNP
previously described7.

Statistical analysis. ChIP. The power of t-test was estimated a priori using
pwrR-package, and the expected variations between conditions evaluated.
Differences in ChIP data between inserted and GL TAL1 alleles were analysed by
unpaired t-test. Samples collections constituted of five or six technical replicates
were first checked for normal distribution using Kolmogorov–Smirnov test and
the equality of variances was tested using F test. Results of t-test are shown as
two-tailed P values. The statistical power of executed t-tests was at least 80%.
Errors bars on histograms represent s.e.m.

OS/DFS. Patients’ characteristics were compared using the Fisher’s exact test.
Median comparisons were performed using the Mann–Whitney U-test. OS and
DFS were calculated from the date of prephase initiation. Events accounting for
DFS were induction failure and first relapse from any cause in first CR. OS
and DFS were estimated by the Kaplan–Meier method and then compared by
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the log-rank test. All calculations were performed using the SPSS software, version
15.0 and the GraphPad Prism, La Jolla, CA, USA.

Ligation-mediated PCR. Genomic DNA was extracted using QIAamp
deoxyribonucleic acid Blood mini kit according to the manufacturer’s instructions
(Qiagen). DNA (500 ng) was used for LM-PCR; DNA was digested by DraI,
EcoRV, PvuII, SmaI, SspI or StuI restriction endonucleases. Purified digested
DNAs were ligated with an adapter (composed of two complementary primers
GWAþ and GWAB� ). A primary PCR amplification was performed using an
adapter-specific primer (AP1) and primer specific for the different TCRb gene
segments (ext). A secondary PCR was performed using nested AP2 and TCRb
primers (int), and analysed on 1% agarose gel. Non-germline PCR products were
purified and sequenced. The functional and non-functional V(D)J rearrangements
from patient OC were obtained using Jb2.7-extB/intB and AP1/2 primers. The
breakpoints corresponding to the episomal insertion were then obtained using
Vb7.4-extB/intB, Db1-extA/intA and AP1/2 primers, and validated by direct PCR
using TAL1.OC.1B and Vb7.4-intB primers.

RT–PCR exon walking and 50 RACE. Total RNA was extracted using a column-
based system RNAeasy mini kit (Qiagen) according to the manufacturer’s
instructions. Reverse transcription was performed with SuperScript III Reverse
transcriptase (Invitrogen) and random primers (applied Biosytem). cDNAs were
analysed by real-time quantitative PCR (RT–PCR) using power SybrGreen on an
ABIPRISM 7500 (Applied Biosystems). All PCRs were performed in duplicate.
50-RACE was performed using 2 mg of total RNA and the 50/30 RACE kit, 2nd
generation (Roche). Modifications from the instruction manufacturer were the
generation a poly(G) tailing of first strand cDNA and the use of an oligo d(C)
anchor primer. PCR was performed using the Pfu Ultra II fusion HS DNA
polymerase (Agilent technologies).

Genome editing in T-ALL cell line by type II CRISPR system. PEER T-ALL cells
line were cultured in RPMI medium (Life Technologies) containing 20% fetal calf
serum, 1% L-glutamine, 1% sodium pyruvate and 100Uml� 1 penicillin/strepto-
mycin (Life Technologies) at 37 �C in the presence of 5% CO2. The day of
transfection, 1 million cells were nucleofected according to the manufacturer’s
instruction (Lonza), with 500 ng DNA donor sequence containing Neomycin-
resistant gene and 2 mg of the Cas9/gRNA expression vector (Addgene #42230).
The chimeric guide RNA targeted TAL1 insertion site, and was cloned according to
Cong et al.41. One day after nucleofection, cells were plated in 96-wells plate at 104

cells per well and incubated in presence of 1,200 mgml� 1 geneticin G418 (Life
Technologies) for 2 weeks. After selection and growing, a PCR was conducted to
amplify the targeted region with genomic DNA derived from the surviving clones,
and amplicons were separated on a 1% agarose gel then extracted with GEL/PCR
clean up wizard (Promega) and sequenced (MWG-Biotech). CRISPR guide RNA:
50-GAAAGACGTAACCCTACTTCC-30 .

Primers list is available on request.
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‘Comité départemental de la Ligue Contre le Cancer’. S.L.N. was supported by the

‘Institut National du Cancer (INCa-DHOS) and a grant from the ‘Association pour la

Recherche sur le Cancer (ARC)’. R.F. is supported by a Centre National de la Recherche

Scientifique grant. M.A.M. was supported by an ANR chromaTin and by the Fondation

pour la Recherche Médicale (FRM AJE20130728183). The sequencing costs for ChIP-seq

experiments were partially granted by an ESGI consortium grant from the Seventh

Framework Programme (FP7/2007-2013) under grant agreement no. 262055. E.D.

gratefully acknowledges support from the Association pour la Recherche sur le

Cancer and the Fondation pour la Recherche Médicale. We thank participants in the

GRAALL-2003 and -2005 study groups for collecting and providing biological samples

and data sets. The GRAALL was supported by grants P0200701 and P030425/

AOM03081 from the Programme Hospitalier de Recherche Clinique, Ministère de
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I. Interaction entre PLZF et EZH2  

Les protéines du groupe Polycomb (PcG) sont des facteurs épigénétiques dont le rôle est 

de maintenir la répression de leurs gènes cibles au niveau de la chromatine via la modification 

des protéines histones. EZH2 est une protéine clé dans les mécanismes de régulation 

puisqu’elle catalyse la mise en place de la marque répressive H3K27me3. Dans le cadre de 

ma thèse, je me suis intéressée, entre autre, au modèle des leucémies aiguës myéloïdes (LAM) 

dans lesquelles, contrairement à d’autres pathologies myéloïdes, des mutations affectant 

EZH2 ou des membres Polycomb ne sont retrouvées que très rarement (Greenblatt and Nimer, 

2014). Des études ont montré que dans ce type de leucémies, de nombreux gènes cibles 

d’EZH2 sont dérégulés bien que son activité répressive soit toujours présente, mettant en 

évidence d’éventuels défauts de recrutement de cette protéine. Parmi les facteurs de 

transcription susceptibles de réguler l’association des protéines PcG à la chromatine, le 

facteur de transcription et suppresseur de tumeur PLZF représentait un candidat intéressant. 

En effet, des études ont montré une interaction entre  BMI-1, membre de PRC1, et PLZF 

(Barna et al., 2002; Boukarabila et al., 2009; Spicuglia et al., 2011).    

Nous avons donc étudié l’interaction fonctionnelle entre PLZF et EZH2 à la chromatine 

dans un modèle cellulaire de LAM. Des expériences de co-immunoprécipitation dans la lignée 

myéloïde KG1 (cellules CD34 positives) complétées par des expériences de « domain 

mapping » ont montré que PLZF et EZH2 pouvaient interagir in vivo via le domaine BTB de 

PLZF. Le domaine BTB est un domaine qui est responsable dans un grand nombre de cas des 

interactions entre PLZF et ses partenaires (Suliman et al., 2012). Cependant dans le cas de 

notre étude, nous ne connaissons pas la nature de l’interaction (directe ou non) de PLZF et 

EZH2. Des expériences de double hybride ont été menées afin de répondre à cette question. A 

ce jour, les résultats ne sont pas assez satisfaisants sur le plan qualité pour tirer de conclusion 

définitive, mais il semblerait que l’interaction entre les deux protéines ne soit pas directe. Des 

expériences supplémentaires sont en cours afin d’apporter une réponse définitive sur ce point 

et permettraient d’éclaircir la relation entre PLZF et EZH2.  

Par ailleurs, lors de la réalisation de mes travaux, une étude de protéomique faite sur des 

cellules NKT murines a montré une interaction indirecte entre PLZF et EZH2 via l’ubiquitine 

ligase Cul3 (Mathew et al., 2012). Ces éléments ont renforcé l’intérêt d’étudier l’interaction 

de PLZF et EZH2 au niveau de la chromatine. 
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II. Expériences de ChIP-seq : pertinence des données et 

artéfacts éventuels liés à l’analyse  

Afin de caractériser la localisation génomique de PLZF et EZH2, nous avons effectué des 

expériences de ChIP suivies de séquençage à haut débit. Lorsque j’ai commencé le projet, ce 

type d’étude n’avait jamais été réalisé au sein du laboratoire (CRCM). Si la partie séquençage 

a été confiée à une plateforme, j’ai dû mettre au point une démarche expérimentale concernant 

la préparation des échantillons puis l’analyse des données avec l’aide de la plateforme 

bioinformatique (voir page 42). Une des étapes critiques dans l’analyse des données de ChIP-

seq est de définir une liste de gènes cibles. Il existe de nombreux algorithmes permettant de 

récupérer ces listes à partir des données de séquençage faisant appel à la notion de « peak 

calling » (ou appel de pic). En effet, un grand nombre de logiciels a été développé, proposant 

chacun des paramètres propres qui permettent de transformer une intensité de signal en un pic 

qui sera considéré comme une région liée par un facteur donné. Nous avons utilisé diverses 

méthodes de « peak calling » et avons retenu le peak caller du logiciel Homer (Heinz et al., 

2010). Cet outil présente l’avantage de pouvoir utiliser le même peak caller pour les facteurs 

de transcription et pour les marques histones. En fonction du logiciel utilisé et même en 

fonction des paramètres et seuils que nous fixons, les résultats peuvent varier 

considérablement. Ainsi, par exemple, le gène KLF2 n’est pas présent dans le peak calling 

que nous avons retenu mais c’est cependant un gène que j’ai réussi à valider 

expérimentalement et qui apparaît comme étant cible de PLZF lorsqu’on modifie les 

paramètres du peak calling. Ces méthodes génèrent donc logiquement des faux positifs et des 

faux négatifs. Afin de choisir à partir de quelle liste de gènes nous allions mener la suite de 

l’étude, nous nous sommes basés sur les données de la littérature (ie les paramètres 

classiquement utilisés pour ce type de données), sur notre expérience « visuelle » (les pics 

appelés apparaissaient-ils sur le genome browser), et sur les données publiées. Ainsi, pour 

EZH2, plusieurs gènes cibles que nous avons identifiés ont déjà été décrits. Il s’agit par 

exemple de certains gènes HOX, du gène suppresseur de tumeur CDKN2A ou encore du gène 

KLF2 qui se trouvent justement dérégulés dans les cancers (Ezhkova et al., 2009; Taniguchi et 

al., 2012). Les gènes cibles de PLZF sont un peu moins décrits mais nous avons  retrouvé 

dans notre peak calling certains gènes tels que DUSP6, GFI1 ou encore ID2  qui ont été 

décrits comme étant la cible de PLZF dans les KG1a (Doulatov et al., 2009). Ces données 

nous ont donc rassurés sur la pertinence de notre analyse et sur la qualité de nos expériences. 

 

124



 

III. EZH2 et activation des gènes 

Au cours de notre étude, nous avons mis en évidence deux types de gènes cibles de la 

protéine EZH2 : les gènes cibles d’EZH2 associés à la marque répressive H3K27me3 et les 

gènes cibles d’EZH2 associés à PLZF et à la marque activatrice H3K4me3. Si la marque 

H3K4me3 est synonyme d’activation des gènes, elle ne signifie pas forcément que les gènes 

sont transcriptionnellement actifs. C’est pourquoi nous avons complété notre analyse en 

étudiant l’ARN polymérase II (responsable de la transcription des gènes) et sa marque 

associée, l’H3K36me3. Ces données nous ont permis de constater que les gènes 

EZH2/PLZF/H3K4me3 sont effectivement des gènes exprimés.  

Si la grande majorité des études portant sur EZH2 associe cette protéine à la marque 

H3K27me3 et à la répression des gènes, quelques études dans lesquelles EZH2 joue un rôle 

d’activateur transcriptionnel se démarquent. La plupart de ces études rapportent un rôle 

activateur d’EZH2 dans des contextes pathologiques, notamment dans les cancers du sein et 

de la prostate (voir la section de l’introduction intitulée « EZH2 : un activateur 

transcriptionnel dans les cancers »). Toutefois, nos résultats, obtenus dans des cellules 

leucémiques, montrent que les gènes régulés par PLZF et EZH2 sont également exprimés 

dans les cellules CD34 positives non leucémiques ; indiquant qu’EZH2 peut également être 

associée à une transcription active dans un contexte non pathologique. En effet, dès 1996, une 

équipe se penche sur la possibilité que la protéine E(z) (EZH2 chez la Drosophile), puisse 

jouer le rôle d’une protéine du groupe trithorax. En effet, cette étude montre qu’E(z) peut agir 

comme un membre trithorax ou polycomb en fonction de signaux spatiaux ou temporels ou en 

fonction du locus ciblé (LaJeunesse and Shearn, 1996). D’autres études plus récentes 

montrent une association des complexes PRC1 et PRC2 à l’ARN polymérase II ou à des 

promoteurs actifs dans les cellules ES (Brookes et al., 2012; Kaneko et al., 2013; Mousavi et 

al., 2012). Il est donc évident que l’activité enzymatique d’EZH2 peut être modulée par 

différents mécanismes moléculaires dont les bases ne sont encore pas complètement connues. 

De façon intéressante, nous avons pu observer par ChIP-qPCR et sur les profils de 

ChIP-seq que le niveau d’H3K4me3 est beaucoup plus faible sur les cibles communes 

PLZF/EZH2 que sur les cibles PLZF seules. Par ailleurs, les gènes ciblés uniquement par 

EZH2 sont enrichis en H3K27me3. Il semblerait cependant qu’il n’y ait pas de différence 

d’activité transcriptionnelle lorsque les gènes sont associés à EZH2/PLZF ou à PLZF seul, 

comme le montre notre analyse des gènes présents et absents. Le plus faible niveau 

d’H3K4me3 observé au niveau des gènes PLZF/EZH2 pourrait s’expliquer par une activité 

125



 

H3K4 méthyltransférase moins performante en présence d’EZH2. Pour étayer cette hypothèse 

nous avons étudié des interactions potentielles entre PLZF, EZH2 et MLL1, une H3K4 

méthyltransférase impliquée dans de nombreux cancers (Li and Ernst, 2014). Nous avons 

constaté, via des expériences préliminaires de co-immunoprécipitation, que MLL1 interagit 

avec EZH2 mais n’interagit pas avec PLZF. L’association entre une protéine Polycomb et une 

protéine Trithorax qui ont des fonctions antagonistes (Steffen and Ringrose, 2014), pourrait 

s’expliquer  par un effet régulateur négatif d’une des deux protéines sur l’autre. Une des 

possibilités serait qu’EZH2 empêche l’accès de MLL1 à PLZF ce qui expliquerait le niveau 

plus faible d’H3K4me3. Il faudrait faire des expériences de compétition afin de voir quelle 

protéine est la plus affine pour PLZF. Par ailleurs, la protéine MLL1 n’est pas la seule à 

catalyser la marque H3K4me3, il faudrait donc étudier les autres protéines (Ernst and Vakoc, 

2012).  

Enfin, plusieurs études ont montré que PRC2 pouvait être recruté au niveau de gènes 

activement transcrits via les protéines PCL (PolyComb like) qui peuvent se lier à 

l’H3K36me3 (Ballaré et al., 2012; Cai et al., 2013). Par exemple, il a été montré qu’une 

protéine PCL, la protéine PHF19, interagit à la fois avec PRC2 et avec l’H3K36me3 

déméthylase NO66. Il est donc possible que les protéines PCL recrutent PRC2 afin d’initier la 

répression de gènes actifs (Brien et al., 2012). Ce mécanisme pourrait être appliqué dans notre 

système dans lequel EZH2 serait recruté à la chromatine par un facteur non encore déterminé 

pour contrer les effets activateurs de PLZF. Ce qui expliquerait par ricocher la diminution 

d’H3K4me3 sur les cibles communes PLZF/EZH2 par rapport aux cibles PLZF seul. Cette 

hypothèse est soutenue par le fait que nous montrons ici qu’une deuxième protéine du 

complexe PRC2, la protéine SUZ12, interagit avec PLZF, suggérant que c’est le complexe 

répresseur PRC2 qui est recruté et pas la protéine EZH2 seule. 

A contrario, une étude récente montre que selon sa localisation génomique, EZH2 

catalyse la mono, di ou triméthylation de l’H3K27, ce qui implique des fonctions différentes 

au niveau transcriptionnel (Ferrari et al., 2014). En effet, d’après cette étude, EZH2 catalyse la 

marque H3K27me2, qui est une marque globalement diffuse mais dont le rôle est d’empêcher 

l’activation inappropriée de certains enhancers. Dans ce cas, la marque H3K27me2 a un rôle 

répresseur. Mais EZH2 intervient également dans la catalyse de la marque H3K27me1 qui se 

situe dans les régions intragéniques de gènes actifs au niveau transcriptionnel. La marque 

H3K27me1 étant favorisée par celle de l’H3K36me3 qui inhiberait la marque répressive 

H3K27me2. Ce modèle a été décrit chez la souris et il aurait été intéressant de voir, si dans 

notre système, les gènes communs PLZF et EZH2 sont associés à la marque H3K27me1. Il 

126



 

serait envisageable, dans un tel cas, qu’EZH2 soit à l’origine de la réactivation 

transcriptionnelle des gènes. 

IV. Quel est le rôle de la protéine EZH1 ? 

Notre étude à l’échelle génomique de l’interaction entre PLZF et EZH2 révèle un certain 

nombre de gènes associés à la marque H3K36me3, synonyme de la présence de la RNA-PolII, 

responsable de la transcription. 

Un article a mis évidence la co-occupation au niveau génomique d’EZH1 avec les 

marques H3K4me3, H3K36me3 et l’ARN PolII (Mousavi et al., 2012). Bien qu’ayant utilisé 

un anticorps spécifique d’EZH2 dans notre étude, nous avons voulu écarter l’hypothèse selon 

laquelle les gènes associés à PLZF étaient également des cibles d’EZH1 et non EZH2. Mais 

les approches de ChIP-qPCR et les co-IP que nous avons utilisées n’ont pas montré de 

corrélation entre PLZF et EZH1. Cependant, dans notre système, on note qu’il existe bien une 

interaction entre EZH1 et EZH2 qui donc ne forment pas de complexes PRC2 exclusifs l’un 

par rapport à l’autre. Il a cependant été montré qu’EZH1 et EZH2 régulent la répression 

transcriptionnelle via des mécanismes différents (Margueron et al., 2008), il aurait donc été 

intéressant de faire une étude comparative de la localisation génomique et des gènes cibles 

d’EZH1 et d’EZH2.  

 

V. Double rôle de PLZF sur la transcription de ses gènes cibles 

Comme beaucoup de facteurs de transcription, PLZF peut agir en répresseur ou en 

activateur de la transcription. Historiquement PLZF a été décrit comme étant un facteur 

recrutant des co-répresseurs tels que les HDACs ou certaines protéines Polycomb (Barna et 

al., 2002; Boukarabila et al., 2009; Lin et al., 1998). Toutefois, nous montrons ici que dans le 

contexte myéloïde, la protéine PLZF est associée à une transcription active.  

Le rôle activateur de PLZF a été décrit et attribué aussi bien à des mutations de PLZF 

(Melnick et al., 2000) qu’à son rôle biologique (Doulatov et al., 2009; Xu et al., 2009). Nous 

avons, au vu de nos résultats, fait séquencer l’exon 2 de PLZF et n’avons trouvé aucune 

mutation. Nous nous sommes donc questionné sur les mécanismes biologiques pouvant 

expliquer ce double rôle. 

Dans le développement myéloïde et au sein du système immunitaire, le rôle activateur de 

PLZF a déjà été décrit (Doulatov et al., 2009; Xu et al., 2009). Nous pouvons donc penser que 

l’effet activateur ou répresseur de PLZF est tissu-spécifique. Quelques éléments viennent 
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cependant démentir cette hypothèse dans la mesure où, dans le système immunitaire, PLZF 

peut à la fois induire l’expression de certains gènes de réponse à l’interféron (Xu et al., 2009) 

et réprimer les gènes de la réponse inflammatoire (Sadler et al., 2015). Par ailleurs, une étude

de ChIP-seq menée sur des cellules spermatogoniales immatures de souris montre que PLZF 

peut activer ou réprimer certains gènes, démontrant le double rôle de PLZF au sein d’une 

même population (résumé de thèse du Dr Song Yuntao : 

http://search.proquest.com/docview/1541549288). De plus, l’étude du rôle de PLZF dans 

l’hématopoïèse normale (Vincent-Fabert et al., en révision), suggère que PLZF peut activer 

un set de gènes, bien que majoritairement les gènes soient réprimés et associés à la marque 

répressive H3K27me3. Ces données suggèrent donc que le double rôle de PLZF n’est pas 

tissu ou cellule-spécifique.  

Le double effet transcriptionnel de PLZF pourrait cependant s’expliquer par une 

régulation très fine de ses modifications post-traductionnelles. En effet, comme décrit dans 

l’introduction, PLZF peut être l’objet de différentes modifications post-traductionnelles 

influençant son activité. Ainsi, l’acétylation de PLZF augmente ses capacités répressives 

(Guidez et al., 2005; Sadler et al., 2015), tandis sa phosphorylation sur la sérine 76 lui confère 

un effet activateur (Xu et al., 2009). Si nous reprenons l’exemple de la régulation des gènes 

par PLZF en réponse à l’interféron, il est possible de supposer que la stimulation à l’interféron 

induise la désacétylation de PLZF en provoquant l’interaction de PLZF avec l’HDAC1. Ce 

qui a pour effet de rendre prioritaire la forme phosphorylée de PLZF dans les cellules et 

d’induire son effet activateur (Ozato, 2009). 

Dans notre système cellulaire, nous savons déjà que PLZF est sujet à des modifications 

post-traductionnelles (observations sur western blot de bandes spécifiques de PLZF à une 

taille supérieure à celle de la bande majoritaire). Il serait donc très intéressant d’étudier dans 

notre système cellulaire de quelle(s) modification(s) PLZF est l’objet.  

Par ailleurs, notre travail montre que dans les cellules myéloïdes, PLZF a un effet 

répresseur sur la transcription d’un petit groupe de gènes : les gènes bivalents. Ces gènes sont 

ciblés par EZH2 et caractérisés par un enrichissement concomitant des marques H3K4me3 et 

H3K27me3 (Voigt et al., 2013). De façon intéressante, sur ces gènes, la diminution 

d’expression de PLZF entraîne une diminution d’H3K27me3. Il a été montré que les 

complexes PRC1 et PRC2 sont recrutés à la chromatine au niveau des gènes bivalents. Dans 

ce contexte précis, et sachant que la diminution de l’expression de PLZF induit la diminution 

de l’H3K27me3 pour ces gènes, nous pouvons penser que, dans ce cas, PLZF joue le rôle de 

recruteur d’EZH2. 
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Enfin, notre étude révèle que PLZF et EZH2  co-localisent non seulement au niveau 

des promoteurs et des régions intragéniques mais aussi au niveau des régions intergéniques. 

Ces observations que je n’ai pu exploiter pendant mon travail de thèse seront la base d’études 

futures.  En effet, il sera intéressant d’étudier la présence des marques histones et de PLZF et 

EZH2 au niveau d’autres régions génomiques, telles que, par exemple, les régions enhancers. 

Ces régions se sont avérées être la clé de l’identité cellulaire, puisque leur activité permet 

l’expression tissulaire spécifique de gènes (Whyte et al., 2013). De plus, ces régions se 

trouvent fréquemment dérégulées dans les cancers (Shi et al., 2013), et voir paragraphe 

suivant. 

 

VI. Exemple d’une dérégulation d’enhancer par insertion : 

cas du gène TAL1 (article 3) 

La protéine TAL1 est un oncogène qui joue un rôle majeur dans les LAL-T puisque 40% des 

patients la surexpriment (cas LAL-T TAL1+). L’expression ectopique de TAL1 est alors soit 

mono-allélique, correspondant à une altération en cis du gène, soit bi-allélique, reflétant une

dérégulation indirecte en trans (Ferrando, 2004). Toutefois, dans environ la moitié des cas de 

LAL-T TAL1+, le mode d’activation de TAL1 est inexpliqué.  

 

1.  Activation mono-allélique de TAL1  

L’étude menée en collaboration avec l’équipe du Dr B. Nadel nous a permis de mettre en 

évidence un nouveau mécanisme d’activation de TAL1 dans les LAL-T, consistant en une 

dérépression épigénétique du locus TAL1. En effet, il existe une microinsertion en amont du 

gène TAL1 (TALins) qui entraîne la perte de la marque répressive H3K27me3 au niveau de ce 

locus. De façon intéressante, plusieurs études ont rapporté l’activation transcriptionnelle de 

TAL1 suite à son interaction avec des complexes permettant le remodelage chromatinien tels 

que mSin3a et HP1 (Huang and Brandt, 2000; Wen et al., 2005).  

 

2.  Création d’un super enhancer en amont du gène TAL1 

La séquence TALins est impliquée dans la dérégulation de la répression du locus TAL1 

via une perte de l’H3K27me3. Ce locus représente donc a priori un très bon modèle pour 

étudier le mécanisme de ciblage par PRC2. Nous avons donc recherché par la technique de 

ChIP la présence des protéines EZH2 ou SUZ12 au niveau des allèles sauvages ou mutés. 
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Aucune des deux protéines n’a été retrouvée au niveau du locus TAL1 (données non 

publiées), ce qui pourrait s’expliquer par le fait que l’apposition de la marque H3K27me3 sur 

ce locus est générée lors de la maturation des cellules T. Il est donc possible qu’une fois les

cellules différenciées, le complexe PRC2 ne soit plus présent au niveau du locus. Mais il est 

également possible que le complexe PRC2 ne se situe pas exactement au niveau du lieu de 

l’insertion mais plus loin sur le locus. On pourrait donc penser que l’insertion, au lieu 

d’empêcher le recrutement du complexe PRC2, permettrait plutôt le recrutement 

d’activateurs, de déméthylases et d’acétyltransférases.  

Une étude concomitante à la nôtre a alors montré que ce site d’insertion créé en amont du 

locus TAL1 était un site de fixation pour le facteur de transcription MYB (Mansour et al., 

2014).  L’insertion de ce site de fixation est à la base de la formation de novo d’un super-

enhancer. Un super enhancer est une structure caractérisée par un fort enrichissement des 

marques H3K27ac et H3K4me1 sur une région étendue. La fixation de MYB au site 

d’insertion entraine le recrutement du co-activateur transcriptionnel CREB binding protein 

(CBP), qui facilite l’H3K27ac (Tie et al., 2014), et d’un complexe constitué de GATA3, 

RUNX1 et de la protéine TAL1 elle-même (Mansour et al., 2014; Sanda et al., 2012).  

Enfin, dans cette étude, nous montrons que la mutation TALins explique environ 20% des 

cas de LAL-T TAL1+ mono-allélique non résolus. Pour les cas restants, le séquençage 

complet du locus pourrait révéler l’existence d’autres mutations. 

 

Conclusion 
L’hématopoïèse est un processus biologique finement contrôlé par un grand nombre 

de mécanismes dont la dérégulation peut conduire au développement d’hémopathies 

malignes, telles que les leucémies qui résultent de la transformation des cellules 

hématopoïétiques.  

Au cours de ces dernières années, de nombreuses perturbations de la régulation 

épigénétique au sein des cellules hématopoïétiques ont été décrites comme étant impliquées 

dans le développement des leucémies. C’est pourquoi il est nécessaire d’étudier les 

mécanismes engagés dans ces phénomènes. Mon travail de thèse met en évidence toute la 

complexité de la régulation épigénétique au sein de l’hématopoïèse. Il existe une balance 

permanente entre répression et activation transcriptionnelle comme l’illustre l’exemple de 

l’interaction au niveau génomique du facteur de transcription PLZF avec le facteur 

épigénétique EZH2.   
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Toutefois, chaque système est différent et la spécificité tissulaire est un phénomène à 

prendre en compte spécialement pour le développement de thérapie. En effet, si nous avons 

pointé du doigt l’effet majoritairement activateur de PLZF et EZH2 dans notre lignée

cellulaire KG1, les résultats obtenus sur des CSH murines sont différents. Nous avons ainsi pu 

mettre en évidence le rôle répresseur de PLZF sur les gènes du cycle cellulaire. Au cours de 

cette étude nous avons également montré que le rôle régulateur de PLZF passait par la 

modification de l’environnement épigénétique des gènes régulés.   

Enfin, la transformation leucémique peut passer par le détournement d’enhancer et 

souligne l’importance des interactions longues distances dans les mécanismes de régulation 

des gènes. 
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Annexe 1 : Matériel et méthodes détaillé 

 

Cell culture and transfection methods.  

Human myeloblastic cell line KG1 was maintained at exponential growth in RPMI 

supplemented with 10% foetal calf serum and 1% sodium pyruvate. 293T cells were 

maintained at exponential growth in DMEM supplemented with 10% foetal calf serum and 

1% sodium pyruvate.  

293T cells (3 × 10
6
) were seeded previous day into a 10 cm dish and transfected using 

Lipofectamine 2000 (Life Technologies) according to the manufacturer’s instructions. Cells 

were transfected with 1µg of WT or mutant PLZF and with 5µg of EZH2 or empty plamid. 

Cells were harvested 24 h later and lysed. 

 

Nuclear extracts.   

KG1 cells were harvested by centrifugation and washed twice with ice-cold 1x PBS. After 

centrifugation at 4°C for 10 minutes, the cell pellet was resuspended and incubated 10 

minutes in hypotonic buffer (10 mM Hepes, pH 7,9, 1,5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0,5 mM 

DTT and 0,5 mM PMSF). The suspension was dounced thirty to forty times in a Dounce 

homogenizer and centrifuged 15 minutes at 4°C. The nuclear pellet was resuspended in one 

volume of low salt buffer (20 mM Hepes, pH 7,9, 25% glycerol, 1,5 mM MgCl2, 20 mM KCl, 

0,2 mM EDTA, 0,5mM DTT and 0,5 mM PMSF) and one volume of high salt buffer (20 mM 

Hepes, pH 7,9, 25% glycerol, 1,5 mM MgCl2, 1,2 M KCl, 0,2 mM EDTA, 0,5mM DTT and 

0,5 mM PMSF) and left for 2 hours at 4°C. After centrifugation at 4°C and 13.000 rpm, 

nuclear extracts were kept frozen at -80°C. 

293T cells were harvested and washed twice with ice-cold 1x PBS. Pellets were resuspended 

in buffer A (10mM Hepes pH 7,9, 1,5mM MgCl2, 10 mM KCl and 0,5mM DTT,) and 

incubated 10 minutes at 4°C. After centrifugation pellets were resuspended in A* buffer 

(buffer A plus 0,2% NP40, 0,5 mM PMSF and protease inhibitors EDTA free, Roche) and 

incubated 2 minutes at 4°C. Cytoplasmic fraction was discarded and nuclear pellet was 

resuspended and incubated in buffer B (20 mM Hepes pH 7,9, 0,2 mM EDTA pH8, 420 mM 

NaCl, 25% glycerol, 0,5 mM DTT, 0,5 mM PMSF and protease inhibitors EDTA free). After 

centrifugation at 4°C and 13.000 rpm, nuclear extracts were kept frozen at -80°C. 
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Co-immunoprecipitation (Co-IP).  

Co-IP of endogenously expressed proteins was performed using KG1 cells. Nuclear extracts 

were diluted in hypotonic buffer and incubated 3 hours with 2 µg of anti-PLZF (Santa Cruz 

Biotechnology, H300) or anti-EZH2 (Active Motif, pAb, cat 39901 or AC22 antibody) 

antibody in the presence of Protein G beads using (Dynabeads, Life Technologies) and 

resulting complexes were washed, denatured and eluted according to the manufacturer’s 

instructions.  

Nuclear extracts of 293T cells were IP with the ProFound c-Myc tag IP/coIP kit (No 23 622) 

following the manufacturer’s instructions.  

 

Yeast two-hybrid system.  

The baits and preys were cloned into modified vectors (pGBT9 and pACT2 respectively, 

Clontech) using the Gateway technology (InvitrogenTM).  

Baits ans preys were then cotransformed in AH109 yeast strain (MATa, trp1-901, leu2-3, 112, 

ura3-52, his3-200, gal4Δ, gal80Δ, LYS2∷GAL1UAS-GAL1TATAHIS3,GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3∷MEL1 

UASMEL1TATA-lacZ, MEL1) by the Lithium acetate method. 

Following transformation, yeast were plated onto Synthetic Complete (SC) medium minus 

Leucine (-L), minus Tryptophane (-W) and incubated at 30°C for 4 to 5 days. Yeast clones 

were then transferred in liquid SC-WL for 3 days at 30°C with agitation to normalize the 

yeast cell concentration used for the phenotypic assay. The cells were then or directly spotted 

on nitrocellulose membrane on YPD plate for BGal assay or diluted 1/20 in water and spotted 

onto selective medium (-WHL) for phenotypic assay.  

 

Plasmids.  

The expression vectors for PLZF and PLZF mutants were previously described in 

(Boukarabila et al., 2009). The expression vector for EZH2 was obtained courtesy of Dr 

Djabali. 

 

Knockdown.  

EZH2 and PLZF knockdown were achieved using a doxycycline-induced short hairpin RNA 

(sh-RNA)-targeting EZH2 or PLZF (pTRIPZ-EZH2, openbiosystem # V2THS_63066, 

pTRIPZ-PLZF, openbiosystem # V2LHS_72096). A non-silencing sh-RNA (pTRIPZ-NS, 

openbiosystem # RHS4743) was used as control. Viral particules were produced by the 

AniRA platform (Lyon). KG1 cells were infected by spinoculation and cells containing the 
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pTRIPZ were selected on puromycine (1,75µg/mL). Knockdown of PLZF and EZH2 was 

obtained by the addition of doxycycline (2μg/ml) to the cells during 7 to 10 days.  

 

Western blotting   

WB were performed as previously described (Boukarabila et al., 2009). Briefly, nuclear 

extracts were separated on polyacrylamide gels, blotted on nitrocellulose membrane and 

incubated with different primary antibodies (see list 1).  

 

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP).  

KG1 cells were fixed in 1% formaldehyde for 8 min at room temperature with shaking. The 

reaction was quenched by 125mM glycine for 5 min at room temperature. Cells were washed 

with ice-cold 1 x PBS and resuspended in cell lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM 

EDTA, 0,5mM EGTA, 0,25% triton, 0.5mM PMSF and 1X protease inhibitor cocktail) and 

incubated on ice for 5 min to separate nuclei from cytoplasm. The cells were centrifuged at 

6000 rpm for 1 min and nuclei were re-suspended in 1 ml nuclei lysis buffer (250mM NaCl, 

50mM Tris-HCl pH 8, 1mM EDTA, 0,5mM EGTA, 0.5mM PMSF and 1X protease inhibitor 

cocktail) and incubated 15 min at 4°C. Nuclear pellets were resuspended in SDS buffer for the 

chromatin shearing (1% SDS, 10 mM Tris HCl pH8,1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.5mM 

PMSF and 1X protease inhibitor cocktail). DNA was sonicated to obtain 100-500 base pair 

fragments (ultrasonic processor, Fischer Scientific, ref 75041, 40% amplitude, 30 s on and 30 

s off for 20 minutes). The chromatin was diluted 1:7 with ChIP dilution buffer (0.6% Triton, 

0.06% NaDOC, 150 mM NaCl, 12 mM Tris.HCl pH8, 1 mM EDTA, 0,5mM EGTA, 0.5mM 

PMSF and 1X protease inhibitor cocktail) and was pre-cleared with 80 μl protein G sepharose 

beads (GE healthcare) for 2 h at 4°C with rotation before incubation with the respective 

immunoprecipitating antibody (see list 2) at 4°C overnight with shaking. Immunoprecipitated 

complexes were isolated by incubation with 100 μl of protein G sepharose for 3 h at 

4°C,washed extensively with six different buffers (wash 1 : 1% Triton-X, 0.1% sodium 

deoxycholate, 10 mM Tris-Cl pH 8, 150 mM NaCl ; wash 2 : 0.5% NP40, 0.5% sodium 

deoxycholate, 0.5% Triton-X, 10 mM Tris-Cl pH 8, 150 mM NaCl ; wash 3 : 0.7% Triton, 

0.1% sodium deoxycholate, 250 mM NaCl, 10 mM Tris.HCl pH8 ; wash 4 : 0.5% NP40, 

0.5% sodium deoxycholate, 250 mM LiCl, 20 mM Tris.HCl pH8, 1 mM EDTA ; wash 5 : 

0.1%  NP40, 150 mM NaCl, 20 mM Tris.HCl pH8, 1 mM EDTA ; wash 6 : 20 mM Tris.HCl 

pH8, 1 mM EDTA). The third Wash was omitted for PLZF ChIP. Washes were performed for 

5 minutes at 4°C with rotation and beads were collected by centrifugation at 3000 rpm, at 4°C 
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for 1 min. For sequencing, DNA was eluted with the I-Pure kit (Diagenode) following the 

manufacturer’s instructions. For qPCR, DNA was purified using chelex-100 (Bio-Rad 

Laboratories). In brief, 100 µl of a 10% chelex-100 resin solution was added to the tubes 

containing sepharose beads and the tubes were boiled at 95°C for 10 min. RNAse A (Sigma, 

R6513) was added during 10 minutes at RT before the proteinase K (Diagenode) treatment 20 

minutes at 65°C. The samples were centrifuged (13 000 rpm, 1 min) to pellet the sepharose 

beads and resin after heat inactivation of proteinase K at 100°C during 10 min.  

DNA is recovered using a QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) according to the 

manufacturer's instructions. 

 

RNA isolation and quantitative PCR 

Total RNA was extracted using the RNeasy Mini kit according to the manufacturer’s protocol 

(Qiagen). Reverse transcription was performed with 500 ng of the total RNA using the 

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche) according to the manufacturer’s 

protocol.  

 

Quantitative (q)-PCR analysis 

Quantification of ChIPed DNA or cDNA was performed by quantitative real-time PCR. DNA 

target sequences were selected based on our ChIP-Seq analyses in KG1 cells and primers 

were designed for amplifying the DNA location of interest with Primer-BLAST. Real-time 

PCR was performed using Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) 

according to the manufacturer’s instructions with the 7500 Fast Real Time PCR system (Life 

Technologies). For ChIPed DNA, IgG control “cycle over the threshold” Ct values were 

subtracted to Input or IP Ct values and converted into bound value by 2
(-(IP Ct or input Ct- IgG IP Ct))

.
 

Data are expressed as % of bound /input. Primers used are given in table 1. 

For cDNA, relative expression levels were determined by the 2 delta-delta Ct method, using 

HPRT or PBG-D as reference genes. Experiments were performed with two individual clones 

treated or not with the doxycycline. Technical triplicates are presented as mean values ± SD. 

Primers used are listed in table 2. 

 

ChIP-seqencing and data processing.   

Before sequencing, ChIPed DNA was quantified using the Qubit fluorometer method (Life 

Technologies). ChIP-seq experiments were performed on two biological replicates.  
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Sequencing and mapping.  

Libraries for sequencing after chromatin immunoprecipitation were performed according to 

the manufacturer's protocol (Illumina) either at the Montpellier GenomiX (MGX) or at 

Harvard sequencing MIT BIO MICRO. Shortly, ChIPed DNA fragments were size selected 

on an agarose gel to enrich for 350 bp fragments, adapters were ligated and libraries were 

amplified using polymerase chain reaction (PCR). Size of the amplified fragments was 

analyzed on a bioanalyzer. Libraries were multiplexed (4 or 5 per lane) and sequencing was 

performed with a HiSeq 2000 next-generation sequencing platform (Illumina) using a 40 bp 

single-end protocol. Total read counts and unique read counts are presented in table 3.  

Sequence data quality in each sample was assessed using FastQC (a quality control tool for 

high throughput sequence data, http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). 

Reads with Phred quality score less than 30 were filtered out and sample replicates were 

merged into a single fastq file. Sequences were mapped to the human genome (hg19) using 

BFAST alignment tool (ref: PMID 19907642) with default parameters.  

Mapped sequencing data (BAM files) can be down loaded from the GEO under accession 

number GSE XXXX (in process). 

In addition to our own ChIP-seq data, previously published data sets were retrieved from the 

Gene Expression Omnibus (GEO) database for re-analysis and comparisons. Sequencing 

datasets were thus retrieved for: human hematopoietic cells enriched within the immature cell 

surface marker CD34+ (HSC-CD34
+
) H3K27me3 (GSM772951), HSC-CD34

+
 H3K4me3 

(GSM773041), (HSC-CD34
+
) H3K27ac. In addition, expression data from the HSC CD34+ 

cells of healthy donor (GSM308470) and expression data from human untreated KG1 cells 

(GSM1316691) were extracted. 

 

Peak calling and annotation.  

High confidence binding sites were determined through peak calling using HOMER tool 

(Heinz, 2010 #2532) with the “factor setting” for EZH2, PLZF and PolII and the “histone 

setting” for histone marks (H3K27me3 and H3K4me3) and the appropriate input as control. 

False-discovery-rate (FDR) cutoff was set at <0.05 and both overall and local p-value cutoff 

at 0.01. To increase the accuracy of the identified ChIP enrichment sites, only peaks with ≥3-

fold tag count enrichment compared to both input control and local tag density (on region of 

10kb around putative peak) were considered for downstream analyses with an additional filter 

of peak scores ≥3. Moreover, for all ChIP-seq datasets, tag counts were normalized by the 

total number of mapped tags such that each directory contains 10 million reads.  
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In order to identify genes that contain enriched regions or peaks, we used HOMER annotate 

Peaks tool on BED files containing the retained peaks of each sample. We identified therefore 

all target genes and the distance of every peak to the nearest TSS (Transcription Start Site). 

Binding sites were at considered the promoters if they were found at +/- 1kb of the TSS. 

Binding sites were considered at the gene body if they could be detected between 1-kb 

upstream of the TSS and the Transcription End Site (TES). 

 

Visualization and plotting enrichment profiles on genomic features.  

Heatmap visualisation of ChIP enrichment at EZH2 and PLZF-enriched non-redundant 

transcripts was performed using ngs.plot (version 2.47; ref: 

http://www.biomedcentral.com/1471-2164/15/284).  

Plotting of the enrichment profiles were done by ranking the genes using K-means clustering 

method (here set up at 6 clusters). The average profiles were calculated using the mean read 

coverage among the gene bodies in each resulted cluster. Quantification of ChIP enrichment 

for profile plots was performed using the mean (factor binding) or median (histone marks) 

enrichment signal for each gene. The regions used to calculate enrichment signals were 

different for EZH2 and for H3K4me3 heatmap figure and correspond to “promoter -proximal 

regions” (defined as -2000 bp to the TSS) for EZH2 and an H3K4me3 region (first 33% of 

the gene body) for H3K4me3. The calculated enrichment signal for each gene was then mean 

smoothed using a 40-gene sliding window across all genes and average profile plots 

generated in R. 

 

Expression data  

To explore gene expression in both KG1 and HSC CD34+ cells, we retrieved publicly 

available expression data. To determine if a gene was expressed or not (present or absent), we 

used the “ABS_CALL” values determined by the Affymetrix GeneChip with “Detection Call” 

algorithm described by (Liu et al., 2002). The corresponding probe set is present (flagged “P”, 

p-value ≤ 0,05), absent (flagged “A”, p-value > 0,066) or marginal (flag “M”, 0,05 ≤ p-value 

≤ 0.065). 

 

List 1: Antibodies used for Western Blot 

Anti-EZH2 BD Biosciences # 612666 (1/1000), anti-PLZF H300 (Santa Cruz Biotechnology, 

1/2000), anti-LSD1 (Active Motif, cat 39186, 1/5000), anti-BMI1 (Abcam, 1.T.21, 1/500), 

EZH1 (Abcam, ab13665, 1/500), anti-MLL1 (Millipore, N4.4, 1/400), anti-WDR5 (Active 
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Motif, cat 61485, 1/1000), anti-H3K27me3 (Millipore, cat 07-449, 1/500), anti-H3K4me3 

(Diagenode, pAb-003-050, 1/1000), anti-Tubulin (Sigma Aldrich, DM4A, 1/5000), anti-H3 

(Active Motif, 39163, 1/10000). 

 

List 2: Antibodies used for ChIP 

4 μg of anti-PLZF (H300, Santa Cruz Biotechnology) or 10 μL of anti-EZH2 (Active Motif, 

pAb, cat 39901) or 2µg of anti-H3K27me3 (Abcam, ab6002) or anti-H3K4me3 (Diagenode, 

pAb-003-050) or 8µg PolII (N20X, Santa Cruz Biotechnology) or 4µg of H3K36me3 

(Abcam, ab9050) were used for ChIP. 

 

Table 1:  

a) Primers used for ChIP-qPCR (EZH2 and PLZF ChIP) 

Gene Forward primer Reverse primer 

GAPDH ACTCACCCTGCCCTCAATATC AGACAGTGTGCCTTTCATTCCAT 

SIX4 GCCACGCAGTCACCATTAAG TAGTATGCAGCAACCGGAGG 

MYO6 AAAGTAAATGCGTCGGCGAG GCCATTCGGTCTTTGGAGGA 

NEO1 CACAATTGCCCGCTCACAAC CAGATACGATCACTCCGAGCC 

ASXL2 CATTCCCACAGGGATCGCAA AGGGAAAGGGAGGTCACTGG 

RARA AGTGAAACCTTCAGCCCAGG TTTCCACTTCCTGCCGTGAC 

RARA (K4 

peak) CCGCTGGGAACTTCTGTTCT GGCTAGTCCGTTGAGCATCC 

RUNX2 

(EZH2 peak) TAAGATGGGAGGGCGTGAGA TAGAATGCCTCCCCCTCGAA 

RUNX2 

(PLZF peak) CATCCTGTGCCCCAACTGTA ATGGGCTGGCTGAGTAAAGG 

SPI1 GGGTCATGAGGTCACTTGGG GGAAGCTGACACAGGCTCTT 

CCND3 GACACCAAGCCCGACAGTAA TTCCTGTCAGTTAACCCGGC 

ELMO1 AAGCCTGTCACTCGGTGATG CTGTGGCTTCGAGTCTGGTT 

ID2 CCCACACTAAGCCTGTCGTC ACGTTTGTAGAGTGAGTTCGTCT 

CALY AAATAGCTCACAGGCGGCTC GCATCCTCCGCATCCACAT 

KLF3 ACTAGCCATTGGAATGGGGC CAAGCAGCAGAGACCTTCCT 

P16 Described in (Kia et al., 2009)  
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Table 2: Primers used for cDNA RT-Q-PCR 

Gene Forward primer Reverse primer 

PLZF TTCATCCAGAGGGAGCTGTT CCGTACGTCTTCATCCCACT 

EZH2 Described in (Shen et al., 2012)  

HOXA9 TGTCCCACGCTTGACACTC GGGTTATTGGGATCGATGGG 

RUNX1 GGTTTCGCAGCGTGGTAAAA GCACTGTGGGTACGAAGGAA 

MYC CCTTCTCTCCGTCCTCGGAT CTTGTTCCTCCTCAGAGTCGC 

MEIS1 GCGCAAAGGTACGACGATCT TACTGATGCGAGTGCAGAGG 

DUSP6 CCTGGAAGGTGGCTTCAGTA CGGTCAAGGTCAGACTCGAT 

GFI1 TCCACACTGTCCACACACCT CTTGAAGCCTGTGTGTTTGC 

JAK2 GCTGGTCGGCGTAATCTAAA TGCCAGATCCCTGTGGATA 

RARA CTGCGAGCATCACAGGACAT GGGTTGGGGGATGTCTCAAG 

SPI1 ACAGGCGTGCAAAATGGAAG GAAGTCCCAGTAATGGTCGCT 

ID2 TGTGGCTGAATAAGCGGTGT GGTCCATTCAACTTGTCCTCCT 

SMAD7 GGGGGCTTTCAGATTCCCAAC TTGAGCTGTCCGAGGCAAAA 

HPRT GACCTTGATTTATTTTGCATACC CGAGCAAGACGTTCAGTCCT 

PBG-D TGGGCAACTGTACCTGACTG TCGTGGAATGATACGAGCAG 

 

 

Table 3: Unique and Total read counts for EZH2, PLZF, H3K27me3 and H3K4me3 ChIPs 
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Résumé de la thèse 
Les protéines du groupe Polycomb (PcG) sont des facteurs épigénétiques dont le rôle est de maintenir 

la répression de leurs gènes cibles au niveau de la chromatine via la modification des protéines 

histones. EZH2 est une protéine clé dans les mécanismes de régulation puisqu’elle catalyse la mise en 

place de la marque répressive H3K27me3. Dans le cadre de ma thèse, je me suis intéressée au modèle 

des leucémies aiguës myéloïdes (LAM) dans lesquelles, contrairement à d’autres pathologies 

myéloïdes, des mutations affectant EZH2 ou des membres Polycomb ne sont retrouvées que très 

rarement (˂1%). Des études ont montré que dans ce type de leucémies, de nombreux gènes cibles 

d’EZH2 sont dérégulés bien que son activité répressive soit toujours présente, mettant en évidence 

d’éventuels défauts de recrutement de cette protéine. Parmi les facteurs de transcription susceptibles 

de réguler l’association des protéines PcG à la chromatine, se trouve PLZF qui est un candidat 

intéressant. En effet, le laboratoire a mis en évidence une interaction entre PLZF et la protéine 

Polycomb BMI-1 et a montré que la distribution génomique de PLZF concorde avec celle de certains 

composants des Polycomb. L’objectif de mon travail de thèse a donc été de déterminer dans quelle 

mesure PLZF intervient dans le recrutement ou l’activité d’EZH2. J’ai pour cela étudié l’interaction 

fonctionnelle entre PLZF et EZH2 à la chromatine dans un modèle cellulaire de LAM. Après avoir 

montré que les deux protéines interagissent in vivo, j’ai montré par des expériences de ChIP-seq que 

PLZF et EZH2 régulent un groupe de gènes communs. De façon intéressante et contrairement aux 

résultats attendus, les gènes cibles de PLZF sont majoritairement associés à la marque histone 

activatrice H3K4me3 et à une transcription active. Par ailleurs, nos résultats montrent également que 

la localisation génomique de PLZF (promoteur versus gene body) influence le niveau d’expression des 

gènes. Enfin, nous avons montré que PLZF régule les gènes bivalents de façon différente des autres 

gènes puisque dans ce cas particulier, PLZF a un effet répresseur. Ces résultats apportent donc de 

nouveaux éléments dans la compréhension des mécanismes de la régulation épigénétique impliquant 

PLZF et EZH2. Ces travaux m’ont permis de prendre part à deux projets collaboratifs au cours 

desquels nous avons exploré de façon plus poussée la régulation hématopoïétique normale et 

leucémique. Le premier projet a permis de mettre en évidence le rôle régulateur de PLZF sur les gènes 

du cycle cellulaire dans les cellules souches hématopoïétiques lors de l’hématopoïèse normale. Le 

second projet a révélé un nouveau mécanisme épigénétique de dérégulation de l’oncogène TAL1 dans 

le cas de patients atteints de leucémies aiguës lymphoïdes T. Dans son ensemble, mon travail a donc 

permis de mettre l’accent sur des mécanismes épigénétiques originaux qui régulent le système 

hématopoïétique et qui se retrouvent dérégulés dans les hémopathies malignes. 

 

Abstract 

Polycomb group (PcG) proteins are epigenetic factors which play a major role in maintaining 

epigenetic silencing via histone modifications at the chromatin level. EZH2 is a key regulator that 

catalyzes the trimethylation of H3K27, which is a repressive mark. During my PhD, I was interested in 

the acute myeloid leukemia (AML) model in which, unlike other myeloid malignancies, EZH2 or 

other PcG protein mutations are very rare (˂1%). Studies have shown that in this type of leukemia, 

many of EZH2 target genes are deregulated although its repressive activity is still present highlighting 

possible EZH2 recruitment defects. Among the transcription factors that regulate the association of 

PcG proteins to chromatin, the transcription factor PLZF is an interesting candidate. Indeed, the 

laboratory has demonstrated an interaction between PLZF and the Polycomb protein BMI -1 and 

showed that the genomic distribution of PLZF is consistent with that of some Polycomb components. 

The aim of my thesis was therefore to determine in which extent PLZF is involved in the recruitment 

or activity of EZH2.  I studied the functional interaction between PLZF and EZH2 at the chromatin 

level in a cellular model of human AML. After showing the in vivo interaction between the two 

proteins, ChIP -seq experiments showed that EZH2 and PLZF regulate a group of common genes. 

Interestingly and contrary to the expected results, PLZF target genes are mostly associated both with 

the active histone mark H3K4me3 and with an active transcription. Furthermore, our results also show 

that the genomic localization of PLZF (promoter versus gene body) influences the expression level of 

genes. Finally, we have shown that PLZF regulates bivalent genes differently from other genes 

because in this particular case, PLZF had a repressive effect. These results bring new elements for the 

understanding of epigenetic regulation mechanisms involving PLZF and EZH2. These results were

also integrated in two collaborative projects that have allowed us to explore more extensively the 

regulation of normal and leukemic hematopoiesis. The first project highlighted the PLZF regulatory 

role on cell cycle genes in hematopoietic stem cells during normal hematopoiesis. The second project 

revealed a new mechanism of epigenetic dysregulation of the TAL1 oncogene in the case of patients 

with T acute lymphoblastic leukemia. Overall, my work focused on original epigenetic mechanisms 

that regulate hematopoietic system or, and that are dysregulated in malignant hematopoiesis. 

 


