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Dynamique des interactions chromatiniennes
et commutation de I'expression des genes (3-globine

L’ensemble des génes [B-globine est
sans doute la plus étudiée des
familles multigéniques pour les-
quelles ils constituent un modele
exemplaire: organisés dans l’ordre
de leur expression au cours du déve-
loppement, ils sont tous sous le
controle d’un élément régulateur
puissant, le LCR (pour locus control
region) situé loin en amont, lui-méme
constitué de cingq sites hypersensibles
a la DNase-I (HS) [1]. De nombreux
travaux, utilisant diverses construc-
tions exprimées en lignées cellulaires
ou chez des souris transgéniques, ont
progressivement permis un consen-
sus sur certaines données [2]. Le
pouvoir d’activation transcriptionnel-
le du LCR est concentré dans les sites
HS2, HS3 et HS4, et dans une région
de 200-300pb de chacun d’eux. Si
chacun de ces trois sites a une activi-
té enhancer, cette activité n’est cepen-
dant que partielle, et chacun des
génes requiert une construction com-
portant I’ensemble des sites pour sa
pleine expression. Par ailleurs,
I’expression successive des genes (le
switch des Anglo-Saxons) est réglée
par un mécanisme de compétition
polaire: le géne 3, quoique transcrip-
tionnellement compétent a toutes les
étapes du développement, n’est
cependant pas exprimé dans les cel-
lules embryonnaires; plus proches
du LCR, le géne embryonnaire &,
puis les génes faetaux °y et 4y s’expri-
ment d’abord; c’est leur extinction
autonome qui permettra l'activation
du géne B. La nature des interactions
chromatiniennes entre sites distants
responsables de ces activations suc-
cessives a fait I’objet d’hypothéses
diverses. Une synthese de ].D.Engel,
en particulier, les expliquait par une
dissociation du LCR, considéré non
comme une entité globale mais com-
me un ensemble synergique de
modules régulateurs doués chacun
de propriétés spécifiques et activant
simultanément différents geénes [3].
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Un travail récent, mené selon une
approche originale, visualisant in vivo
Pactivité transcriptionnelle des geénes
qui sont en compétition pour une
activation, propose un modele dyna-
mique différent des interactions
chromatiniennes et rend sans doute
mieux compte des données. Dans ce
modele, les différents éléments du
LCR forment un holocomplexe sus-
ceptible d’interagir avec les séquen-
ces régulatrices proximales de cha-
cun des genes compétents [4]. Chez
des souris transgéniques ayant inté-
gré une seule copie du locus (B-globine,
les auteurs ont pratiqué des hybrida-
tions n situ des tissus érythroides;
I'emploi de sondes introniques yet 8
a permis d’hybrider les transcrits pri-
maires intranucléaires dont la demi-
vie se compte en minutes; ils appa-
raissent sous la forme de deux foyers
fluorescents chez les animaux trans-
géniques homozygotes (un seul chez
les hétérozygotes) et sont de ce fait
les indicateurs d’une activité trans-
criptionnelle récente, alors que les
ARNm correspondants, détectés tous
deux dans le foie foetal mais de demi-
vie relativement longue, ne le sont
pas. Au jour 12 de la vie embryonnai-
re (jE12), I’emploi simultané de
sondes spécifiques des génes y et
montre qu’a coté de cellules ne
s’hybridant qu’a I'une des deux
sondes (58 % environ a la sonde S et
9 % ala sonde y) il existe dans le tiers
restant des cellules des transcrits pri-
maires pour les deux genes; le
double signal peut exister sur le
méme chromosome, le plus souvent
cependant on constate qu’'un chro-
mosome est en cours de transcription
du geéne y et l'autre du géne f, mal-
gré un environnement transactiva-
teur qui est évidemment le méme.
Cette activation transcriptionnelle
apparemment aléatoire d’un géne ou
de l'autre, mais d’un seul, pouvait
étre le fait d’'un déplacement pro-
gressif de l'interaction entre LCR et

promoteurs; il pouvait aussi résulter
d’un va-et-vient permanent (flip-flop),
le double signal témoignant alors
d’'une breve période de chevauche-
ment qui serait fonction de la demi-
vie des transcrits primaires. Les
auteurs ont cherché a conforter la
seconde hypothése par une série
d’expériences.

1. Une activation alternante des
génes yet B doit permettre I'accumu-
lation dans le cytoplasme des ARNm
correspondants, identifiables par leur
hybridation a une sonde exonique.
Une sonde exonique 8 a été ajoutée
aux deux sondes introniques précé-
dentes pour I'étude d’'un embryon
hétérozygote pour le locus B-globine
humain au jE12,5. Un nombre non
négligeable de cellules ont été trou-
vées, qui montraient une transcrip-
tion en cours du gene ), mais pas du
géne f, en méme temps qu’une accu-
mulation cytoplasmique d’ARNm f
synthétisé préalablement. Si on
admet la notion classique d’une
demi-vie du transcrit primaire de
I'ordre de 4-5 minutes, mais qu’il est
encore détectable in situ pendant
deux ou trois demi-vies, le temps de
chevauchement devrait étre environ
10-15 minutes.

2. Une hypotheése était celle d’un
double signal dii a une duplication
pendant la mitose, donc en phase
G2. Les auteurs I'ont écartée en puri-
fiant les cellules en phase G1 et G2:
aucune différence n’a été observée
entre les deux populations.

3. Il restait a situer le phénomene dans
le contexte des modifications connues
au cours du développement ontogé-
nique; pour ce faire, les auteurs ont
examiné I’état transcriptionnel de cel-
lules individuelles a différentes étapes
de ce développement. A jE10, les éry-
throcytes sont encore embryonnaires
et nucléés; on y retrouve une hétéro-
généité des signaux &/y avec une pro-
portion relativement élevée de cellules

en chevauchement témoignant d’'une
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Figure 1. Représentation schématique des deux modéles proposés par J.D.
Engel et le présent travail pour expliquer la modification des interactions
chromatiniennes au cours du développement et I’'expression successive po-
laire des différents génes. A. Dans le modéle de J.D. Engel [3], et dans le pré-
sent travail, les différents sites hypersensibles (HS) du LCR interagissent si-
multanément avec les promoteurs de plusieurs genes. Avec les génes
embryonnaires et foetaux la régulation est d’abord positive, puis négative
quand intervient la régulation positive du géne [3-globine par HS4. B. Dans le
modeéle proposé ici [4], le LCR forme un holocomplexe qui agit alternative-
ment par un mécanisme de flip-flop avec des génes adultes et foetaux au mo-
ment de la transition; la périodicité de I'alternance, fonction du milieu am-
biant et des facteurs transactivateurs, conditionne le changement
d’expression des génes dans la cellule.

Tableau |
A. HYBRIDATION DES TRANSCRITS PRIMAIRES
jE10 JE11 JE12
€ seulement ~5%

y seulement ~ 50 % 27 % 9%
3 seulement 35% 58 %
B. TEMPS CALCULE D’HYBRIDATION D'UN GENE
DANS LE MECANISME FLIP-FLOP

€ 4 min
Y 30 min ND 16 min
B 45min 80 min

En | A sont donnés les pourcentages de cellules n‘exprimant qu’un seul gene a des étapes succes-
sives du développement, toutes les autres cellules expriment donc deux génes simultanément, € et
y a JE10, puis y et B a partir de jE11. En | B les temps respectifs, calculés, d’hybridation des diffé-
rents génes. On constate a jJE10 que le complexe formé avec le géne ¢ est relativement instable. Par
ailleurs, les proportions relatives y/3 se modifient entre jE11 et jE12. Au total, on constate au cours
du développement une diminution du temps d’interaction avec le géne y en méme temps qu’une
augmentation du temps d’interaction avec le gene . ND: non déterminé.

moindre stabilité du complexe
LCR-¢. A jE11, ce sont les génes yet
qui sont transcrits, mais les propor-
tions différentes de celles de jE12
démontrent un processus en change-
ment permanent reflétant la modifica-
tion de composition des facteurs de
transcription.

Il y a donc dans ces données expéri-
mentales un faisceau convergent

s d’arguments en faveur d’un mécanis-

106

me dynamique de boucle au cours
duquel le LCR, unité fonctionnelle
unique ou holocomplexe, n’activerait
jamais qu'un seul gene a la fois, la dis-
tribution étant aléatoire et la propor-
tion fonction des facteurs transactiva-
teurs présents dans le milieu cellulaire
(figurel). Les données obtenues per-
mettent-elles d’apprécier quantitative
des temps de flip-flop et de comprendre
dans quelle mesure ils refletent le déve-

loppement? On a vu, d’apres la demi-
vie du transcrit primaire et son temps
de décroissance, que la durée d’un
chevauchement est de I'ordre de 10-
15minutes et se traduit par un double
signal. On peut, par ailleurs, savoir a
chaque étape combien de cellules ne
transcrivent qu’un gene, combien en
transcrivent deux et combien, en parti-
culier, présentent un double signal sur
le méme chromosome. Le rapport de
cette derniére fraction, dont on
connait la durée, a chacune des popu-
lations ne transcrivant qu’un seul gene,
permet de calculer approximativement
par extrapolation la durée d’activation
transcriptionnelle d’un géne sur un
chromosome; ces durées sont inégales
pour les deux génes en compétition, et
se modifient au cours de I’évolution
(Tableaul). Ce seraient donc des cycles
multiples d’association et de dissocia-
tion entre le LCR et chaque géne, dont
la périodicité change a chaque étape
en fonction du contexte transactiva-
teur cellulaire qui, finalement, expli-
queraient 'expression successive des
génes au cours du développement. Ce
modeéle, validé sur le locus [-globine,
devrait se retrouver dans d’autres
familles multigéniques. Il est intéres-
sant de noter que par une approche
totalement différente — délétion du site
HS2 in wvitro chez la souris, et analyse
des modifications et expression des
genes de globine — une autre équipe
remet également en question le mode-
le de Engel d’'une action individuelle
de chaque HS et aboutit a la conclu-
sion d’une action globale de
I’ensemble du LCR [5].
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