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Eléments isolateurs
et protéines nucléaires
a domaine BTB/POZ

Le domaine BTB/POZ est un module d’interaction pro-
téine/protéine phylogénétiqguement conserve. Il est présent
dans des protéines cytoplasmiques participant vraisembla-
blement a I'organisation du cytosquelette et dans des pro-
téines nucléaires, dont plusieurs semblent impliquées dans
la cancérogenése humaine. Les protéines nucléaires a
domaine BTB/POZ interagissent souvent (directement ou
non) avec I’ADN et participent au controle de I'expression
des genes. Chez la drosophile, certains des éléments cis-
régulateurs de I’ADN recrutant des protéines nucléaires a
domaine BTB/POZ (codées par les genes mod(mdg4) et
trithorax-like) sont des isolateurs (insulators), c’est-a-dire des
séquences qui ne reglent pas directement I'activité des
promoteurs, mais les protégent de l'influence d’éléments
stimulateurs (enhancers) ou répresseurs (silencers) de la
transcription. Des approches génétiques et biochimiques
suggeérent que les protéines nucléaires a domaine
BTB/POZ, en particulier celles codées par mod(mdg4) et
trithorax-like, sont capables de moduler la structure chroma-
tinienne. De plus, nombre d’entre elles forment, in vitro
et/ou in vivo, des complexes homo-multimériques capables,
au moins dans certains cas, de rapprocher des éléments cis-
régulateurs éloignés sur ’ADN. Ces propriétés pourraient
contribuer a expliquer la fonction de certaines d’entre elles
dans la régulation des éléments isolateurs.

hez les eucaryotes, la trans-
cription est souvent réglée
par des motifs contenus
dans un court segment
d’ADN (appelé promoteur)
adjacent au site de début de la trans-
cription et par des éléments plus éloi-
gnés (les éléments distaux, ED) qui,
en amont ou en aval, stimulent
(enhancer) ou diminuent (silencer)

I’activité du promoteur. La régulation
transcriptionnelle propre a chaque
gene suppose donc une communica-
tion préférentielle ou exclusive entre
son (ses) promoteur(s) et certains élé-
ments distaux. Or, les éléments dis-
taux ne sont souvent pas intrinséque-
ment capables de «choisir» un
promoteur puisqu’ils peuvent agir a
longue distance (potentiellement
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supérieure a la taille du géne) et
géneralement sans spécificité absolue,
comme le montre la fonctionnalité de
nombreuses combinaisons artificielles
éléments distaux/promoteur. Ce
risque d’interférence entre les régula-
tions des génes implique I'existence
d’une autre catégorie d’éléments de
régulation assurant la spécificité et,
éventuellement, la modulation au
cours du développement de la com-
munication éléments distaux/promo-
teur, selon deux mécanismes possibles:
en favorisant les communications adé-
quates ou en empéchant les commu-
nications indésirables. Les séquences
capables d’empécher les communica-
tions indésirables sont regroupées
sous le nom d’isolateurs (insulators).
Un isolateur n’excerce en lui-méme
aucune influence sur I'activité du pro-
moteur (ce qui le distingue des élé-
ments distaux classiques). En
revanche, il «coupe» la communica-
tion entre un élément distal et un pro-
moteur lorsqu’il est intercalé a peu
prés n’importe ou entre eux deux.
Son effet n’est donc pas dépendant de
sa distance par rapport a I’élément
distal ou au promoteur, mais de la
position relative des trois éléments
(figure 1). Les isolateurs constituent
ainsi de véritables bornes délimitant la
«zone d’influence» génomique d’un
élément distal. L’activité isolatrice d’'une
séquence est testée de deux fagons: en
I'intercalant entre un élément distal
(généralement un enhancer) et pro-
moteur pour examiner sa capacité a
couper leur communication (enhancer
blocking assay) et/ou en la plagant de
part et d’autre d’un transgeéne, pour
évaluer son aptitude a le protéger des
«effets de position » (régulation, sou-
vent négative, due au contexte chro-
matinien du site d’insertion). Les iso-
lateurs pourraient permettre de
mieux contréler le niveau et la spéci-
ficité tissulaire de I’expression d’un
transgéne, notamment en thérapie
génique [1-6].

Régulation d’éléments
isolateurs

ar des protéines
a domaine BTB/POZ

mod(mdg4) et I'isolateur de gypsy

Des isolateurs existent chez la plu-
part des eucaryotes [1]. Grace aux
approches génétiques, c’est principa-
m/s n°4, vol. 17, avril 2001

Figure 1. Propriétés des isolateurs. Le promoteur (P) correspond aux
séquences adjacentes au site d’initiation de la transcription d’un géne. Seul,
le promoteur permet généralement une expression faible si le géne est
«extra-chromosomique » (présent sur un plasmide) et dépendante de son
contexte lorsqu’il est intégré dans I’ADN cellulaire. La présence d’un enhan-
cer (E) stimule le promoteur, tandis qu’un isolateur (I) n’a aucun effet. Cette
construction distingue donc enhancer et isolateur. L’insertion d’un isolateur
entre enhancer et promoteur «coupe» leur communication et diminue
I’expression du géne. Ce type de construction constitue la stratégie classique
pour examiner I'effet isolateur d’'une séquence d’ADN (enhancer blocking
assay). Toutefois, il est insuffisant, puisqu’un silencer (S) en lieu et place de
I'isolateur conduira aussi a une inhibition. Afin de déterminer si une
séquence est un isolateur ou un silencer, il faut la placer en amont de
I’enhancer ou en aval du promoteur: le silencer continuera a fonctionner,
tandis que l'isolateur, dont I'activité dépend de son intercalation entre
enhancer et promoteur, sera inactif. L’encadrement d’une construction par
deux isolateurs permet en théorie de protéger le transgéne des effets de
position c’est-a-dire de I'influence d’éléments de régulation au voisinage de
son site d’intégration. Le promoteur ne subit alors que I'influence des élé-
ments de régulation présents entre les deux isolateurs (E1), mais est insen-
sible a celle des éléments a I'extérieur de ce «domaine» (S et E2). L’expres-
sion d’un tel transgene est donc indépendante de son site d’intégration, ce
qui constitue le second test pour authentifier un isolateur.

lement la drosophile qui permet
d’en développer I'étude. L’isolateur
prototype de drosophile est celui du
rétrotransposon gypsy: la présence de
gypsy entre un enhancer et un promo-
teur diminue ou élimine la stimula-
tion par cet enhancer, tandis que
I’effet d’enhancers situés du méme
coté que le promoteur par rapport a
gypsy n’est pas modifié [7-9]. Par
exemple, la présence de gypsy en
amont du géne de pigmentation yel-
low (y) provoque une décoloration
spécifique des ailes et du corps
(mutation y?), précisément la ou

I’expression de y est contrblée par
des enhancers séparés du promoteur
de y par gypsy [7, 9] (figure 2).

La fonction isolatrice de gypsy, plus
générale vis-a-vis des enhancers que
des silencers [10-12], est reproduite
par un morceau de gypsy de 340pb
constitué d’une répétition (impar-
faite) de douze motifs d’'une dou-
zaine de paires de base chacun [9].
La recherche de mutations affectant
la fonction isolatrice de gypsy (ou de
ses douze répétitions) a conduit au
clonage de deux génes: I'un, su(Hw)
code pour une protéine contenant
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Mod(mdg4)

Figure 2. Le rétrotransposon gypsy et la mutation yellow?. La mutation yel-
low? (y?) est provoquée par la présence du rétrotransposon gypsy dans la
régions 5’ (régulatrice) du géne de pigmentation yellow. L’expression yellow
dans les différents tissus est spécifiée par des enhancers distincts (E). Chez
les animaux y?, I'expression de yellow est affaiblie dans les tissus (cuticule
du corps et lame de l'aile) ou elle est normalement stimulée par les deux
enhancers (E1 et E2) séparés du promoteur de yellow par gypsy, tandis que
I'expression dans les autres tissus (et par conséquent I'effet des enhancers
correspondants E3-5) n’est pas affectée. Gypsy présente donc une activité
isolatrice, reproduite par la répétition, située un peu en amont de la région
LTR (long terminal repeat) 5°, d’un motif nucléotidique reconnu par la pro-
téine Su(Hw) qui recrute les produits de mod(mdg4). L’isolateur de gypsy
fixe vraisemblablement un multimére (de stoechiométrie inconnue) du com-

plexe Su(Hw)/Mod(mdg4).

douze doigts & zinc C,H, et fixant
directement les motifs répétés.
L’autre, mod(mdg4) code pour une
vingtaine d’isoformes recrutées (au
moins pour certaines) sur I’isolateur
de gypsy par leur interaction physique
avec Su(Hw) [9] (figure 2). Ces deux
genes jouent des roles complémen-
taires dans I’activité isolatrice de
gypsy : l'inactivation de su(Hw)
entraine I’élimination de cette acti-
vité dans toutes les combinaisons élé-
ments distaux/promoteur étudiées;
en revanche, des mutations affaiblis-
sant la fonction de mod(mgd4) (son
inactivation compléte est létale pour
I’embryon) conduisent a un phéno-
type plus variable selon le géne héte
de gypsy. Chez les animaux portant la
mutation y?, I'inactivation partielle de
mod(mdg4) généralise I’effet de gypsy,
puisque la décoloration affecte tous
les tissus, suggérant que gypsy bloque
alors I'effet de tous les enhancers, y
compris ceux situés plus pres du pro-
moteur que gypsy. Cette altération
suggére que si su(Hw) est nécessaire a
I’effet anti-enhancer de gypsy,
mod(mdg4) impose une direction a cet
effet, lui conférant par conséquent

s S€S propriétés d’isolateur [9].
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trl et I'isolateur de even-skipped

D’autres auteurs se sont intéressés au
promoteur du gene de Drosophile
even-skipped (eve). lls montrent ainsi
que, dans une construction artifi-
cielle contenant un enhancer (baptisé
IAB-5 et contrélant normalement
I’expression du gene homeéotique
Abd-B) et deux exemplaires du pro-
moteur de eve (Peve, chacun couplé a
un gene distinct), seul le promoteur
le plus prés de IAB-5 est stimulé
(figure 3) [13, 14]. Cette «préférence
proximale», que I'on n’observe nul-
lement, dans les mémes conditions,
avec deux exemplaires du promoteur
du géne white(w) (Pw) suggere qu’un
élément isolateur dans Peve coupe la
communication 1AB-5/promoteur
distal. Un court motif GAGA de Peve
reconnu par le facteur de transcrip-
tion Trl (trithorax-like/facteur Gaga),
initialement identifié par sa fixation
au promoteur du géne ultrabithorax,
est nécessaire a I’activité isolatrice de
Peve, tandis que I’inactivation par-
tielle du géne trl affaiblit cette acti-
vité. De plus, un promoteur hybride
fusionnant Peve & la partie 3’ de Pw
présente une activité isolatrice, a

condition que le motif GAGA amené
par sa partie Peve soit intact. Ces
résultats indiquent que le couple
motif GAGA/facteur Trl exerce
I’activité isolatrice de Peve [14].

mod(mdg4) et trl:
deux robles distincts ?

Les produits des génes trl et
mod(mdg4) sont impliqués dans I’acti-
vité d’éléments isolateurs. Leur fonc-
tion semble a priori différente: I'inac-
tivation partielle de trl diminue I'effet
isolateur de Peve, tandis que celle de
mod(mdg4) exacerbe, en I’étendant a
tous les tissus, I’extinction par gypsy
de I’expression de y. Cependant, a la
différence de ce qui est observeé vis-a-
vis de y, I'inactivation partielle de
mod(mdg4) élimine simplement I’effet
isolateur de gypsy quand celui-ci est
présent dans les régions régulatrices
d’autres genes [3, 7, 15, 24]. De plus,
un examen attentif du phénotype
induit par I'inactivation partielle de
mod(mdg4) montre un effet ambiva-
lent sur la mutation y2:si une dépig-
mentation globale est observée dans
tous les tissus lorsque la fonction de
mod(mdg4) est affaiblie, elle n’affecte
pas uniformément toutes les cellules,
puisque, sur le corps, des ilots de cel-
lules ayant recouvré une pigmenta-
tion normale parsement le «fond»
de cellules décolorées. Cette expres-
sion «mosaique » (variegated) indique
que, dans certaines cellules, I’effet
isolateur de gypsy est perdu de facon
stable au cours des divisions cellu-
laires [7, 16]. Toutes ces données
peuvent s’interpréter ainsi: en
I'absence de trl et de mod(mdg4), Peve
et gypsy, respectivement, perdent leur
fonction isolatrice. Cependant, alors
que, dans ces conditions, Peve devient
«neutre», gypsy acquiert une activité
répressive sur certains promoteurs,
notamment celui de y. Cette activité
expliquerait I'apparente «bidirectio-
nalisation », dans y, de I'effet anti-
enhancer de gypsy lorsque les muta-
tions y? et mod(mdg4) sont combinées
[7, 15].

mod(mg4) et trl
codent pour des protéines
a domaine BTB/POZ

Les produits des génes mod(mg4) et trl
présentent une ressemblance structu-
rale: I’extrémité amino-terminale des
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Peve

R1 R2

GAGA TATA TATA GAGA

Figure 3. Le promoteur du géne even-skipped contient un élément isolateur.
Une construction contenant deux copies du promoteur du géne even-skip-
ped de drosophile (Peve, chacun couplé a un gene rapporteur distinct, R1 et
R2) et un enhancer (IAB-5) est intégrée dans le génome de la drosophile.
Dans I’embryon transgénique, R1 est bien plus fortement exprimé que R2, ce
qui signifie que seule la copie proximale de Peve est efficacement stimulée
par IAB-5. Cette «préférence proximale» est causée par I'existence d’un élé-
ment isolateur (I) dans Peve qui coupe la communication entre IAB-5 et la
copie distale de Peve et correspond a un motif GAGA reconnu par le facteur
Trithorax-like (Trl). Notons que dans cette construction, le motif GAGA du
promoteur proximal est plus prés de IAB-5 que son motif TATA. Cette orien-
tation conduit non seulement a I'isolation du promoteur distal, mais égale-
ment a I'«auto-isolation» du promoteur proximal lorsque celui-ci est un
dérivé du promoteur de white artificiellement greffé des motifs GAGA et
TATA. Cette «auto-isolation» n’est pas observée pour Peve, ce qui suggere
une coopération entre les deux motifs dans un promoteur naturel.
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Figure 4. Un isolateur coupe la communication enhancer/promoteur sans
inactiver I’enhancer. Une construction artificielle intégrée au génome de la
Drosophile contient deux promoteurs (P1 et P2) (couplés a des génes diffé-
rents) et deux enhancers (E1 et E2), chacun stimulant I’expression dans une
région distincte de I’embryon [10]. A. En I’'absence d’élément isolateur, E1 et
E2 stimulent tous deux & la fois P1 et P2. B. Si un isolateur est inséré entre
El et E2, E1 ne stimule plus P2, ni E2 P1, mais P1 est toujours stimulé par E1,
et P2 par E2, ce qui indique que ces deux enhancers ne sont pas inactivés par
la présence de l'isolateur. Cette situation peut méme conduire a une
meilleure stimulation de P1 par E1 (et/ou P2 par E2) [3, 13], comme si I'effi-
cacité des enhancers augmente parfois dés lors que, grace a l'isolateur, ils ne
se «partagent» plus entre plusieurs promoteurs. Les isolateurs peuvent
donc, en spécialisant les enhancers, favoriser leur communication avec les
promoteurs. Il est possible que les enhancers «oscillent» bilatéralement
pour établir un contact direct mais intermittent avec un promoteur [3, 58].
Entouré par plusieurs promoteurs, I’enhancer subirait une pulsation dont le
rythme dépendrait de la position de chaque promoteur et/ou de séquences
déterminant leur affinité pour I’enhancer partagé. L’isolateur pourrait définir
une limite pour I'oscillation de I’enhancer, favorisant ainsi I'interaction entre
I’enhancer et le promoteur de I'autre coté.
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quatre produits du gene trl [17] et de
la plupart [9] ou de la totalité [18]
des isoformes codées par mod(mdg4)
est constituée d’'un domaine homo-
logue d’environ 120 acides aminés,
baptis¢é BTB (pour bric a brac, tram-
track, broad complex, trois genes de dro-
sophile codant pour des protéines qui
présentent ce domaine) ou POZ
(pour Pox virus et zinc finger) et
conservé dans de nombreuses pro-
téines de métazoaires [19, 20] (figure
5A). La présence d’un domaine
BTB/POZ est I'une des tres rares
caractéristiques structurales com-
munes a plusieurs protéines capables
de lier des isolateurs [1, 2].
Généralement, les protéines a
domaine BTB/POZ possédent, dans
leur partie carboxy-terminale, une
autre région capable d’interagir avec
une macromolécule filamenteuse: il
s’agit souvent de doigt(s) a zinc C,H,
(comme dans Trl, ou dans les onco-
protéines humaines LAZ3/BCL6 et
PLZF), qui reconnaissent des
séquences spécifiques dans I’ADN,
ou de répétions kelch (comme dans
des protéines des poxvirus), qui per-
mettent une association avec I’actine
ou, sans doute, d’autres polymeéres
cytosquelettiques [19, 20] (figure 5B).
Parfois, les protéines a domaine
BTB/POZ ne possédent pas d’autres
régions conservées: c’est le cas des
produits de mod(mdg4) [9] méme si
un doigt a zinc atypique, au rble
inconnu, est présent sur certains
d’entre eux [18]. Notons, cependant,
que l'interaction entre Mod(mdg4)
et Su(Hw) réunit sous forme hétéro-
dimérique, le domaine BTB des pro-
duits de mod(mdg4), et les doigts a
zinc C,H, de Su(Hw). Le domaine
BTB/POZ est nécessaire a cette hété-
romérisation, non pas en contactant
directement Su(Hw), mais en per-
mettant [’auto-association de
Mod(mdg4)*.

D’autres isolateurs réglés
par mod(mdg4) ou trl ?

Un anticorps contre les produits de
trl révéle de nombreux sites sur les
chromosomes polyténiques [17].
Comme dans le cas de eve, ces sites
pourraient correspondre, en partie, a
la fixation de Trl dans des promo-

* D. Ghosh and V. Corces, communication person-
nelle.
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Figure 5. Domaine BTB/POZ et pro-
téines a domaine BTB/POZ. Le
domaine conservé baptisé BTB ou
POZ est un module d’interaction pro-
téine/protéine homo- et hétéro-
typique long d’environ 120 acides
aminés et placé a I'extrémité N-ter-
minale de protéines variées. A.
Structure du domaine BTB/POZ des
protéines de drosophile Mod(mdg4),
Trl/Gaga et des oncoprotéines
humaines PLZF et LAZ3/BCL6. Les
acides aminés identiques encadrés
en rouge sont identiques entre les
quatre protéines, ceux encadrés en
rose sont similaires. Les structures
secondaires en hélice a ou en feuillet
B du domaine BTB/POZ de PLZF [59]
sont indiquées. B. La localisation
subcellulaire et la présence d’une
autre région conservée (X) dans la
partie carboxy-terminale définissent
des sous-classes de protéines a
domaine BTB/POZ. Dans quelques
cas cependant, la partie carboxy-ter-

minale ne contient aucun autre domaine conservé (X = ?). Des exemples de chaque sous-classe sont donnés chez la
drosophile (D), ou les vertébrés (V). La région entre les domaines BTB/POZ et X est souvent unique, mais présente
parfois des similitudes entre protéines plus étroitement apparentées (telles Gcl et Dip).*Toutes les protéines présen-
tent plusieurs doigts a zinc C,H, sauf les produits de trl qui n’en contiennent qu’un. **Quelques isoformes codées par
mod(mdg4) ne présentent pas de doigt a zinc atypique. *** Le nombre de motifs kelch varie, six pour Nrp/b et kelch,

cing pour Krp.

teurs et leur conférer parfois une
activité isolatrice [3]. Ainsi, deux élé-
ments adjacents au promoteur du
geéne codant pour la Tubuline a-1
fixant Trl in vitro sont requis pour
protéger ce promoteur contre les
effets de position, sans présenter
d’activité enhancer [22]. Les produits
de mod(mdg4) sont également pré-
sents sur plusieurs centaines de sites,
avec, en plus, une distribution
—2 variable selon I'isoforme considérée
45

[18]. Su(Hw) n’est détecté que sur
une fraction de ces sites, ce qui sug-
gére que les produits de mod(mdg4)
(ou une partie d’entre eux) interagis-
sent avec d’autres protéines pour
fixer certains éléments isolateurs
[16]. Toutefois, I’existence d’isola-
teurs «endogénes» (distincts de
gypsy) réglés par mod(mdg4) (avec ou
sans I'aide de su(Hw)) reste hypothé-
tique: il est possible que gypsy ait créé
un isolateur a partir d’un élément de

régulation classique en multiméri-
sant le motif fixant le couple
Su(Hw)/Mod(mdg4) [12].

Méme si I’existence d’une multitude
d’éléments isolateurs endogénes est
davantage prédite que montrée, la
dissection de certains genes illustre
leur possible densité dans le génome.
Ainsi, le géne Abd-B est réglé par une
succession de régions régulatrices
entre lesquelles s’intercalent autant
d’isolateurs [23-25]. L’élément Fab-7
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(Frontabdominal 7), par exemple,
sépare physiqguement et fonctionnel-
lement les régions cis-régulatrices iab-
6 et iab-7 contrélant I’expression de
Abd-B respectivement dans les seg-
ments PS11 et PS12. Lorsque Fab-7
est déléte, iab-6 et iab7 ne sont plus
des régions de régulation indépen-
dantes, mais s’influencent pour n’en
plus former fonctionnellement
gu’une seule, spécifiant, pour Abd-B,
la méme expression (de type PS12)
dans PS11 et PS12. Fab-7 n’est pas
exactement un isolateur puisqu’il
contient un silencer (PRE), cible des
protéines du groupe Polycomb, et
gue son rble n’est pas de couper la
communication entre ED et promo-
teur, mais entre les ED contenus
dans iab-6 d’une part et iab-7 d’autre
part. Fab-7 est donc un élément com-
plexe permettant I'indépendance
fonctionnelle de iab-6 et iab-7 et la
stabilisation de leur état actif ou inac-
tif au travers des divisions cellulaires
[26]. Toutefois, ses propriétés I’appa-
rentent aux isolateurs, ce que confir-
ment des constructions artificielles
montrant qu’une partie de Fab-7, dis-
tincte du PRE, coupe la communica-
tion de plusieurs combinaisons
ED/promoteur sans exercer d’effet
silencer [23-25]. L’activité de I’isola-
teur de Fab-7 ne dépend ni de
mod(mdg4), ni de su(Hw), mais pour-
rait bien impliquer trl puisqu’il
contient plusieurs motifs GAGA
capables de fixer efficacement Trl in
vivo [27].

I Mécanismes

La compléte dissemblance structu-
rale entre la plupart des isolateurs et
leur comportement disparate vis-a-vis
des silencers [11] indiquent qu’ils ne
forment pas un ensemble parfaite-
ment homogéne. Toutefois, ils agis-
sent sans grande spécificité puisqu’ils
bloguent la communication de plu-
sieurs combinaisons éléments dis-
taux/promoteur, ce qui suggeére que
leur action repose sur des méca-
nismes communs. Aucun des
modeles proposés n’explique cepen-
dant I’ensemble des données expéri-
mentales ([5, 6] et figure 6), en partie
parce que les systemes d’étude sont
tres variés et parce que I'effet des iso-
lateurs résulte sans doute d’une com-
binaison, variable, des mécanismes
envisagés. Partant de leurs caracteris-
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Figure 6. Comment agissent les isolateurs ? Plusieurs modeles tentent d’expli-
quer I'action des isolateurs, mais chacun ne rend qu’en partie compte des don-
nées expérimentales et recourt a des hypothéses controversées. A. L’isolateur
agirait comme une barriére empéchant la propagation d’une structure chroma-
tinienne permissive («ouverte», trait droit) ou non permissive («fermée», en
zig-zag) émanant (bilatéralement) respectivement d’'un enhancer ou d’un silen-
cer. Ce modéle postule la réciprocité des mécanismes de répression et d’acti-
vation, et un changement «continu» de la structure chromatinienne depuis
I’enhancer ou le silencer jusqu’au promoteur ou a l'isolateur. B. L’enhancer
serait un point d’entrée pour un complexe d’activation transcriptionnelle (CA),
glissant, de part et d’autre sur I’ADN, jusqu’a sa rencontre avec un promoteur
ou sa «séquestration» par un isolateur. Cette idée explique la polarité de I'acti-
vité des isolateurs, mais pas leur effet parfois positif sur la communication
enhancer/promoteur dans la situation décrite dans la figure 4 [3, 13].
C. L'enhancer et le promoteur interagiraient directement. Une « dynamique »
nucléaire permettrait a un enhancer de rechercher et de contacter les promo-
teurs alentours (voir figure 3). L’isolateur interagirait également avec I’enhancer
pour empécher, d’'un c6té seulement, cette recherche et ce contact. On peut
aussi imaginer que l'isolateur participe au complexe enhancer/promoteur, ce
qui guiderait I'enhancer vers le promoteur de I'autre cété de I'isolateur [45].
D. Les isolateurs (11 et 12) interagissent entre eux (et/ou avec une structure sous-
jacente du noyau), ce qui définit physiquement un domaine fonctionnellement
indépendant. Seuls les éléments de régulation & I'intérieur de la boucle ainsi
définie peuvent communiquer (E2 et P), a I’exclusion des autres (E1 et E3).
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tigues fonctionnelles établies par
ailleurs, tentons d’expliquer com-
ment des protéines a domaine
BTB/POZ contribuent a ces méca-
nismes, distincts mais interdépen-
dants [28-30], et contrblent ainsi
directement I’activité d’éléments iso-
lateurs.

Isolateurs, domaine BTB/POZ
et chromatine

Un modele séduisant propose que
I’effet unidirectionnel des isolateurs
reflete leur capacité a séparer deux
types de structure chromatinienne:
d’un c6té une chromatine non per-
missive (peu accessible, de type hété-
rochromatinienne) et, de I'autre, une
structure plus accessible, permissive
pour la transcription. Cette «asymeé-
trie» chromatinienne centrée sur
I’isolateur est étayée par des analyses
biochimiques de la chromatine de
part et d’autre de I'isolateur de pou-
let 5’HS4 [1]. Le plus simple était
d’imaginer une création «auto-
nome» de cette asymétrie par les iso-
lateurs, c’est-a-dire leur capacité a
mettre simultanément en place ces
deux types de structure chromati-
nienne. Ce modele était suggéré par
la ressemblance entre I’extinction clo-
nale subie par un géne placé au voisi-
nage d’une région hétérochromati-
nienne (position-effect variegation, PEV)
et la dépigmentation mosaique obte-
nue par la combinaison de la muta-
tion y? et de I'inactivation partielle de
mod(mdg4) [7, 9, 31]. Toutefois, la
mutation de mod(mdg4) ne conduit
pas a I’extinction mosaique de tous
les génes hotes de gypsy [3, 7, 15, 24].
Surtout, un enhancer incapable de sti-
muler un promoteur a cause de la
présence entre eux d’un isolateur (en
particulier gypsy) reste actif vis-a-vis
d’un autre promoteur situé du méme
coté que lui par rapport a I'isolateur
([10] et figure 4). Ce dernier ne pro-
voque donc pas I'inactivation intrin-
seque des enhancers, ce qui semble
exclure qu’il «hétérochromatinise »
(méme unilatéralement) la chroma-
tine avoisinante.

L’asymeétrie chromatinienne résulte-
rait plutét de la capacité des isola-
teurs a arréter la propagation d’une
modification chromatinienne éma-
nant d’'un ED, ce qui les rapproche-
rait de certains éléments barriéres
(ou frontiéres) des levures [32-34].

Vis-a-vis de I’influence, souvent
répressive, de la chromatine avoisi-
nante, les isolateurs bloqueraient
I’extension de la chromatine non
permissive d’'un coté mais maintien-
draient ou établiraient une chroma-
tine permissive de l'autre c6té, en
accord avec la capacité de gypsy a
contrecarrer la PEV ou la répression
exercée par les protéines du groupe
Polycomb [25, 36, 37]. De la méme
facon, I'effet anti-enhancer des isola-
teurs correspondrait a I'arrét d’une
«onde» propageant une structure
chromatinienne permissive a partir
d’un enhancer, comme le suggere la
position des isolateurs de drosophile
scs et scs’ bordant une région chro-
mosomique décondensée et trans-
crite sous I'effet d’un choc ther-
mique [5]. La propagation de deux
types de remodelage chromatinien
partiellement interdépendants, la
modification covalente des histones
et celle de I’TADN, semble ainsi
contrblée par les isolateurs [37, 38].
En effet, Fab-7 (entier) ou 5’HS4 sta-
bilise une hyperacétylation de cer-
taines histones associée au maintien
d’une chromatine localement acces-
sible et de la transcription, tandis que
5'HS4 protege parfois I’ADN de
I’hyperméthylation, contribuant ainsi
également a préserver la permissivité
de la chromatine [26, 39, 40]. L effet
barriére des isolateurs pourrait résul-
ter de leurs structures chromati-
niennes particuliéres, «réfractaires»
au remodelage chromatinien induit
par les ED et stoppant par consé-
guent sa propagation de proche en
proche. Cet effet impliquerait donc
des protéines capables de créer de
telles structures au niveau des isola-
teurs, ce que pourrait corroborer
I’association entre des complexes
capables de désacétyler les histones
et CTCF, une protéine a onze doigts
a zinc (mais sans domaine
BTB/POZ) vraisemblablement essen-
tielle a I'activité de plusieurs isola-
teurs de vertébrés, notamment
5'HS4 [1, 2, 5, 41].

Des analyses génétiques et biochi-
miques impliquent également les
protéines a domaine BTB/POZ dans
la régulation de la structure de la
chromatine. Chez les vertébrés, plu-
sieurs d’entre elles recrutent, comme
CTCF, des complexes capables de
déacétyler les histones [21], tandis
que, chez la drosophile, trl est indis-

pensable a I'intégrité et a la conden-
sation des chromosomes [42]. De
plus, des études biochimiques avaient
montré la capacité de Trl a remanier
localement I’architecture nucléoso-
male et a établir une chromatine plus
accessible, en particulier sur certains
promoteurs [43]. Surtout, I'inactiva-
tion partielle de trl ou de mod(mdg4)
exacerbe la PEV, c’est-a-dire que ces
deux mutations accentuent la répres-
sion exercée par une région hétéro-
chromatinienne sur I’expression des
genes adjacents (d’ou I'autre nom de
mod(mdg4) : e(var)3-93D) [9, 44].
Cette remarquable similitude pour-
rait refléter la capacité commune de
leurs produits a limiter I’extension
de I’hétérochromatine et a contri-
buer ainsi & établir ou a maintenir
une structure chromatinienne asymé-
trique de part et d’autre de I’isola-
teur.

Isolateurs, domaine BTB/POZ
et interaction enhancer/promoteur

Il n’est toutefois pas certain que le
remodelage chromatinien induit (bila-
téralement) par les enhancers se pro-
page sur la distance, parfois considé-
rable, qui les séparent des promoteurs.
D’autres auteurs envisagent qu’ils
n’augmentent que localement I’acces-
sibilité de la chromatine, offrant une
entrée a un complexe de transcription
qui glisserait sur I’ADN jusgu’a sa ren-
contre avec un promoteur ou un isola-
teur. Plus vraisemblablement [3], ces
remaniements chromatiniens locaux
seraient associés a la formation de
boucles d’ADN rapprochant physique-
ment enhancer et promoteur. Les isola-
teurs pourraient moduler la formation
d’un tel complexe: soit indirectement,
par la perturbation de la fonction ou
de I'assemblage de possibles protéines
« facilitatrices » fixées entre enhancers
et promoteurs [4]; soit plus directe-
ment, par la formation d’autres
boucles rapprochant enhancers et isola-
teurs et guidant ou empéchant les
interactions entre enhancers et promo-
teurs [45, 46]. Cette derniére hypo-
thése n’explique pas, comme les
modéles précédents, la polarité de
I’effet anti-enhancer des isolateurs, mais
s’accorde mieux avec leur effet en
trans, ou pour gypsy et peut-étre pour
scs/scs’, leur activité dans des expé-
riences utilisant des vecteurs épiso-
miques ne reproduisant qu’imparfaite-
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ment une structure chromatinienne
normale [3-5, 46].

L’établissement ou le maintien de
contacts physiques entre régions
linéairement éloignées sur I’ADN
semble en partie reposer sur I’homo-
multimérisation de protéines [3, 47].
Or, le domaine BTB/POZ est une
grande surface d’interaction pro-
téine/protéine permettant souvent,
notamment pour Mod(mdg4) ou
Trl, I'auto-association et la formation
d’agrégats homomultimériques [19,
20]. De plus, une caractéristique
structurale constante de ces pro-
téines est I’éloignement entre le
domaine BTB/POZ (toujours en
position amino-terminale) et le
domaine d’interaction avec I’ADN ou
les répétitions kelch (en position car-
boxy-terminale) [19] (figure 5). Une
telle organisation confére a la pro-
téine Kelch de drosophile la capacité
de rassembler les filaments d’actine
dans une région d’un pont intercel-
lulaire baptisé ring canal [48]. Trans-
posée a des protéines a domaine
BTB/POZ liant I’ADN, cette organi-
sation, qui les distingue de nom-
breux autres facteurs de transcrip-
tion, permet & Trl ou a la protéine
Bach de vertébrés (mais pas a leurs
dérivés amputés du domaine
BTB/POZ) de former in vitro des
complexes homo-multimériques rap-
prochant physiquement des
séquences d’ADN linéairement éloi-
gnées [49, 50]. Les protéines a
domaine BTB/POZ exercent donc
une fonction «architecturale» sur
I’ADN susceptible d’expliquer les
propriétés cis-régulatrices des
séquences auxquelles elles se fixent.

Isolateurs, domaine BTB/POZ
et organisation nucléaire

Enfin, un autre modéle postule des
interactions non entre enhancers et iso-
lateurs, mais entre isolateurs, et/ou
entre isolateurs et des sous-structures
nucléaires «stables», en particulier un
nucléosquelette (de nature biochi-
mique encore obscure) baptisé
matrice nucléaire. Ces interactions
définiraient des boucles constituant
des unités de transcription indépen-
dantes (incapables d’influencer ou de
subir I'influence des autres), peut-étre
parce que leur «fermeture» par les
isolateurs y confine les remaniements
chromatiniens, les mouvements des
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complexes de transcription, ou les
interactions enhancers/promoteurs [5,
16, 51]. Cette idée intuitive d’un lien
entre le reploiement en boucles du
génome et sa régionalisation fonction-
nelle prédit que certaines des régions
d’ADN capables d’interagir avec la
matrice nucléaire (MARE, matrix
attachment regions) exercent une fonc-
tion isolatrice, ce que semblent confir-
mer, malgré des controverses, des don-
nées expérimentales récentes [52].
Les propriétés auto-agrégatives
conférées par le domaine BTB/POZ
pourraient également contribuer a
des interactions a grandes distances
rapprochant deux isolateurs ou un
isolateur d’un compartiment particu-
lier du noyau. En effet, la plupart des
protéines a domaine BTB/POZ,
notamment celles codées par trl et
mod(mdg4), se concentrent dans des
sous-domaines nucléaires (caractéris-
tique qu’elles partagent avec Beaf-32,
une protéine fixant un motif impor-
tant de scs’ [53]) parfois associées a
des régions riches en hétérochroma-
tine ou a la matrice nucléaire [16, 19-
21, 42, 54, 55]. Par exemple, un anti-
corps reconnaissant les produits de
mod(mdg4) révéle, sous forme de
points & la périphérie nucléaire, des
structures incluant Su(Hw) et asso-
ciées a la lamine, un composant de la
matrice nucléaire [16]. L’intégrité et
la distribution de ces structures sem-
blent essentielles & la fonction de
mod(mdg4) puisque la mutation de
certains génes Trithorax ou Polycomb
affecte simultanément la localisation
subnucléaire de Mod(mdg4) et I’acti-
vité isolatrice de gypsy [16].

I Conclusions

Les conséquences phénotypiques de
I'inactivation de mod(mdg4) et trl et
leur ressemblance structurale suggeé-
rent que leurs produits pourraient
régler la fonction de leur isolateur
respectif selon un mécanisme com-

,,,,,,

la fixation (directe ou indirecte) a
des séquences distinctes sur I’ADN.
Cependant, en attendant de
connaitre |’effet de protéines
hybrides, soulignons que les produits
de mod(mdg4) et de trl sont différents
en dehors du domaine BTB/POZ, et
se distinguent par certaines caracté-
ristigues (comme la localisation sub-
nucléaire), de sorte qu’il reste envisa-

geable qu’elles agissent selon des
modalités distinctes. De plus, I'impli-
cation récente de Trl dans le recrute-
ment de protéines du groupe Poly-
comb sur certains PRE [56] étend
encore la diversité fonctionnelle des
éléments cis-régulateurs reconnus par
Trl. L’implication des protéines a
domaine BTB/POZ dans le contrdle
d’éléments isolateurs pourrait donc
n’étre qu’une facette de leur capacité
a favoriser I'accés a I’ADN pour des
partenaires variés réglant différents
aspects de son métabolisme [42].

La difficulté & comprendre I’activité
des isolateurs vient de notre connais-
sance trés fragmentaire du phéno-
meéne essentiel que constitue la com-
munication éléments distaux/
promoteur. Un des écueils résulte de
notre conception modulaire de la
régulation transcriptionnelle alors
que, pour quelques génes tres étu-
diés, le nombre et I'interdépendance
des «éléments» régulateurs mon-
trent qu’ils formeraient plutdt une
chaine ininterrompue, toujours plus
étendue, et influencée par la position
sur le chromosome [30]. Cette com-
plexité est également dévoilée par
d’autres approches génétiques visant,
chez la drosophile, & I'identification
de séquences (et des protéines asso-
ciées) présentes entre enhancer et
promoteur et facilitant, a I'inverse
des isolateurs, leur communication.
L’une d’elles, baptisée PTS (promoter
targeting sequence) située juste en
amont de I'isolateur Fab-8 de Abd-B,
est méme capable de contrecarrer
I’inhibition par Fab-8 (ou par gypsy)
de la communication entre enhancer
et promoteur et restreint ainsi I'effet
de Fab-8 au blocage des interactions
entre les régions régulatrices qu’il
sépare (iab-7 et iab-8) [57]. L’étude
des séquences «facilitatrices» per-
mettra de mieux comprendre le
mode d’action des isolateurs et la
contribution des genes mod(mdg4) et
trl & leur activité m
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