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RESUME

De nombreux geénes suppresseurs de tumeurs sont inactivés par hyperméthylation dans les
cancers. Cette inactivation serait en partie initiée par la protéine, MBD2 (Methyl-CpG-Binding
Domain protein 2). Cette protéine recrute au niveau de séquences méthylées des complexes
enzymatiques capables de modifier la structure chromatinienne et crée ainsi des régions
fonctionnellement inactives. Dés lors, ce répresseur apparait étre une cible potentielle pour
combattre le cancer. Dans cette perspective, rechercher les cibles de MBD2 et comprendre sa
capacité a controler 1’expression génique semblent cruciales. Au cours de deux études genes
candidats, nous avons pu démontrer (i) une réelle spécificité¢ de cible du répresseur méthylation-
dépendant MBD?2 pour les loci A”TERT et pS2/TFF1 ; et (ii) un nouveau role de la protéine MBD2
en tant que modulateur de 1’expression génique. De plus, les actions antagonistes entre le répresseur
MBD?2 et le trans-activateur naturel du géne pS2, le récepteur aux cestrogénesa, ont été explorées.
Puis, I’analyse globale des profils de distribution de MBD2, de la méthylation de I’ADN, ainsi que
de I’ARN polymérase II, sur puce promoteur a montré que MBD2 possede toutes les
caractéristiques d’un répresseur trancriptionnel méthylation-dépendant. En effet, 74% des
promoteurs fixés par MBD2 sont méthylés et cette liaison est associée dans 65% des cas a une
répression transcriptionnelle.

The Methyl-CpG-Binding Domain Protein 2 (MBD?2),
a specific interpret of methylated loci in cancer cells

ABSTRACT

In the past few years, several clinical trials have shown that targeting DNA methylation
machinery might be of interest in cancer therapy to restore tumor suppressor genes expression and
inhibit tumor growth. The Methyl-CpG-Binding Domain protein 2 (MBD2) is an important
constituent of the DNA methylation machinery since this protein is directly involved in the
mediation of the epigenetic signal. Moreover, MBD2 seems to show some gene specificity, its
inhibition reactivate a limited number of genes. Taken together these data suggest that MBD2
represents potential new target in cancer therapy and, therefore, new insights on MBD2 specificities
are, in this context, of importance. To this end, we have developed two different approaches: a
candidate genes analysis and a genome-wide analysis, using ChIP-on-chip method, in order to map
MBD?2 binding sites. The candidate gene approaches are strongly in favour of the “one gene - one
MBD” hypothesis, at least for the genes analyzed. Indeed, our results indicate that MBD2 is
specifically and directly involved in the transcriptional repression of A/TERT and pS2/TFF1 genes.
Furthermore, a new role of MBD2 in the fine-scale modulation of these genes was demonstrated,
and the antagonist actions between MBD2 and the natural trans-activator of pS2 gene, the estrogen
receptor o, were explored. Genome wide distribution of MBD2 binding sites, DNA Methylation
profiles, and silencing potential, showed that the MBD2 is a real methylation-dependant
transcriptional repressor: 74% of the MBD2 binding promoters are methylated and 65% silenced.

DISCIPLINE : Epigénétique et cancer

MOTS-CLES : Meéthylation de I’ADN, MBD2, répression transcriptionnelle, cancer, ChIP-on-chip

INTITULE ET ADRESSE DU LABORATOIRE :

Laboratoire d’Oncogenése et Progression Tumorale - Unité Mixte INSERM 590
Centre Léon Bérard - 28 rue Laennec - 69373 Lyon Cedex 08 FRANCE
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Fiqure 1. Différents niveaux d’organisation de la chromatine et principales modifications
épigénétiques.

Les différents niveaux de compaction de I’ADN sont représentés de la forme la moins condensée qu’est la
double hélice d’ADN libre, a droite, a sa forme la plus condensée qu’est le chromosome métaphasique, a
gauche. Figurent aussi sur ce schéma, les principales modifications épigénétiques. La méthylation des
dinucléotides CpG de I'ADN est ainsi décrite a droite de la figure. Un détail de la 5-méthylcytosine est donné.
Le groupement méthyle CH; ajouté a la cytosine est entouré en bleu. Les principales modifications post-
traductionnelles des histones conduisant a la compaction ou a la décompaction de la chromatine sont
également présentées. Les différents sites d’acétylation et de méthylation des lysines des queues N-
terminales des histones sont ainsi symbolisés par des ronds respectivement rouges et bleus.



Introduction - Avant propos

AVANT PROPOS

L’identité de chaque individu est contenue dans son génome. L’étre humain posséde un
patrimoine d’environ 35 000 geénes, hérité de ses parents et porté par I’ADN. De ce génome qui est
propre a chacun, est issu un organisme complexe composé de multiples tissus aux particularités
uniques. Ainsi si nos quelques 10 000 millards de cellules possédent toutes le méme patrimoine
génétique, la transcription d’un répertoire de geénes particulier a chaque type cellulaire leur donne
leur spécialisation phénotypique. C’est 1’épigénome qui permet a une cellule d’adapter son
programme génétique de manicre appropriée. Et, tout comme le matériel génétique, I’information
épigénétique doit étre préservée ; son altération peut compromettre le développement d’un

organisme ou participer a I’apparation de cancers.

Le génome se présente sous la forme d’une double hélice ’ADN (WATSON and CRICK,
1953), dont la taille a 1’état déroulé est de deux metres (Figure 1). Dans I’espace tridimensionnel du
noyau des cellules eucaryotes, ’ADN n’est jamais nu mais est organis¢ sous la forme d'un
complexe nucléoprotéique appelé chromatine. L'unit¢ fondamentale de la chromatine, le
nucléosome, est formé d'un cceur protéique comprenant un octamere de protéines structurales, les
histones, (2 copies de chacunes des histones H2A, H2B, H3 et H4), autour duquel s'enroulent 146
pb de la double hélice d'ADN (Kornberg and Lorch, 1999) (Figure 1). C’est ensuite avec le
concours, entre autres, d’une autre protéine histone, 1’histone de liaison H1, que des états
chromatinniens encore plus condensés peuvent se former (Woodcock et al., 2006) (Figure 1). Cette
fibre chromatinienne est ainsi plus ou moins compactée et classiquement compartimentée en
euchromatine transcriptionnellement active, et en hétérochromatine condensée et silencieuse
(Khorasanizadeh, 2004). Ces deux <¢tats sont le résultat de nombreuses interactions
protéine/protéine et ADN/protéine, qui dépendent pour la plupart de marques dites
« épigénétiques » (Figure 1). Il s’agit par exemple de la méthylation de ’ADN au niveau de
dinucléotides CpG et de certaines modifications post-traductionnelles des histones (acétylation et

méthylation par exemple). Ainsi, il est maintenant bien établi que 1’acétylation des queues N-
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terminales des histones H3 et H4 catalysées par des histones acétyltransférases (HAT) et la
méthylation des résidus lysines 4, 36 et 79 des histones H3 par des histones méthyltransférases
(HMT) sont associées a une chromatine décondensée (Khorasanizadeh, 2004) (Figure 1). A
I’opposé, la désacétylation des histones H3 et H4 par des histones désacétylases (HDAC), la
méthylation des lysines 9 et 27 des histones H3 et des lysines 20 des histones H4, ainsi que la
méthylation de ’ADN conduisent a la compaction de la chromatine (Khorasanizadeh, 2004)
(Figure 1). Ces différentes modifications ont donc des effets variables sur la structure
chromatinienne en modulant les interactions histones-ADN et entre nucléosomes mais elles forment
aussi un module de reconnaissance pour divers facteurs régulateurs (Luger ef al., 1997).

Le conditionnement de notre génome, a la fois physique et fonctionnel fournit donc un
répertoire d'informations, 1’épigénome, qui complete I’information génétique. On peut ainsi
attribuer deux fonctions a 1’épigénome : (i) d’une part, une fonction que I’on peut qualifier de
« globale », de structuration des grands domaines chromatiniens ; (ii) et d’autre part, une fonction

plus localisée, de régulation spécifique d’un locus donné.

La premicre modification épigénétique identifiée a été la méthylation de I’ADN (HOTCHKISS,
1948). La méthylation de I’ADN désigne 1’ajout, par des ADN méthyltransférases, de groupements
méthyles aux bases de I’ADN et plus particuliecrement aux cytosines localisées dans des
dinucléotides CpG chez les mammiféres (Bird, 2002) (Figure 1). En d’autre terme, cette
modification covalente n’affecte pas la séquence primaire de I’ADN mais se surimpose a
I’information génétique. La méthylation de I’ADN est un phénomene réversible et transmissible. En
effet, les profils de méthylation des génomes eucaryotes sont établis durant le développement
embryonnaire et sont maintenus au cours des divisons cellulaires (Bird, 2002). Toutefois, une
minorité de ces marques semble héritée au cours des générations (Morgan ef al., 1999).

La méthylation de I’ADN est impliquée dans de nombreuses fonctions biologiques liées
notamment au développement et au maintien de I’intégrité du génome, mais elle posséde aussi un
role majeur dans la répression transcriptionnelle (Bird, 2002). En effet, la méthylation de I’ADN
intervient dans un vaste processus de répression de la transcription affectant soit un géne spécifique,
soit une région précise du génome. Cette répression transcriptionnelle fait principalement appel aux
protéines capables d’interpréter le signal de méthylation de I’ADN, qui couplent cette méthylation a

une structure chromatinienne condensée et inactive.
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La méthylation de I’ADN, tout comme les marques €épigénétiques en général, réfere donc a « un
changement héritable mais réversible de 1’activité du génome qui est di a un mécanisme autre que

I’altération dans la séquence primaire de I’ADN ».

Des altérations des profils de méthylation de ’ADN ont des répercussions sur la régulation
d’acteurs géniques cles, participant ainsi au développement de pathologies humaines séveres. De
tels cas ont été décrits dans de nombreux types de cancers, ou la surexpression d’oncogene et/ou
I’inhibition de géne suppresseur entrainent des pertubations de la prolifération et la différentiation

cellulaire entre autres (Das and Singal, 2004).

Au cours de cette introduction, nous allons donc discuter des différents réles physiologiques de

la méthylation de I’ADN et de ses interprétes et enfin de leur implication dans la cancérogenése.
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CHAPITRE 1
LA METHYLATION DE ADN,

DE SA MISE EN PLACE A SES IMPORTANTES FONCTIONS BIOLOGIQUES

1- SURVOL HISTORIQUE, SUR LES SENTIERS DE LA METHYLATION DE ’ADN...

Il y a plus d’un demi-siécle, a une époque ou la structure et la fonction de ’ADN en tant que
matériel héréditaire n’avaient pas encore été découvertes, Rollin Hotchkiss mettait en évidence par
hydrolyse acide prolongée, I’existence de bases azotées méthylées, alors appelées « €pi-cytosines »,
au sein d’ADN extrait de thymus de veau (HOTCHKISS, 1948) (Figure 2). Il faudra cependant
attendre la découverte de la double hélice (WATSON and CRICK, 1953), puis les années 60s et le
déchiffrage du code génétique (NIRENBERG and MATTHAEI 1961) pour que la biologie

moderne voit le jour et que les recherches sur la méthylation de I’ADN débutent réellement.

Les premiers travaux démontrant un rdle biologique de la méthylation de I’ADN remontent a la
découverte et a la compréhension des systtmes de défense bactériens dits de
restriction/modification. En effet, pour se protéger des infections par des bactériophages, les
bactéries tirent profit de la méthylation séquence-spécifique de leur propre ADN. Les
endonucléases bactériennes distinguent ainsi I’ADN de bactériophage et le dégradent rapidement,
empéchant toute intégration d’ADN étranger dans le génome bactérien (Kuhnlein ez al., 1969). Ces
études ont permis par ailleurs d’identifier, chez E. coli, les premieres méthylases de 1’ADN,
auyjourd’hui appelées ADN méthyltransférases (GOLD and HURWITZ, 1964;Kuhnlein et al.,
1969).

A cette méme période, des ADN methyltransferases furent aussi détectées au sein de fractions
chromatiniennes murines (Burdon et al., 1967) et d’extraits nucléaires de foie de rat (Sheid et al.,
1968;Kalousek and Morris, 1968;Kerr and Borek, 1973). En 1975, pour la premicre fois, Roy et
Weissbach purifient et caractérisent une ADN methyltransférase humaine a partir de noyaux
cellulaire de HeLa (Roy and Weissbach, 1975). La premiére méthyltransférase murine de I’ADN a

¢té clonée par le laboratoire de Bestor en 1988 (Bestor, 1988). Par recherche d’homologies de
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séquences, plusieurs ADN méthyltransférases ont ¢été par la suite identifiées et purifiées chez tous

les vertébrés.

Une dizaine d’années apres la mise en évidence du rdle protecteur de la méthylation de I’ADN
face a ’introduction d’un ADN étranger dans le patrimoine génétique bactérien, I’existence d’un
potentiel role biologique de la méthylation de I’ADN chez les eucaryotes fut pour la premicre fois
suggérée. En 1979, les observations de Mandel et Chambon montrent que des profils de méthylation
différentiels, dans les régions contenant le géne codant 1’ovalbumine de poulet, sont associés a des
niveaux d’expression variables du gene dans différents tissus (Mandel and Chambon, 1979). Des
lors, ces résultats suggerent un role de la méthylation de I’ADN dans la répression génique chez les
eucaryotes.

Ces importantes avancées seront suivies par la mise en évidence au cours des derniéres années,
du role essentiel joué par la méthylation de I’ADN dans divers processus biologiques associés au
développement, comme [I’inactivation du chromosome X chez les mammiferes femelles,
I’empreinte parentale ou encore 1’expression de génes spécifiques de tissus (Jones and Takai, 2001).
En outre, il semble de plus en plus clair qu’une méthylation aberrante tient un réle primordial dans

la cancérogenese.

Bien qu’identifiée dés 1948, la méthylation de ’ADN fut longtemps considérée par la
communauté scientifique comme un épiphénomene biologique. Toutefois depuis la caractérisation
des enzymes responsables de la méthylation, d’énormes progres ont été réalisés et ont permis de
découvrir I’'importante implication de la méthylation de ’ADN dans la régulation génique et les
mécanismes de cancérogenese. Au préalable de toute discussion sur les liens entre méthylation de
I’ADN et cancer, qui fera I’objet du troisiéme chapitre de cette introduction, il semble important de

définir la distribution générale de la méthylation dans les génomes ainsi que ses roles biologiques.

2- LES PROFILS DE METHYLATION DE ADN
2.1- LA METHYLATION DE L’ADN, UN PHENOMENE UNIVERSEL MAIS AVEC UNE

DIVERSITE DE MOTIES ET DE PROFILS

Comme précédemment évoqué, le terme « méthylation de I’ADN » désigne 1’ajout, par des
ADN méthyltransférases, de groupements méthyles aux bases de I’ADN. La méthylation de I’ADN

est ainsi considérée comme une modification épigénétique. En d’autre terme, cette modification
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Tableau 1. Descriptif de la méthylation de I’ADN dans la plupart des grands groupes biologiques.

Organismes

Cibles de la méthylation

Contexte de
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Vivants Rl de 'ADN séguence génome
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Marinus, 1994) Slt’eS m’ethylables sont
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Protistes tels que
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Goodenough, 2001)
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représentant ici une
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Neurospora crassa y 5-CpApT-3,
(Selker et al., 2003) 5-CpTpT-3
(ii) Levures,
Saccharomyces Pas de méthylation de 'ADN
cerevisae et pombe
Invertébreés : au maximum
50% des CpG sont
méthylés. Répartition en
domaines. (Bird and
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2001) 5-CpT-3’ Caenorhabitis elegans.
(Lyko et al., 2000;Mandrioli
and Volpi, 2003).
Vertébrés : 70-80% des
CpG méthylés, distributions
non uniformes (Ehrlich et
al., 1982)
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covalente n’affecte pas la séquence primaire de I’ADN mais se surimpose a I’information
génétique. La méthylation de I’ADN est un phénomene transmissible, c¢’est a dire hérité au cours

des divisions cellulaires mitotiques et méiotiques pour certaines séquences, et réversible.

La méthylation de I’ADN est présente dans la plupart des grands groupes biologiques. En
revanche, les profils de méthylation de ces différents génomes varient considérablement tant de part
la nature des cibles de la méthylation, leur contexte de séquence, que part leur répartition au sein du

génome (Tableau 1).

Chez les procaryotes, la méthylation concerne les adénines (en N6 (Azote 6)) et les cytosines
(en N4 (Azote 4) et C5 (Carbone 5)) (Palmer and Marinus, 1994). Ces bases méthylées sont

réparties de mani¢re homogene dans les génomes procaryotes.

Chez les eucaryotes, la méthylation est essentiellement imposée sur les cytosines (en N4 et C5)
(Buryanov and Shevchuk, 2005;Goll and Bestor, 2005). Au sein du régne animal, cette marque se
restreint majoritairement aux cytosines présentes dans des séquences symétriques 5’-CpG-3’,
appelées doublets CpG. Quelques rares cas de méthylation de dinucléotides CpA ou CpT existent,
mais leur fréquence reste négligeable (Lyko et al., 2000;Ramsahoye ef al., 2000;Malone et al.,
2001). Selon les especes, les taux et les profils de méthylation de I’ADN sont trés hétérogenes.
Aucune méthylation de bases azotées n’est détectable dans le génome du nématode Caenorhabditis
elegans (Bird, 2002). L’insecte Drosophila melanogaster, a lui aussi ét¢ longtemps considéré
comme dépourvu de toute méthylation de I’ADN. Cependant, depuis qu’un homologue de I’ADN
méthyltransférase 2 de mammifere a été caractérisé chez cet invertébré (Hung et al., 1999;Tweedie
et al., 1999), il a été¢ montré, par chromatographie haute sensibilité, qu’un trés faible taux, ~ 0,05 a
0,1%, de cytosines totales, majoritairement localisées dans des dinucléotides CpT, était tout de
méme méthylé dans son génome (Lyko ef al., 2000;Gowher ef al., 2000). En revanche, la majorité
des autres génomes d’invertébrés ont des niveaux de cytosines méthylés intermédiaires qui
concernent au maximum 50% des CpG. Au contraire des procaryotes, ces cibles méthylables
suivent une distribution non-uniforme : les cytosines méthylées sont concentrées en de larges
domaines séparés par des domaines équivalents non-méthylés (Bird et al., 1979;Tweedie et al.,
1997). Enfin, a I’extréme opposé de C. elegans, le génome des vertébrés possede le niveau le plus

¢levé de cytosines méthylées trouvé dans le régne animal.
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Ainsi, il apparait que la méthylation de I’ADN est retrouvée des procaryotes aux mammiferes,
en passant par les végétaux. Il est néanmoins a noter qu’en association avec la taille du génome des
organismes et de leur place dans I’échelle de 1’évolution, une spécificité de cible de la méthylation
pour les cytosines situées dans des dinucléotides CpG, une augmentation du taux global de
méthylation ainsi qu’une complexification de sa répartition au sein des génomes sont observés.
Nous focaliserons désormais notre étude sur la description des mécanismes de mise en place de la

méthylation de I’ADN ainsi qu’a I’analyse de ses fonctions chez les mammiferes.

2.2- DISTRIBUTION DES DINUCLEOTIDES CPG, LES CIBLES DE LA METHYLATION DE

L’ADN DES GENOMES DE MAMMIFERES

Chez les humains et les autres mammiferes, la méthylation de I’ADN se produit spécifiquement
sur le carbone 5 (C5) des cytosines situées en 5° de guanines. Les résidus 5-méthylcytosines se
retrouvent donc principalement localisés dans les dinucléotides CpG. Le génome de mammifere
contient environ 3.107 cytosines méthylées, ce qui représente 3 a 8% des résidus cytosines. Dans
une cellule somatique humaine, les 5-méthylcytosines représentent environ 1% de la totalité des
bases de ’ADN et la méthylation affecte 70 a 80% des dinucléotides CpG du génome (Ehrlich et
al., 1982). 11 existe toutefois, entre les différents tissus adultes, des écarts autour de ces valeurs. Les
ADN de sperme et de placenta apparaissent étre les moins méthylés alors qu’a I’opposé ceux du

thymus et du cerveau sont les plus méthylés (Ehrlich et al., 1982).

Les sites méthylables des génomes de vertébrés suivent une distribution non-uniforme. La
fréquence générale des dinucléotides CpG dans le génome des mammiferes est considérablement
inférieure a sa probabilité théorique (Bird, 1980). Chez I’homme, seulement 1/5 de la fréquence
attendue en dinucléotides CpG est observée (Russell et al., 1976). La méthylation de ’ADN a
probablement conduit au cours de 1I’évolution a la perte de beaucoup de dinucléotides CpG du
génome. Cette «élimination» est liée a la sensibilit¢ des cytosines méthylées a perdre
spontanément un groupement amine et ainsi a se transformer en thymidine. Si cette mutation de
désamination n’est pas réparée, le changement cytosine/thymidine persiste. En effet, dans le
génome, cette transition nucléotidique est retrouvée aux sites de déplétion des dinulcéotides CpG.
Ce changement de base constitue également le plus commun des polymorphismes génétiques dans
la population humaine (Rideout, et al., 1990). A cause de I’activit¢ mutationelle des cytosines
méthylées, les dinucléotides CpG sont donc sous-représentés dans le génome. Toutefois, il existe

dans le génome de mammifere des domaines, appelés ilots de CpG, ou ce dinucléotide est plus
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Figure 3. Profil de méthylation de I’ADN dans les cellules somatiques de mammiféres.

Chez les mammiféres, la méthylation de I’ADN touche les résidus cytosines localisés dans des dinucléotides
CpG. Ces derniers sont dispersés dans le génome ou regroupés dans des régions appelées ilots de CpG.
Dans les cellules somatiques, les dinucléotides CpG dispersés sont majoritairement méthylés alors que ceux

inclus dans les ilots de CpG ne le sont pas, hormis quelques rares exceptions telles ceux des génes du
chromosome X inactif et des génes soumis a I'empreinte parentale.
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fortement concentré. Les ilots de CpG sont des séquences de 0,5 a 3 Kb, ayant un contenu en G+C
supérieur a 50% et un rapport CpG observé / CpG attendu supérieur ou égale a 0,6 (Aerts et al.,
2004). Ces ilots sont fréquemment retrouvés en amont, dans le promoteur et le premier exon, de
genes. En effet, pratiquement tous les génes de « ménage » et environ 40% des genes tissus-
spécifiques possedent un ilot de CpG a leur extrémité 5° (Ehrlich ef al., 1982;Bird, 1986). Soixante
pourcent des promoteurs des geénes humains sont ainsi inclus dans un ilot de CpG (Antequera and
Bird, 1993). Les analyses bioinformatiques du séquencage du génome humain ont permis de
détecter 29,000 ilot de CpG au sein de ce génome (Lander et al., 2001;Venter et al., 2001).
Paradoxalement, dans les cellules saines, les ilots de CpG ne sont pas méthylés hormis quelques
rares exceptions. En effet, la méthylation des ilots de CpG intervient dans la maintenance et
I’irréversibilité de 1’inactivation de 1’un des 2 chromosomes X chez les mammiferes femelles mais
aussi dans I’empreinte parentale, processus par lequel I’expression de certains genes est restreinte a
un allele, paternel ou maternel (Constancia et al., 1998;Surani, 1998;Huber et al., 1999). Les
mécanismes précis par lesquels les ilots de CpG sont protégés de la méthylation ne sont pas

¢lucidés, mais cette absence de méthylation apparait étre un prérequis pour une transcription active.

Les profils de méthylation des mammiferes sont, par conséquent, établis de facon précise
(Figure 3): on observe une absence de méthylation des ilots de CpG et une méthylation plus

générale des autres dinucléotides CpG dispersés sur les séquences codantes et non-codantes.

3- MISE EN PLACE ET MAINTIEN DES PROFILS DE METHYLATION DE L’ADN PAR LES ADN
METHYLTRANSFERASES
3.1- REPROGRAMMATION ET MISE EN PLACE DE LA DISTRIBUTION DES GROUPEMENTS

METHYLES AU COURS DU DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE

Les profils de méthylation des génomes eucaryotes sont établis durant le développement
embryonnaire. Chez les mammiféres placentaires (euthériens), bien que la cinétique précise varie
en fonction de I’espeéce considérée, la mise en place des profils de méthylation au cours du
développement apparait €tre spécifique et ordonnée faisant intervenir trois mécanismes en

particulier (Reik et al., 2001;Dean et al., 2001) (Figure 4).

Suite a la fécondation, les marques épigénétiques héritées des parents sont en grande partie

effacées pour permettre la mise en place d'un nouveau patron propre a I’embryon (Reik et al.,
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Figure 4. Reprogrammation de la méthylation dans les différentes lignées cellulaires au cours du
développement embryonnaire (adaptée de Jaenisch, 1997 (Jaenisch, 1997)).

Apres la fécondation, le zygote va subir une vague de déméthylation globale. Le génome paternel subit une
déméthylation active trés tét, avant les premiéres réplications de 'ADN alors que le génome maternel se
déméthyle passivement au cours de la duplication de 'ADN. Puis, au stade du blastocyste, le génome du zygote
est reméthylé par une vague de méthylation de novo. Une fois établis, les profils de méthylation propres a
'embryon seront maintenus durant 'organogénése et la différentiation cellulaire grace a la méthylation de
maintenance. L’établissement des profils de méthylation est tissus-spécifique. Les annexes embryonnaires
(placenta) restent largement sous-méthylées. Les cellules germinales primordiales (PGCs) restent déméthylées
jusqu’au moment de la gamétogenése ou se met en place une méthylation différente entre le male et la femelle.
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2001) (Figure 4). C'est ce que l'on appelle I’étape de déméthylation globale. En effet, a la
formation du zygote, au cours du développement préimplantatoire et de paire avec I’acquisition de
la totipotence caractéristique des blastomeéres, une vague de déméthylation massive affecte le
génome (Howlett, 1991a). Dans le génome paternel, c'est-a-dire celui contribué par le
spermatozoide, cette vague de déméthylation est un processus actif. En effet, la déméthylation du
pronoyau paternel se produit en quelques heures et est indépendante de toutes étapes de réplication
de ’ADN (Mayer et al., 2000;0swald et al., 2000;Santos et al., 2002). Le génome maternel,
contribué par I’ovocyte, subit lui une déméthylation passive au cours des divisions cellulaires en
raison de I’absence d’activité de maintenance de la méthylation jusqu’au stade blastocyste (Monk
et al., 1987;Howlett and Reik, 1991b;Carlson et al., 1992;Rougier et al., 1998;Bestor, 2000).
Certaines séquences ne semblent cependant pas subir cette déméthylation qu’elle soit active ou
passive. En effet, les séquences répétées « Intracisternal A Particle » (IAP) (Lane et al., 2003;Kim
et al., 2004), I’hétérochromatine centromérique (Rougier et al., 1998;Santos et al., 2002) et les
séquences portant I’empreinte parentale (Olek and Walter, 1997;Howell et al., 2001) ont la
capacité de résister a cette vague de déméthylation et conservent leur profil de méthylation
gamétique au cours du développement. Ce phénoméne permettrait d’assurer respectivement la
suppression d’une transposition des séquences IAP, une meilleure stabilité chromosomique et le
maintien des marques distinctes entre les génomes parentaux, dites de I’empreinte parentale

(Morgan et al., 2005).

Apres I’implantation et en phase avec les processus de différenciation cellulaire, I’embryon
procede a 1’établissement de sa propre carte de méthylation, par un mouvement de méthylation de
novo (Figure 4). A partir du stade blastocyste, le génome des tissus embryonnaires devient donc de
nouveau méthylé (Jaenisch, 1997). L’établissement de ces nouveaux profils de méthylation étant
cellules- et tissus-spécifiques, il existe des différences globales de la méthylation de I’ADN entre
les différentes lignées cellulaires. En effet, ’ADN des tissus extra-embryonnaires (placenta) reste
largement sous-méthylé (Chapman et al., 1984;Santos et al., 2002). De plus a ce stade de
développement, les cellules germinales primordiales (Primordial Germ cell ou PGCs) échappent a
la vague de reméthylation. A I’opposé, ces cellules subissent une nouvelle vague de déméthylation
active lors de leur migration dans les crétes génitales (Monk et al., 1987;Kafri et al., 1992;Brandeis
et al., 1993a;Surani, 1998). Ainsi, la méthylation des génes soumis a I’empreinte et de certaines
séquences répétées comme les LINE-1 (L1) et les IAPs est effacée. La reprogrammation des profils
de méthylation de ces cellules se produira durant la gamétogénese et s’effectuera de maniere

différente et spécifique selon qu’il s’agit de la spermatogénése ou de I’ovogénéese. Les lignées
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germinales males voient leur génome se reméthyler en période prénatale, dans les spermatogonies
quiescents. Leurs profils de méthylation sont complétés apres la naissance dans les spermatocytes I
en division méiotique (Kafri er al., 1992;Brandeis et al., 1993a;Coffigny et al., 1999). Dans la
lignée germinale femelle, la méthylation de novo a lieu apres la naissance, dans les ovocytes
primaires en croissance (Mertineit ez al., 1998;Howell et al., 2001). Toutes les séquences d’ADN
des gametes ne sont pas méthylées de manicre équivalente. Chez la souris, les ADN satellites des
gametes males et femelles ne sont pas méthylés (Sanford ef al., 1987) tandis que les autres
¢léments répétés tels que les éléments IAP sont fortement méthylés dans les spermatozoides et les
ovocytes. Les séquences L1 sont, elles, plus fortement méthylés dans les spertamozoides que dans
les ovocytes (Sanford ef al., 1987; Howlett and Reik, 1991b;Razin and Kafri, 1994;Razin and
Shemer, 1995;Lane et al., 2003). Par ailleurs, le taux de méthylation des cellules germinales est
inférieur a celui des cellules somatiques et I’analyse du niveau de méthylation globale des lignées
germinales a indiqué que les gamétes males étaient plus fortement méthylés que les gametes
femelles (Gama-Sosa ef al., 1983;Monk et al., 1987). Cette reprogrammation au sein des cellules
germinales est donc nécessaire pour rétablir les empreintes génomiques caractéristiques des deux

types de gametes.

Enfin, lorsque le schéma de méthylation d'un type cellulaire est établi, il est fideélement
reproduit par une activit¢ de méthylation dite de maintenance (Figure 4) Toutefois, la
reprogrammation de marques déja établies peut se produire au niveau de certaines régions du
génome, comme I’inactivation aléatoire du chromosome X (Okamoto et al., 2004) et certaines

régions soumises a I’empreinte (Lewis et al., 2004;Umlauf et al., 2004).

3.2- LA REACTION BIOCHIMIQUE DE METHYLATION DE ADN

La méthylation de I’ADN est catalysée par des enzymes spécifiques appelées ADN
méthyltransférases ou DNMT (DNA MethylTransferases). Alors que plus de 700 DNMT
procaryotes sont connues, chez les mammiferes, la famille des DNMT est divisée en seulement
trois classes: DNMTI1, DNMT2 et DNMT3. Toutes ces enzymes utilisent un mécanisme
catalytique commun permettant le transfert d’un groupement méthyle (CHs) sur le carbone 5 d’un
résidu cytosine et emploient le cofacteur S-Adénosyl L-Méthionine (AdoMet) comme principale
source de groupement méthyle (Eden ef al., 2003;Villar-Garea et al., 2003) (Figure 5). Pour que la

catalyse se produise, I’enzyme DNMT doit se lier a la fois a sa cible, une cytosine de I’ADN, et au
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Figure 5. Catalyse de la méthylation de I’ADN par les ADN méthyltransférases (DNMT) (adaptée de Prahan
et Esteve, 2003 (Pradhan and Esteve, 2003)).

1- Attaque nucléophile du carbone 6 (C6) d’'une cytosine par le groupement thiol (-SH) d’'une DNMT. 2-
Protonation transitoire de I'azote 3 (N3) de la cytosine par 'enzyme et formation d’une cytosine-4,5-€énamine
capable d’attaquer le groupement méthyle de la S-adénosyl-L-méthionine (AdoMet). 3- Transfert du groupement
méthyle sur le carbone 5 de la cytosine et libération du proton présent, qui est capté par un groupement basique
de I'enzyme (B:). 4- Séparation de la DNMT de la 5-méthylcytosine ainsi formée.
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donneur de méthyle, AdoMet. La réaction débute lorsque la cytosine cible est « extraite » de la
double hélice d’ADN par un phénomeéne de renversement et est insérée dans le domaine
catalytique de la DNMT (Cheng and Roberts, 2001). Le carbone 5 d’une cytosine représente une
position relativement peu réactive pour l’addition covalente d’un groupement méthyle. C’est
pourquoi les ADN méthyltransférases utilisent un mécanisme catalytique semblable a celui des
thymidylates synthétases. Ainsi, dans le site actif de I’enzyme, le groupement thiol (-SH) d’une
cystéine catalyse 1’attaque nucléophile du carbone 6 de la cytosine. Un complexe covalent
intermédiaire entre I’enzyme et I’ADN est ainsi formé. Cette attaque est facilitée par la protonation
transitoire de I’azote N3 de la cytosine. Une cytosine 4-5 énamine réactive est ainsi créée et va a
son tour attaquer le groupement méthyle apporté par le cofacteur AdoMet. Suite a la perte de son
groupement méthyle, I’AdoMet devient une S-adénosyl-L-homocystéine (AdoHcy). Le transfert du
groupement méthyle en position C5 réalisé, le proton présent est libéré et capté par un groupement
basique de I’enzyme et la double liaison entre les carbones 5 et 6 se reforme. L’enzyme est
finalement libérée par B-élimination (Santi et al., 1983;Bestor and Verdine, 1994). Cette réaction

mene ainsi a la formation de la cinquieme base de I’ADN, la 5-méthylcytosine (Figure 5).

3.3- LES ADN METHYLTRANSFERASES
3.3.1- SIMILARITES ET DIFFERENCES ENTRE LES DIFFERENTS MEMBRES DE LA

FAMILLE DES ADN METHYLTRANSFERASES

Les ADN méthyltransférases eucaryotes sont des protéines monomériques généralement
composées de deux domaines : un domaine amino-terminal (N-terminal) régulateur et un domaine

carboxy-terminal (C-terminal) catalytique (Figure 6A).

Le domaine N-terminal est le domaine « régulateur ». Il differe énormément entre les différents
membres de la famille DNMT mais ¢’est dans cette partie que les nombreuses régions d’interactions

sont contenues (Figure 6A).

La région C-terminale est définie comme la région catalytique (Figure 6A). Toutes les enzymes
participant au transfert catalytique du groupement méthyle sur I’ADN utilisent le méme mécanisme
enzymatique, comme décrit dans le paragraphe précédent. Cette activité catalytique spécifique est
déterminée par de nombreux motifs homologues trés conservés présent dans le domaine C-terminal.
Les ADN méthyltransférases possedent dix motifs séquentiels conservés et caractéristiques. Six

d’entre eux (I, IV, VI, VII, IX et X) sont hautement conservés et présents dans presque toutes les
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Figure 6. Structure fonctionnelle des DNMT de mammiféres (adaptée de Cheng et Blumenthal, 2008
(Cheng and Blumenthal, 2008)).

(A) Conservation de la région catalytique (encadrée) entre les trois familles de DNMT : DNMT1, DNMT2 et
DNMT3. Cette région contient 6 domaines hautement conservés : |, IV, VI, IX et X, et des régions variables.
C et N sont les extrémités C-terminale et N-terminale des enzymes, respectivement. A I'opposé, le domaine
régulateur difféere d’'une DNMT a une autre. Chez DNMT1, le domaine catalytique et le domaine régulateur
sont reliés par une répétition de deux aminoacides Gly-Lys (GK). Le domaine régulateur comprend un
domaine de liaison au PCNA (Proliferation Cellular Nuclear Antigen), un signal de localisation nucléaire
(NLS, Nuclear Localization Signal), un domaine de ciblage aux foci de réplication (TRF, Targeting
Replication Foci), un motif riche en cystéine de liaison aux ions Zn*" et un domaine identique a la protéine
polybromo-1 (PBHD, PolyBromo-1 Homology Domain). (s) représente I'emplacement de I'ATG (site
d’initiation de la traduction) de la forme somatique et (o) 'ATG de la forme ovocytaire. DNMT2 n’a pas de
domaine N-terminal, elle ne comprend que le domaine catalytique, plus petit que celui de DNMT1. DNMT3A
et DNMT3B possédent des domaines catalytique et régulateur plus petits que ceux de DNMT1. Le domaine
régulateur contient un domaine riche en cystéine, PHD (Plant HomoDomain), de liaison aux ions Zn* et un
domaine PWWP (Pro-Trp-Trp-Pro) qui est retrouvé dans plusieurs protéines impliquées dans la réparation
de I'ADN et la régulation de la transcription. Les DNMT peuvent se lier entres elles grace a ce domaine
PWWP. DNMT3L est beaucoup plus petite que DNMT3A et DNMT3B et ne présente pas d’activité
méthyltransférase, mais serait capable de stimuler la méthylation de novo en interagissant avec DNMT3A et
DNMT3B. (B) Méthylation de novo et méthylation de maintenance. DNMT3A et DNMT3B ont la propriété de
méthyler des sites CpG non méthylés et donc d’établir la méthylation de novo de 'ADN. DNMT1 cible
principalement les sites CpG hémi-méthylés, au niveau des fourches de réplication de 'ADN, et maintien la
méthylation de ces sites au cours des divisons cellulaires.
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ADN méthyltransférases eucaryotes et procaryotes (Santi et al., 1983;Posfai et al., 1989). Ces
motifs sont généralement décrits et définis en fonction de leur role (Lauster et al., 1989). Les motifs
I a III forment la poche de liaison au cofacteur, I’AdoMet. Le motif IV posséde le groupement thiol
lié au dipeptide proline-cystéine responsable de [D’initiation de la réaction de transfert du
groupement méthyle. Les motifs VI, VIII et X forment la poche de liaison au substrat, la cytosine.
Et finalement, les motifs V et VII sont responsables de la préservation du repliement du domaine de

reconnaissance de la cible.

Les DNMT forment une famille d’enzymes structurellement assez hétérogenes ; elles n’ont en
commun que le domaine catalytique. Cette hétérogénéité est probablement due a une divergence
survenue assez tot dans I’évolution des eucaryotes. En revanche, les genes codant pour ces enzymes
sont eux assez bien conservés entre les diverses espéces eucaryotes possédant des génomes
méthylés (ex. mammiferes, Arabidopsi thaliana, Xenopus laevis). Chez les mammiferes, les profils
de méthylation de I’ADN sont établis et maintenus par 3 classes de DNMT dont 2 principales,
DNMTI1 et DNMT3, et une moins bien caractérisée, DNMT2 (Figure 6A) (Bestor, 2000;Li, 2002).
Ces enzymes régulent toutes des processus distincts. Toutefois comme plusieurs études 1’indiquent,
il existe un niveau considérable de coopération et une certaine redondance fonctionnelle entre ces
dernicres. La vision selon laquelle les différentes activités méthylases de maintenance et de novo
sont effectuées spécifiquement et respectivement par DNMT1 et DNMT3 semble maintenant bien

réductrice (Lyko et al., 1999;Freitag and Selker, 2005).

3.3.2- LA FAMILLE DNMT1 ET SON ROLE DANS LA MAINTENANCE (MAIS PAS
SEULEMENT) DES PROFILS DE METHYLATION DE I’ADN AU COURS DES DIVISIONS

CELLULAIRES

DNMT]1 fut la premiere ADN méthyltransférase a avoir été décrite chez la souris (Bestor, 1988)
puis chez I’homme (Yen ef al., 1992). C’est I’enzyme DNMT la plus abondante dans les cellules

somatiques de mammiferes (Robertson et al., 1999).

Les analyses fonctionnelles in vitro de DNMT1 montrent que cette enzyme manifeste une
activité méthyltransférase optimale sur I’ADN hémi-méthylé. En effet, ’enzyme Dnmt]l murine
méthyle préférentiellement les dinucléotides CpG hémi-méthylés du génome (Bestor and Ingram,
1983). De plus, chez ’homme, cette enzyme est 7 a 20 fois plus active in vitro sur I’ADN hémi-

méthylé que sur ’ADN non-méthylé (Pradhan ef al., 1999). Des expériences de délétion du
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domaine N-terminal de DNMT1 de mammiféres (Bestor, 1992), ainsi que la construction de
protéines DNMT1 hybrides contenant le domaine N-terminal de Dnmtl murine fusionné au
domaine C-terminal de DNMT procaryotes (Pradhan and Roberts, 2000), ont suggéré que la forte
affinit¢ de DNMTI1 pour les sites hémi-méthylés lui est conférée par son domaine N-terminal.
DNMT]1 est ainsi souvent considérée comme la méthyltransférase de maintien qui permet de garder
le méme profil de méthylation au fil des divisions cellulaires (Figure 6B) (Bestor, 1992).
Effectivement, lors de la réplication cellulaire, DNMTI1, qui est généralement répartie de fagon
diffuse dans le noyau, se lic a PCNA (Proliferation Cellular Nuclear Antigen) et se concentre dans
les foci de réplication dés le début de la phase S (Leonhardt ef al., 1992;Chuang ef al., 1997).
Comme la présence de DNMT1 n’est pas restreinte aux cellules en prolifération mais qu’elle est
¢galement localisée dans des tissus ayant un faible taux de prolifération (comme le cceur et le
cerveau), il est fort probable que DNMT1 puisse également intervenir dans d’autres mécanismes
biologiques et dans la méthylation de novo (Robertson et al., 1999). Par ailleurs, dans des
thymocytes en culture, DNMTI1 est recrutée sur des régions en cours de méthylation de novo
(Makar et al., 2003). In vitro, il a été¢ démontré que 1’activité méthylase de novo de DNMTI est
stimulée par la présence environnante d’ADN méthylé (Christman et al., 1995;Bacolla et al.,

1999;Fatemi et al., 2001).

L’expression de DNMT1 se fait a partir de plusieurs promoteurs dont des promoteurs sexe-
spécifiques et donne naissance a trois isoformes : DNMT1, DNMT1o et DNMT 1p (Figure 6A).

DNMT1 est la forme somatique la plus répandue. Elle est retrouvée dans toutes les cellules en
division. L’ARN messager (ARNm) DNMT1 présente plusieurs points d’initiation de traduction. Il
existe donc plusieurs isoformes de DNMT1 provenant d’initiations alternatives de la traduction:
DNMTla et DNMTI1b (Hsu et al., 1999;Bonfils et al., 2000). Le variant DNMTla est la forme
majoritaire de DNMTT1 dans les cellules somatiques des vertébrés (Hsu ef al., 1999). Le variant
DNMT1b, isoforme mineur dans les cellules humaines, représente seulement 2 a 5% du taux de
protéines DNMT1 dans les cellules somatiques (Bonfils et al, 2000). DNMTI1b difféere de
I’isoforme a par une incorporation de 48 nucléotides dans le cadre de lecture entre les exons 4 et 5.
Les propriétés enzymatiques de ces deux isoformes sont les mémes mais la fonction biologique de
DNMT1b n’est pas encore connue.

L’expression de Dnmtlo commence a partir du promoteur et de ’exon 1o et donne lieu a une
protéine Dnmtl dépourvue des 118 premiers acides aminés mais totalement fonctionnelle au point
de vue activité méthyltransférase de ’ADN. L’expression de Dnmtlo est restreinte a 1’ovocyte

jusqu’a I’embryon préimplantatoire (Mertineit ez al., 1998). Pendant cette période, Dnmtlo effectue
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plusieurs allers-retours entre le noyau et le cytoplasme mais son role précis dans ce stade précoce du
développement n’est pas encore tout a fait compris (Doherty et al., 2002). Toutefois, chez la souris,
des expériences d’invalidation de cet isoforme, par délétion du promoteur ovocyte-spécifique et de
I’exon 1o du géne Dnmtl, ont suggéré que Dnmtlo serait responsable du maintien des profils de
méthylation des geénes soumis a ’empreinte (Howell ef al., 2001). De plus, ’absence de Dnmtlo
dans le noyau lors de la fécondation et jusqu’au stade huit cellules pourrait étre a I’origine de la
déméthylation passive du génome maternel (Carlson et al., 1992).

Enfin, ’expression de Dnmtl a partir du promoteur et de 1’exon 1p se produit uniquement au
stade pachyteéne de la spermatogenese. Toutefois ce transcrit ne code aucune une protéine (Doherty

et al.,2002).

L’invalidation du géne DnmtI chez la souris entraine une 1étalité embryonnaire précoce associce
a une hypométhylation génomique sévere (jusqu’a 70% de perte de la méthylation du génome) avec
une dérégulation des génes d’empreinte et une activation ectopique du chromosome X, soulignant
son importance pendant le développement embryonnaire précoce (Li ef al., 1992;Bestor, 2000).
Cependant, il est a remarquer que cette forte baisse de la méthylation du génome due a
I’invalidation du gene Dnmtl n’a pas d’effets détectables sur la viabilité et la prolifération des
cellules souches embryonnaires (ES) en culture. En revanche, ces cellules perdent leur capacité a se
différencier. Ces observations suggerent donc que la méthylation de I’ADN ne serait pas un facteur
clé dans la croissance cellulaire mais interviendrait plutdt dans la différentiation (Li ez al., 1992).

La persistance d’un taux non-négligeable de méthylation de I’ADN dans les cellules Dnmt1 -
ainsi que la capacité des cellules ES privées de Dnmtl a effectuer une méthylation de novo de

I’ ADN rétroviral ont conduit a la recherche de nouvelles ADN méthyltransférases (Lei et al., 1996).

3.3.3- LA FAMILLE DNMT3 ET SON ROLE DANS LA METHYLATION DE I’ADN Df

NOVOOU PLUS

Plus récemment la famille des ADN méthyltransférases DNMT3 a été décrite. Cette famille est
composée de trois enzymes trés homologues exprimées a partir de trois genes distincts localisés sur
des chromosomes différents (Bestor, 2000). Deux de ces DNMT, DNMT3A et DNMT3B, sont
enzymatiquement actifs, contrairement au troisieme membre non-fonctionnel, DNMT3-Like

(DNMT3L), qui est un facteur régulateur de la méthylation de I’ADN (Figure 6A).
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3.3.3.14- DNMT3A T DNMT3B, LES « MEMBRES ACTIFS » DE LA FAMILLE
DNMT3

Les enzymes DNMT3A et DNMT3B ont été identifiées par homologie de séquence avec le
domaine catalytique DNMT1 (Okano et al., 1998b;Xie et al., 1999). Ces deux DNMT sont
classiquement appelées les méthyltransférases de novo car, contrairement 8 DNMT]1, elles sont
capables in vitro de méthyler avec une affinité équivalente aussi bien ’ADN non-méthylé que
I’ADN hémi-méthylé (Okano et al., 1998b). De plus, il a été démontré que ces enzymes sont
responsables de 1’établissement des profils de méthylation du génome au cours du développement
(Okano et al., 1999). En effet, c’est au cours des stades précoces du développement quand
I’embryon procede a 1’établissement de sa propre carte de méthylation, par un mouvement de
méthylation de novo, que Dnmt3a et Dnmt3b sont fortement exprimées. L’expression de ces deux
Dnmt3 est donc observée dans les embryons précoces, les cellules ES, et les cellules germinales en
développement. En revanche, leur expression est quasi absente dans les cellules somatiques
différenciées (Pradhan and Esteve, 2003), renforcant ainsi 1’idée que ces enzymes ont plutdt un role

dans 1’établissement que dans le maintien des profils de méthylation.

Comme pour DNMTI, différents isoformes de DNMT3A (deux) et DNMT3B (Cinq pour
I’humain et huit pour la souris) ont été identifiées (Okano et al., 1998b;Chen et al., 2002). Les
propriétés biochimiques et les fonctions biologiques des différentes isoformes sont peu connues.
Toutefois, 1I’expression différentielle de ces diverses isoformes au cours du développement, et dans
les différents tissus, leur localisation nucléaire spécifique, ainsi que structure protéique, laissent

supposer qu’elles possédent des fonctions différentes au cours du développement (Okano et al.,

1998b;Robertson et al., 1999;A0ki et al., 2001;Chen et al., 2002;Qiu et al., 2002).

Lorsque les génes Dnmt3a ou Dnmt3b sont invalidés chez la souris, celles-ci ne sont pas
viables. Les souris Dnmt3a”™ meurent 4 semaines aprés la naissance tandis que les souris Dnm3b”
meurent in utero au jour embryonnaire 9,5 au moment ou la gastrulation se met en place (Okano et
al., 1999). L utilisation de souris ayant une invalidation conditionnelle dans les cellules germinales
de Dnmt3a a permis de montrer que Dnmt3a joue un rdle essentiel dans 1’établissement de
I’empreinte génétique aussi bien maternelle que paternelle (Kaneda ef al., 2004). Dnmt3b semble
étre responsable, au moins en partie, de la méthylation des régions péricentromériques satellites
mineures (Bachman et al.,, 2001). La mutation de la forme humaine DNMT3B est d’ailleurs

associée au syndrome ICF (Immunodéficience, instabilit¢é Centromérique, anomalies Faciales),
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caractérisé par une hypométhylation de séquences satellites et une forte instabilité centromérique
(Okano et al., 1999;Xu et al., 1999).

Une invalidation des génes Dmmt3a ou Dnmt3b dans des cellules ES n’engendre pas de
phénotype spécifique. En revanche, lorsque les deux geénes Dnmt3a et Dnmt3b sont inactivés
simultanément, la méthylation de novo de séquences provirales infectées n’est pas observée (Okano
et al., 1999;Chen et al., 2003). De plus, une perte progressive de la méthylation globale de I’ADN a
¢été rapportée, suggérant que ces deux enzymes ont non seulement un role dans la méthylation de
novo mais également dans le maintien des profils de méthylation du génome (Okano et al.,

1999;Chen et al., 2003).

Actuellement, quelques études ont montré que DNMT3A et DNMT3B participent également a
la maintenance des profils de méthylation en coopération avec DNMT 1 (Liang et al., 2002;Rhee et
al., 2002). En effet, dans des cellules humaines de carcinome colorectal (HCT116) I’invalidation de
DNMT par recombinaison homologue entraine une réduction de seulement 20% de la méthylation
globale du génome (Rhee et al., 2000) alors que la double inactivation avec DNMT3B conduit a une
perte de plus de 95% de cette méthylation (Rhee et al., 2002). De plus, des expériences de co-
immunoprécipitation et d’immunocytochimie ont respectivement montré que DNMT1 forme un
complexe avec DNMT3A et DNMT3B et que ces trois DNMT co-localisent dans le noyau (Kim ef
al., 2002). Par ailleurs, il a été montré que les trois DNMT sont capables de se lier entre elles via

leur domaine N-terminal (Liang ef al., 2002;Kim et al., 2002;Rhee et al., 2002).

3.3.3.2- DNMT3L, UN FACTEUR REGULATEUR DE LA METHYLATION DE ’ADN
DE NOVO

En 2000, un nouveau membre de la famille DNMT3 fut caractérisé, DNMT3L (Aapola et al.,
2000). Cette protéine est spécifiquement exprimée dans les cellules germinales et est
structurellement proche de DNMT3A et DNMT3B (Aapola et al., 2000). Toutefois, DNMT3L est
dépourvue d’une grande partie de son domaine catalytique (Figure 6A) et n’est ainsi plus capable
de méthyler ’ADN (Aapola et al., 2000). En revanche, cette DNMT semble influencer de fagon
indirecte la méthylation de ’ADN. En effet, I’invalidation du géne Dnmt3/ chez la souris conduit a
une absence de I’empreinte maternelle chez les femelles homozygotes dont la progéniture
hétérozygote n’est pas viable et se traduit chez les males par une stérilit¢ (Bourc'his er al.,
2001;Hata ef al., 2002). Le phénotype obtenu par cette invalidation est similaire a celui obtenu par

une invalidation conditionnelle du gene Dnmt3a qui conduit a une absence d’empreinte maternelle
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(Hata et al., 2002). Récemment, il a ét¢ montré que Dnmt31 joue également un role dans I’empreinte
paternelle et plus précisément au moment de la naissance des souriceaux males quand il y a
méthylation de novo des séquences répétées isolées dans les cellules germinales males (Bourc'his

and Bestor, 2004;Webster ef al., 2005).

En définitive, DNMT3L influence la méthylation de ’ADN dans le cadre de I’établissement de
I’empreinte génétique, notamment en augmentant ’activité méthyltransférase de Dnmt3a et
Dnmt3b avec lesquels il interagit directement (Hata et al., 2002;Chedin et al., 2002;Suetake et al.,
2004;Chen et al., 2005).

3.3.4- L’ENIGMATIQUE DNMT?2

La protéine DNMT2 est la DNMT la moins bien connue. Bien que cette enzyme fut comme les
autres identifiée par homologie de séquence avec le domaine catalytique des DNMT, elle ne semble
pas présenter d’activité ADN méthyltransférase (Yoder and Bestor, 1998;0kano et al., 1998a).
Toutefois, cette enzyme semble étre la DNMT la plus conservée. En effet, sa séquence est trés
similaire aux autres DNMT procaryotes et eucaryotes. De plus, DNMT2 posséde de proches
homologues chez les bactéries, les plantes, les insectes..., mais également dans des organismes ne
présentant pas de méthylation dans leur génome, comme Schizosaccharamyces pombe (Dong et al.,
2001). L’enzyme DNMT2 humaine est une petite protéine dépourvue de domaine N-terminal
(Figure 6A). Sa structure est fortement identique a la DNMT bactérienne M. Hhal (Dong et al.,
2001).

Les ARNm DNMT?2 sont exprimés de fagcon ubiquitaire a un faible niveau dans la plupart des
tissus adultes humains et murins et dans les cellules ES de souris (Okano et al., 1998a).
L’inactivation du gene Dnmt2 chez la souris ne semble conduire a aucun phénotype particulier. Ces
souris sont viables et les profils de méthylation de I’ADN ne semblent pas étre modifiés (Okano et
al., 1998a). La cellule est par ailleurs toujours capable de méthyler une séquence provirale infectée
(Okano et al., 1998a). D¢s lors aucun role biologique n’avait pu étre attribué a DNMT2 jusqu’a
présent. Néanmoins, il semble que cette protéine ait une fonction plus spécifique que les autres
DNMT. Des études de surexpression ou de purification de DNMT2 ont pu mettre en évidence que
cette enzyme posséde tout de méme une activité résiduelle de méthyltransférase de ’ADN qui
semble étre reliée a une certaine spécificité de séquence (Hermann et al., 2003;Tang et al., 2003).

De plus, le groupe de T. Bestor spécule que DNMT2 a un role dans la fonction des centromeres car
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des homologues de Dnmt2 sont retrouvés uniquement chez les espéces possédant une fonction et
une structure des centromeres semblables (Bestor, 2000). Par ailleurs, cette équipe a récemment
montré que les enzymes purifié¢es DNMT2 humaines et de Drosophila melanogaster sont capables
de méthyler les cytosines de I’ARN de transfert de 1’acide aminé acide aspartique (tRNA*P). Ces
observations suggerent que DNMT?2 serait aussi une ARN méthyltransférase (Goll ef al., 2006).

Malgré de nombreuses études, la fonction exacte de DNMT2 reste toutefois encore énigmatique

et continue d’étre un challenge pour la communauté scientifique.

3.3.5- CONCLUSION, UNE COOPERATION DES DNMT POUR UNE SPECIFICITE

FONCTIONNELLE

Les DNMT ont tout d’abord été subdivisées en ADN méthyltransférases de maintien (DNMTT1)
et ADN méthyltransférases de novo (DNMT3). Cependant de plus en plus de résultats, comme il I’a
été évoqué dans les paragraphes précédents, indiquent que les DNMT coopérent pour établir et
maintenir les profils de méthylation in vivo (Kim et al., 2002;Rhee et al., 2002;Chen et al., 2003). 11
est donc fortement probable que ces enzymes possedent aussi bien une activité ADN
méthyltransférases de maintien que de nmovo mais que, suivant leurs interactions avec d’autres
protéines nucléaires ou avec des facteurs de liaison a I’ADN, leur activité et leur ciblage génomique

différent (Rountree et al., 2000;Bachman et al., 2001).

3.4- LA DEMETHYLATION DE ADN

La méthylation de I’ADN est une modification réversible. Alors que les enzymes impliquées
dans I’établissement des profils de méthylation sont bien caractérisées, les processus de
déméthylation sont encore aujourd’hui peu connus. Toutefois, il apparait que 1’effacement de
méthylation de I’ADN est un mécanisme tout aussi important pour 1’organisme que son
¢tablissement. L’un des exemples les plus frappants est la vague de déméthylation massive qui
affecte le génome lors du développement embryonnaire. Bien que les mécanismes de déméthylation
soient assez bien compris chez les plantes (Ikeda and Kinoshita, 2009), ils font I’objet d’incessants
travaux et débats chez les mammiféres. Comme nous avons pu le voir dans le paragraphe 3.1, la
déméthylation de I’ADN peut étre passive, c'est-a-dire perdue au cours des réplications cellulaires.
Mais elle peut aussi étre active, soit indépendante de toute réplication de 1’ADN. Plusieurs

processus ont été proposés pour expliquer la déméthylation active qui reste a ce jour le processus de
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déméthylation le plus énigmatique : le premier repose sur la substitution de la base méthylée lors de
la réparation de I’ADN par excision de nucléotides, le second sur une activité ADN glycosylase et

le troisiéme mettrait en jeu une ou des enzyme(s) déméthylase(s).

3.4.1- PROCESSUS DE REPARATION PAR EXCISION DE NUCLEOTIDES

La réparation par excision de nucléotides est un mécanisme par lequel une cellule est capable de
repérer, d’exciser et de remplacer des dommages causés a I’ADN. Cette réparation s'opere souvent
par excision de 2 a 30 nucléotides du brin portant I'erreur. L'ADN polymérase assure ensuite le
remplacement du fragment endommagé par un fragment correct. Ce mécanisme fut le premier a étre
décrit comme capable d’exciser des cytosines méthylées de I’ADN, donc ayant un réle potentiel
dans la déméthylation active (Figure 7) (Weiss et al., 1996). Il a été tout d’abord proposé que ce
mécanisme soit ARN-dépendant. En effet, lors de ces expériences, cette réaction de déméthylation
¢tait insensible a la protéinase K mais sensible a un traitement a la RNase (Weiss et al., 1996). En
revanche, I’implication d’ARN dans la déméthylation fut par la suite démentie (Swisher et al.,
1998). Récemment, une étude a montré que la protéine Gadd45a (Growth arrest and DNA-damage-
inducible protein 45 alpha) et ’endonucléase de réparation de I’ADN, XPG (Xeroderma
pigmentosum, complementary group G), sont impliquées dans la déméthylation active par excision
de nucléotides (Barreto et al., 2007). Au cours du développement, le gene Oct4 est activé par la
déméthylation de son promoteur. Dans des ovocytes de Xenopus bloquées, Gadd45a interagit avec
I’endonucléase XPG et est recrutée spécifiquement sur le promoteur Oct4 pour induire sa
déméthylation (Barreto et al., 2007). Toutefois, une étude ultérieure fut dans 1’incapacité de prouver
le role fonctionnelle de Gadd45a dans la déméthylation active de I’ADN de mammifére (Jin et al.,

2008).

3.4.2- LES ADN GLYCOSYLASES, DES ENZYMES DEMETHYLANTES ?

A T’inverse de la réparation de I’ADN par excision de nucléotides qui reconnait et remplace
toute une partie de séquence génomique, la réparation par excision de bases implique uniquement le
remplacement de la base mutée ou chimiquement altérée (Figure 8). La réparation par excision de
bases fait intervenir une ADN glycosylase qui reconnait I’altération et élimine la base en scindant la
liaison glycosydique qui 1’unit au désoxyribose. Un site apurinique ou apyrimidique (AP) est ainsi
créé. Ce site est par la suite reconnu par des AP lyases ou AP endonucléases et des ADN

phosphodiestérases 3°-5’. Les ADN polymérases et ADN ligases finissent alors la réaction en
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comblant le site vacant laissé par I’excision de base. Comme il I’a été mentionné précédemment, les
5-méthylcytosines ont tendance a perdre spontanément leur groupement amine et a donc se
désaminer en thymine avec une fréquence beaucoup plus élevée, de 10 a 50 fois, que pour les autres
bases. Des mésappariements SmCpG-TpG sont ainsi produits. Si ces mésappariements ne sont pas
réparés, des transitions mutationnelles de C:G a T:A se produisent apreés une étape de réplication de
I’ADN. Chez les mammiferes, les mésappariements SmCpG-TpG sont spécifiquement reconnus par
deux protéines : (i) la protéine thymidine ADN glycosylase, TDG, ou (ii) la protéine MBD4
(Methyl-CpG-Binding Domain protein 4), aussi connu sous le nom MEDI (Methyl-CpG-binding
Endonuclease 1), qui possede également une activit¢ ADN glycosylase (Hendrich et al.,
1999b;Petronzelli et al., 2000). Ces enzymes sont capables d’exciser la thymidine du
mésappariement SmCpG-TpG, sans toucher au squelette sucre-phosphate, et de la remplacer par
une cytosine non-méthylée. Il a été montré que TDG peut interagir avec I’ADN méthyltransférase
DNMT3a (Hendrich et al., 1999b;Li et al., 2007). Cette interaction permettrait de reméthyler la
cytosine nouvellement incorporée. Toutefois, le mécanisme de réparation de I’ADN par excision de

base impliquant MBD4 ne permettrait pas cette reméthylation.

De facon identique, une activit¢ 5-méthylglycosylase pourrait étre a 1’origine d’une
déméthylation (Figure 8). Des enzymes ayant une telle activité ont été identifiées dans des cellules
HeLa (Vairapandi and Duker, 1993) et dans des embryons de poulet (Jost, 1993;Jost et al.,
1995b;Jost and Jost, 1995a;Weiss et al., 1996;Fremont et al., 1997;Jost et al., 1997). MBD4
posséderait une telle activité 5-méthylglycosylase (Zhu et al., 2000). Toutefois, cette activité serait
trente fois plus faible que son activité thymidine ADN glycosylase et son interprétation biologique

n’a pas été encore élucidée.

Bien que I’excision de cytosines méthylées par excision de nucléotides ou de bases puisse étre
considérée comme des mécanismes de déméthylation, un grand nombre de données met en doute
leur implication dans la déméthylation active. Premiérement, 1’excision de nucléotides ne peut étre
considérée comme le mécanisme de déméthylation active lors de la vague de déméthylation
massive du génome paternel au cours du développement embryonnaire. En effet, un tel mécanisme
mettrait séverement en danger 1’intégrité du génome (Oswald et al., 2000). Deuxiemement, les
cinétiques de déméthylation des enzymes impliquées dans ces processus d’excision sont trop lentes
pour expliquer les déméthylations observées lors du développement ou de la différenciation
(Cortazar et al., 2007). Ainsi, la découverte d’enzymes catalysant spécifiquement I’excision du

groupement méthyle directement a partir de la cytosine serait une solution a ce dilemme.

-20 -



5-méthylcytosine

NHy

DNMT3A/B-COOH ;j/cﬂj
]
HO- O"J\N
—%29

OH
¢ S-DNMT3A/B

Forme énamine de la 5-méthylcytosine,
complexe covalent avec DNMT3A/B

Ha0

A DNMT3A/B-COO- NH
""N =-CHa
HO OJ\N S=DNMTIAB
—_— O
I NH,
o OH
/ CH
S NONEL
00— Ili’—O 555
" MBD2
(o] e
’ ClH O/\Iﬂ/\ Démethylase ? L'absence d'AdoMet favorise la désamination oxydative
;Oﬂ qui convertit une 5-méthylcytosine en thymidine
[+]

Guanine
5 CH, e
\° 7
\ s

Site abasique aprés hydrolyse glycosylase
du mésaparriement G:T

d HO-
~ 7317

OH

¢

Insertion d'une cytosine grace au
systéme d'excision-réparation de bases
MHz

%

OH
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(A) MBD2, une déméthylase ? Cette protéine déméthylerait de la maniere la plus simple qui soit, en enlevant
le groupe méthyle de la base. (B) Métivier et al. (2008) (Metivier et al., 2008) proposent que les ADN
méthyltransférases DNMT3A et DNMT3B participent a la désamination oxydative des 5-méthylcytosines (en
C4) en absence de donneur de groupements méthyles, AdoMet. La cytosine méthylée est ainsi convertit en
thymidine. Le mésappariement guanine : thymidine est reconnu et réparé par le systéme d’excision-
réparation de bases. La thymidine est ainsi remplacée par une cytosine. Des cytosines méthylées seraient
par ce mécanisme élimées de I'’ADN.
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3.4.3- LES ADN DEMETHYLASES

L’excision directe du groupement méthyle d’une base cytosine est considérée comme
chimiquement impossible. En effet, la cassure de la liaison reliant le carbone du groupement
méthyle au carbone du cycle de la cytosine nécessite une grande énergie thermodynamique (Cedar
and Verdine, 1999). Néanmoins, une protéine connue comme possédant un domaine de liaison a
I’ADN méthylé, la protéine MBD2 (Methyl-CpG-Binding Domain protein 2), a ét¢ montré comme
possédant la capacité de catalyser in vitro comme in vivo ’hydrolyse du résidu méthyle des
cytosines méthylées et ce uniquement en présence d’eau (Bhattacharya et al., 1999) (Figure 9A).
Cette hypothese reste tout de méme tres controversée. En effet, les souris nullizygotes Mbd?2 sont
viables (Hendrich et al., 2001). Il semble donc peu probable que cette protéine puisse étre a
I’origine de la déméthylation massive du génome paternel au cours du développement
embryonnaire. Par ailleurs, d’autres groupes furent dans 1’impossibilité de reproduire les résultats
obtenus par Bhattacharya et al. (Zhang et al., 1999). Récemment, il a été proposé que les enzymes
impliquées dans 1’établissement des profils de méthylation, DNMT3A et DNMT3B, participeraient
¢galement au processus de déméthylation (Metivier et al., 2008;Kangaspeska et al., 2008). Ces
¢tudes montrent que les deux enzymes interviennent dans un phénomene cyclique de
méthylation/déméthylation qui s’opere au niveau du promoteur pS2/TFF 1, cible des récepteurs aux
cestrogenes. Les auteurs suggerent que ces deux enzymes posséderaient une activité désaminase qui
leur permettrait de participer au processus actif de déméthylation (Figure 9B). En absence de la
principale source de groupement méthyle, I’AdoMet, DNMT3A et DNMT3B induiraient la
déméthylation. Toutefois, rien n’indique que I’AdoMet puisse étre limitant in vivo. De plus, la
cinétique de méthylation/déméthylation est trop rapide (~ 2 heures) pour qu’un tel mécanisme soit a
ce jour envisagé. L hypothese selon laquelle DNMT3A et DNMT3B seraient des déméthylases fait
donc a ce jour I’objet d’un vif débat (Ooi and Bestor, 2008). Reste donc a savoir si les déméthylases

existent chez les mammiferes.

La méthylation de I’ADN est donc un mécanisme ¢€pigénétique maintenu au cours de
I’évolution. La mise en place et le maintien des profils de méthylation nécessitent les DNMT,
enzymes fortement conservées, des procaryotes aux mammiféres. Mais quelles sont donc les
fonctions de la méthylation de ’ADN au sein du génome pour expliquer la conservation et

I’importance physiologique d’un tel mécanisme ?
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Protéines Séquences cibles
AP-2 CCCGCGGCG

AP-2 CTCCGGGG(C/MTG
récepteur Ah TTGCGTG

CREB/ATF TGACGTCA
CREB/ATF CTGCGTCA

E2F TTTTCGCGC

EBP-80 ATCTGCGCATATGCC
Ets CGGAAG

MLTF GGCCACGTGACC
MTF-1 TGCGCCCG

c-Myc, c-Myn CACGTG

GABP TTCCGGGC

NF-xB GGGACTTTCCG
HiNF-P CGGTTTTCAATCTGGTCCG
MSPF ATGCGNNNNCGCCT

Q CpG non méthylé
® CpG méthylé
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4- LES CAPACITES REPRESSIVES DE LA METHYLATION DE L’ADN AU CENTRE DE SES ROLES

BIOLOGIQUES

Chez les mammiferes, la méthylation de ’ADN possede plusieurs fonctions essentielles a
I’intégrité du génome, de la cellule et de 1’organisme. L’importance de la méthylation de I’ADN
dans ces nombreux processus biologiques est probablement a rapprocher de son role important dans

la répression et le verrouillage de la transcription de certaines régions spécifiques du génome.

41- LA METHYLATION DE ADN VERROUILLE L’EXPRESSION GENIQUE

Chez les vertébrés, la connexion étroite entre méthylation des CpG et répression
transcriptionnelle est connue depuis environ 30 ans. Les premieres observations montrant une
corrélation entre le profil de méthylation de geénes et leur expression, ont été réalisées
parrallélement sur le géne de 1’ovalbumine de poulet (Mandel ef al., 1979) et les génes de globines
animales (McGhee and Ginder, 1979) et humaines (van der Ploeg and Flavell, 1980). Par la suite,
I’association méthylation/répression transcriptionnelle s’est vérifiée pour de nombreux genes et
modeles expérimentaux. Les mécanismes par lesquels la méthylation de ’ADN peut intervenir sur

le niveau de transcription des genes reposent sur la modulation des interactions ADN-protéines.

4.1.1- INHIBITION DE LA FIXATION DES FACTEURS DE TRANSCIPTION PAR LA
METHYLATION DE LEURS SEQUENCES CIBLES - IMPLICATION DIRECTE DE LA

METHYLATION DE ’ADN DANS LA REPRESSION TRANSCRIPTIONNELLE

Il a été tout d’abord proposé que 1’ajout d’un groupement méthyle sur I’ADN puisse empécher
la fixation de protéines essentielles a la transcription génique, comme les facteurs de transcription,
sur leurs séquences cibles (Figure 10). En effet, en 1988, Watt et Molloy ont montré par des
expériences de retard sur gel que la méthylation du CpG situé en position centrale de la séquence
promotrice AdMLP (Adenovirus Major Late Promoter) (TAGGCCACGTCATCAAGCTAG)
inhibe la liaison du facteur de trans-activation MLTF-USF et conduit in vivo a une baisse de la
transcription (Watt and Molloy, 1988). Depuis, cette inhibition directe de la fixation des facteurs de
transcription par la méthylation de leurs séquences cibles a ét¢ démontré pour d’autres trans-
activateurs (Tableau 2), tels que AP2, c-Myc/myn, E2F, CREB/ATF et NF-xB (Tate and Bird,
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Les cytosines méthylées sont reconnues par des protéines liant 'TADN méthylé (MBP, Methyl-CpG-Binding
Protein). Ces protéines, une fois liées a TADN méthylé, vont recruter des complexes enzymatiques capables
de modifier de fagcon covalente les composants chromatiniens. Ces différentes modifications entrainent un
remodelage de la chromatine d’'une structure décondensée vers une structure compactée. Des régions
fonctionnellement inactives et inaccessibles aux facteurs de transcription (FT) sont ainsi créées.
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1993). Toutefois, ce mécanisme direct est jugé peu fréquent in vivo et de nombreux facteurs de
transcription comme Spl (Watt et al., 1988;Iguchi-Ariga and Schaffner, 1989;Kudo, 1998), CTF
(Ben Hattar et al., 1989) et NF1 (Rhodes et al., 1994) sont insensibles a la seule méthylation de

I’ADN, suggérant I’implication d’autres mécanismes.

41.2- COUPLAGE ENTRE METHYLATION DE LU’ADN ET COMPACTION
CHROMATINIENNE - IMPLICATION INDIRECTE DE LA METHYLATION DE L’ADN DANS

LA REPRESSION TRANSCRIPTIONNELLE

Un autre mécanisme, beaucoup plus général que le premier, se base sur la coopération de la
méthylation de I’ADN avec d’autres modifications épigénétiques pour atteindre un état
chromatinien plus compact et transcriptionnellement inactif (Khorasanizadeh, 2004). En effet, les
nombreuses études portant sur la méthylation de I’ADN et la répression génique ont montré que la
méthylation de I’ADN représente un signal interprétable par des protéines capables de reconnaitre
les séquences méthylées. Ces protéines sont généralement dénommées MBP pour « Methyl-CpG-
Binding Protein » ou protéines ayant une forte affinité pour ’ADN méthylé. L’association de ces
protéines aux zones méthylées conduit au recrutement de complexes enzymatiques capables de
modifier de facon covalente les composants chromatiniens (Figure 11). Ces différentes
modifications entrainent un remodelage de la chromatine d’une structure décondensée vers une
structure compactée. Des régions fonctionnellement inactives et inaccessibles aux facteurs de

transcription sont ainsi créées.

Les caractéristiques moléculaires de ce mécanisme ainsi que la description de la famille de
protéines participant a 1’établissement de cette structure chromatinienne feront 1’objet du deuxiéme

chapitre de cette introduction.

Il est communément admis que la régulation transcriptionnelle des genes eucaryotes est régie au
niveau génique par les séquences promotrices et cis-régulatrices, telles que les séquences
« enhancer » ou activatrices et les séquences « silencer » ou inhibitrices. Toutefois, comme nous
venons de le voir dans ce paragraphe, a cette régulation génique, un second niveau de régulation
d’ordre épigénétique se superpose. En effet, la méthylation de I’ADN est a 1’origine d’un vaste
processus de répression transcriptionnelle faisant principalement appel a 1’établissement d’une

structure compactée de la chromatine. Ce mécanisme souligne donc I’importance de la principale
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modification covalente de I’ADN mais aussi de 1’état d’« empaquetage » de I’ADN pour son

expression.

Les sites méthylés de I’ADN marquent de fagon non-aléatoire de vastes régions
chromosomiques, telles I’hétérochromatine, comme des zones plus restreintes du génome, dont les
ilots de CpG situés dans des régions promotrices spécifiques. Ainsi la méthylation de I’ADN
participe a la compartimentation des domaines fonctionnels spécialis€s dans le génome. Mais
quelles sont précisément les cibles de cette répression méthylation-dépendante ? Et quelles

importances fonctionnelles existe-t-il & maintenir cette répression ?

4.2- REGULATION DE GENES ESSENTIELS AU DEVELOPPEMENT PAR LA METHYLATION
DE ADN

La premi¢re mise en évidence de I'importance de la méthylation de I’ADN dans le
développement est venue de 1’analyse des souris invalidées pour les génes Dnmtl ou Dnmt3a et/ou
Dnmt3b. Ces invalidations entrainent une hypométhylation séveére conduisant a une 1étalité
embryonnaire. Nous nous attarderons dans ce paragraphe a détailler certaines régions génomiques

dont le maintien de méthylation semble indispensable a un développement normal.

4.2.1- L’EMPREINTE PARENTALE: UNE METHYLATION ALLELE SPECIFIQUE
NECESSAIRE AUSSI BIEN AU COURS DU DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE QUE

PENDANT LA VIE ADULTE

Dans les années 80, deux séries d’expériences ont conduit a conclure que les génomes parentaux
ne contribuent pas de maniere identique au développement de I’embryon. En effet, les tentatives de
création d’embryons murins constitués de deux génomes males (individus androgénotes) ou
femelles (individus gynogénotes) (McGrath and Solter, 1984;Surani et al., 1984) ainsi que des
¢tudes d’unidisomies uniparentales spécifiques (c'est-a-dire ayant hérit¢ de deux copies d’une
portion de chromosome du méme parent) sur des embryons de souris (Cattanach and Kirk, 1985)
ont mis en évidence de graves anomalies de développement chez ces individus conduisant a une
mort prématurée. Ces expériences ont montré, par ailleurs, que les diploidies ou unidisomies ont des
effets opposés sur le développement embryonnaire selon qu’elles sont héritées du pere ou de la
mere (McGrath et al., 1984;Surani et al., 1984;Cattanach et al., 1985). Ces travaux suggéraient

donc une complémentarité fonctionnelle des deux génomes parentaux. Cette hypothese fut par la
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La région distale du chromosome 7 murin comporte deux domaines et deux centres d’empreinte
indépendants (IC1 et IC2). (A) Domaine 1: les enhancers situés en aval du géne H19 interagissent avec le
promoteur maternel du géne H719, mais ne peuvent pas activer I'alléle maternel du géne /gf2 en raison de la
frontiére produite par la protéine insulatrice CTCF, fixée sur la DMR maternelle (IC1) non méthylée. La DMR
paternelle hyperméthylée réprime quant a elle I'alléle paternel du géne H719, en agissant comme un silencer.
(B) Le domaine 2 comporte une dizaine de génes, dont certains sont soumis a empreinte seulement dans le
placenta chez la souris (Nap1/4, Tssc4, CD81, Ascl2). L'IC2 (ou KvDMR), localisée dans lintron 10 de
KvLQT1, est une DMR méthylée sur I'alléle maternel et non méthylée sur l'alléle paternel. LIT1 (LQT intronic
transcript 1) est un ARN non codant antisens du géne KvLQT1, exprimé a partir de la DMR paternelle, et qui
permettrait la répression paternelle des génes Phida2, Tsscb, p57kip2, KvLQT1. (C) Locus Igf2R: dans
l'intron 2 du géne Igf2R se trouve le centre d’empreinte (ICE, Imprinting Control Element), qui est une DMR
méthylée sur I'alléle maternel. A partir de ce promoteur paternel non méthylé s’exprime I’ARN antisens AIR,
qui serait responsable de la répression en cis des génes Igf2R, Sic22a2 et Sic22a3. (D) Locus 7C murin ou
PWS-AS humain: le centre d’empreinte du locus PWS-AS comporte deux modules, AS-SRO et PWS-SRO
(IC). Ce dernier est une DMR méthylée sur I'alléle maternel. Par son action en cis, elle permettrait d’activer
I'expression des génes MRKN3, NDN et MAGEL?2, et de réprimer le géne UBE3A, grace a I'expression de
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suite démontrée avec la mise en évidence chez les mammiféres de 1’existence de génes soumis a

empreinte génomique parentale (DeChiara et al., 1990;Barlow ef al., 1991).

On parle de génes soumis a empreinte parentale lorsque celui-ci ne s’exprime qu’a partir d’un
seul des deux alleles en fonction de son origine parentale. L expression de ces genes est donc
mono-allélique et dépend de ’origine parentale. Alors qu’ils sont identiques au niveau de leur
séquence nucléotidique, les deux alleles d’un geéne soumis a empreinte portent des marques
épigénétiques différentes qui vont permettre de les distinguer et de s’exprimer de maniére
différente. Les premicres analyses des quelques geénes identifiés comme clairement soumis a
I’empreinte parentale ont montré que I’expression différentielle est accompagnée d’une méthylation
différente des deux alleles dans les cellules somatiques (Sasaki et al., 1992;Ferguson-Smith et al.,
1993;Bartolomei et al., 1993;Brandeis et al., 1993b). Ces observations furent étendues a d’autres
genes et tres rapidement, la méthylation de ’ADN a été considérée comme la marque épigénétique
majeure impliquée dans I’empreinte génomique parentale chez les mammiféres. Les génes soumis a
empreinte sont trés rarement isolés dans le génome mais présentent la caractéristique remarquable
d’étre regroupés au sein de larges domaines chromosomiques pouvant couvrir jusqu’a 4 méga
bases. Ces domaines comportent plusieurs geénes aussi bien exprimés maternellement que
paternellement, le plus souvent co-régulés par un méme et unique centre d’empreinte commun ou
ICE (Imprinting Control Element). La méthylation touche essentiellement ces ICE qui sont
majoritairement localisés dans des ilots de CpG. On parle alors de régions différentiellement
méthylées ou DMR pour « Differentially Methylated Regions ». Contrairement aux autres genes,
I’allele ayant un ICE méthylé n’est pas obligatoirement 1’allele réprimé. Toutefois, les expériences
de Li et al. sur des embryons murins déficients en activit¢ ADN méthyltransférase, montrent que
I’expression de ces génes est étroitement liée & un profil de méthylation déterminé : les alleles
méthylés, normalement silencieux ou actifs sont hypométhylés dans leur modele murin et
s’expriment ou sont réprimés respectivement (Li ef al., 1993). La méthylation de ’ADN peut en
effet réguler ’expression des geénes soumis a empreinte par différents mécanismes (Figure 12). Le
plus classique est que le promoteur du géne est réprimé par la méthylation de I’ADN. La
méthylation peut aussi réguler la fixation d’un répresseur protéique agissant en cis ou I’activité de
protéines insulatrices, c'est-a-dire capables de constituer des barrieres au sein d’une unité
transcriptionnelle, telles que le facteur CTCF. Quelques exemples de ces mécanismes sont
représentés en Figure 12. D’autres caractéristiques épigénétiques ont été associées a I’empreinte
parentale chez les mammiferes. En effet, comme le montrent des expériences de sensibilité aux

nucléases réalisées chez la souris sur les genes H79 (Ferguson-Smith ef al., 1993;Bartolomei ef al.,
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(A) Les étapes de la mise en place de I'empreinte parentale sont I'effacement de I'empreinte sur les deux
chromosomes parentaux dans la nouvelle lignée germinale, I'établissement d’'une nouvelle empreinte au
cours de la gamétogenése, suivant le sexe de I'embryon, le maintien de I'empreinte au cours des divisions
cellulaires et, enfin, la lecture de I'empreinte dans les tissus somatiques, se traduisant par une expression
mono-allélique des génes soumis a empreinte. (B) Méthylation et déméthylation programmées du génome
des ovocytes, des spermatozoides et des embryons. En haut: état de méthylation des génes soumis a
'empreinte maternelle (rouge) et paternelle (bleu). La méthylation des génes non soumis & empreinte suit ce
méme profil pendant la gamétogenése, mais décline aprés la fécondation (maternels en rose et paternels en
bleu clair). En bas: établissement de I'empreinte pendant 'ovogenése et la spermatogenése. La méthylation
est ensuite maintenue sur les génes soumis a empreinte dans I'embryon pré-implantatoire. Les deux fleches
rouges indiquent le moment de la naissance par rapport a la gamétogenése.
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1993;Hark and Tilghman, 1998;Szabo et al., 1998;Khosla et al., 1999;Kanduri ef al., 2000;Umlauf
et al., 2004), U2afl-rsi (Shibata et al., 1996;Feil and Kelsey, 1997;Umlauf et al., 2004) ou Snprn
(Schweizer et al., 1999), la méthylation de I’ADN s’accompagne également d’un changement de
conformation de la chromatine, en raison des modifications post-traductionnelles des histones. Il
semble, par ailleurs, dans certains cas, que la modification des histones puisse, a elle seule,
constituer une marque épigénétique suffisante pour contrdler I’empreinte. Mais la méthylation de
I’ADN intervient probablement dans un second temps pour imposer une marque différentielle qui
joue un role de verrouillage de la structure chromatinienne (Lewis et al., 2004;Umlauf et al., 2004).
Pour finir, on notera que 1’all¢le réprimé d’un certain nombre de génes soumis a empreinte peut étre
réactivé par I’utilisation d’inhibiteurs de la méthylation de I’ADN, mais par 1’utilisation
d’inhibiteurs de modifications-post-traductionnelles de compaction des histones seule (Saitoh and
Wada, 2000;E1 Kharroubi et al., 2001;Fulmer-Smentek and Francke, 2001;Grandjean et al.,
2001;Lynch et al., 2002). Ces données suggerent que la méthylation de ’ADN constitue la marque

épigénétique dominante aux locus soumis a empreinte.

Le géne Igf2 (Insulin-like growth factor 2), qui s’exprime uniquement a partir de 1’all¢le
paternel (DeChiara et al., 1991) et les geénes Igf2R (Igf2 receptor) et H19, qui s’expriment
uniquement a partir de 1’alléle maternel (Barlow ez al., 1991;Bartolomei et al., 1991) furent les trois
premiers genes soumis & empreinte parentale a étre identifiés chez la souris. Depuis, une soixantaine
de geénes soumis a I’empreinte ont ¢été décrits chez 1’homme et la souris
(http://igc.otago.ac.nz/home.html), et I’importance accordée a I’empreinte génomique parentale
dans le domaine de la biologie du développement n’a cessé¢ de croitre. L’empreinte génomique
parentale est établie dans les lignées germinales male et femelle, puis est maintenue au cours des
divisions cellulaires dans I’embryon et pendant la vie adulte (Figure 13). Lors du développement
embryonnaire, les régions soumises a empreinte sont résistantes a la vague de déméthylation. Ce
phénomeéne permet la conservation des marques distinctes entre les génomes parentaux.
L’empreinte parentale de nombreux génes est perdue dans les embryons mutants Dnm¢/ non viables
(Li et al., 1993;Caspary et al., 1998). Inversement, la surexpression de Dnmt1, qui induit également
une létalité embryonnaire, entraine la perte d’empreinte de certains genes suite a la méthylation
biallélique de séquences régulatrices (Biniszkiewicz et al., 2002). Ces pertes d’empreinte, dues a
I’hypométhylation ou a I’hyperméthylation du génome, sont associées a la perturbation de
I’expression des génes. Par exemple, chez les embryons Dnmtl”, le géne HI9, normalement
exprimé a partir de 1’allele maternel et possédant une DMR méthylée sur 1’allele paternel, est

totalement déméthylé et exprimé de fagon bi-allélique tandis que chez les embryons surexprimant
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Dnmtl, 1’allele maternel de ce gene est hyperméthylé et ce géne ne s’exprime plus (Li et al.,
1993;Biniszkiewicz et al., 2002). Le déréglement de ce mécanisme d'expression mono-allélique est
donc corrélé avec des perturbations dans l'expression des geénes concernés et peut conduire a
certaines pathologies chez I’Homme (Verona et al., 2003). Ces maladies sont souvent associées a
des pertes d'hétérozygotie résultant de duplications maternelle ou paternelle d'une région a
empreinte parentale, entrainant soit 1'extinction, soit la surexpression des génes concernés. C'est le
cas par exemple du locus 15q11-q13 associé aux syndromes de Prader-Willi et d'Angelman, ou de
la région 11p15 associée au syndrome de Beckwith-Wiedemann (Jiang et al., 2004). Les syndromes
d'Angelman (AS) et de Prader-Willi (PWS) sont essentiellement caractérisés par des retards
mentaux. Le PWS serait causé par la perte d’expression des genes SNPRN, etc., par unidisomie
maternelle ou délétion parternelle et I’AS & D’absence de protéine UBE3A fonctionnelle par
unidosomie paternelle, délétion maternelle ou mutation. Le syndrome de Beckwith-Wiedemann est,
quant a lui, caractéris€é par un ensemble de malformations congénitales ainsi que d'une
prédisposition a certaines tumeurs. Certains genes a empreinte parentale ont aussi été impliqués
dans différents cancers ; parmi ceux-ci, les génes codant pour le facteur de croissance IGF2
(tumeurs de la vessie, du poumon, de l'ovaire, etc.), son récepteur IGF2R (tumeurs du sein, du
cOlon, du poumon, etc.) ou la Neuronatin (leucémie) (Feinberg, 2004). Le réle de I’empreinte
parentale semble par ailleurs déterminant dans la genése de pathologies gestationnelles
trophoblastiques (placentaires) du premier trimestre de grossesse (Fisher and Hodges, 2003). Chez
I’homme la présence de deux génomes paternels lors de fécondations anormales d’ovocytes entraine
d’importantes anomalies de développement du placenta. De telles anomalies avaient aussi été
observées chez les embryons de souris gynogénotes et androgénotes (McGrath et al., 1984;Surani e?

al., 1984).

Les genes soumis a I’empreinte parentale ont donc des fonctions majeures dans la croissance et
le développement embryonnaire, feetal et placentaire, ainsi des défauts d’empreinte entrainent de
multiples anomalies de croissance a ce stade. Par ailleurs, une perte de I’empreinte durant la vie

adulte peut aussi étre la cause de plusieurs maladies humaines, dont le cancer.

4.2.2- INACTIVATION DU CHROMOSOME X

Chez les mammifgres, les femelles possédent deux chromosomes X et le male uniquement un.
Un mécanisme est donc requis pour s’assurer de 1’équivalence du niveau d’expression des genes des

chromosomes sexuels. Chez la femelle euthérienne, cette compensation de dosage est achevée par
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Figure 14. Inactivation du chromosome X.

(A) Détection du corpuscule de Barr par immunofluorescence dans des cellules fibroblastiques humaines
diploides (Hong et al., 2001). La fleche pointe sur le corpuscule de Barr. (B) Inactivation du chromosome X
par synthése et hybridation d’ARN Xist puis par recrutement de différents facteurs impliqués dans la
condensation chromatinienne (DNMT, HDAC, HMT, Polycomb, MacroH2A) (Avner and Heard, 2001).
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la permanente mise sous silence transcriptionnel des génes de I'un des deux chromosomes X
(LYON, 1961). Chez I’Homme, cette inactivation concerne 90% des genes portés par 1’'un des deux
X. Il est a noté que les rares geénes (environ une centaine) exprimés a partir du chromosome X
inactif possedent pour la plupart un homologue sur le chromosome Y. Leurs produits (ARN et

protéines) sont ainsi présents en quantité égale chez les males et les femelles.

L’inactivation de I’un des deux chromosomes X est établie treés tot au cours de 1’embryogénese
précoce et est vitale au développement de 1’organisme. En effet, chez la souris, son absence conduit
a une létalit¢ embryonnaire (Takagi and Abe, 1990). Cette inactivation est régie par un phénomene
épigénétique qui conduit au changement de I'un des deux chromosomes X présents d’un état
euchromatique (décondensé), actif, a un état hétérochromatique (compacté), inactif. Les
chromosomes X actifs et inactifs sont donc structurellement différents. Du fait de sa structure
hétérochromatinienne, le chromosome X inactif (Xi) se présente souvent comme un chromocentre
particulier situé a la périphérie du noyau (Figure 14A). Il est appelé corpuscule de Barr, du nom du
chercheur canadien qui le mit en évidence en 1949. Cet état de condensation reflete le fait que son
ADN est répliqué au cours de la phase S, ultérieurement par rapport a celui des autres
chromosomes. L’inactivation de 1I’X représente le seul exemple connu d'extinction génique a
I'échelle de (presque) tout un chromosome et 1’'un des cas les plus frappants de contrdle

épigénétique au cours de la différenciation.

L’initiation de ce processus durant I’embryogenese précoce est controlée par le centre
d’inactivation du chromosome X (X-inactivation center ou Xic), qui détermine le nombre et quel
chromosome X va étre inactivé. Le locus Xic produit un ARN régulateur non-codant appelé Xisz (X
inactive specific transcript), qui s’hybride en cis, « recouvre » le chromosome X qui lui a donné
naissance et entraine son inactivation (Figure 14B) (Plath ef al., 2002). Le géne Xist est donc
transcrit uniquement a partir du chromosome X inactif et son expression précede 1’inactivation.
L’ ARN Xist induit une cascade de changements chromatiniens sur le chromosome X, entrainant des
phénoménes de condensation chromatinienne (Boggs et al., 2002;Chadwick and Willard, 2003).
Ces changements menent a 1’inactivation du chromosome X qui est initialement instable mais qui
sera par la suite stabilisé et renforcé par d’autres marques épigénétiques, telle que la méthylation de
I’ADN (Csankovszki et al., 2001). La méthylation de I’ADN semble donc plutot jouer un réle dans

la maintenance et I’irréversibilité de I’inactivation du chromosome X (Heard, 2004).
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Chez la souris, I’étude de I’inactivation du chromosome X a montré que cet événement est
dynamique au cours de 1’embryogenése précoce (Figure 15). Une premiere étape d’inactivation du
chromosome X paternel (Xp) a lieu trés tot au stade préimplantatoire et est maintenu jusqu’au stade
blastocyste précoce. Il a été¢ suggéré que le chromosome Xp porte une marque a l'origine de son
inactivation préférentielle. En effet, Okamoto et al/ ont montré que cette inactivation du
chromosome Xp est soumise a empreinte parentale et est due a une marque du locus Xic (expression
soumise a empreinte parentale de Xist) (Okamoto et al., 2004). Le Xp, uniquement et sélectivement,
va par la suite étre réactivé dans la masse cellulaire interne (& I’origine de tous les tissus de
I’individu), puis une inactivation aléatoire de I'un des deux chromosomes X se produit (Allegrucci
et al., 2005). Cette réactivation consiste en la perte d’association du Xp avec I’ARN Xist, et des
marques ¢épigénétiques caractéristiques de 1’état inactif. Cette dynamique de l’inactivation du
chromosome X au cours de I’embryogenése souligne la plasticité des marques épigénétiques et
démontre aussi la capacité remarquable de reprogrammation de la masse cellulaire interne du

blastocyste. Une fois 1’inactivation aléatoire établie 1’état inactif est stable et hérité de fagon clonale.

La méthylation de la région 5° du géne Xist aurait également un rdle dans le maintien du
chromosome X actif. En effet, elle réprimerait la transcription de I’ARN Xist sur ce chromosome.
Une expression de cet ARN a en effet été observée dans les souris males Dnmtl”, conduisant a une
baisse partielle de 1’expression de deux genes liés a 1I’X testés (Csankovszki ef al., 2001).
Néanmoins I’invalidation de Dmmt3a et b n’affecte pas cette expression (Sado et al., 2004),

suggérant une certaine spécificité.

La forte méthylation de ’ADN est I’'une des caractéristiques du chromosome X inactif. Un
grand nombre d’ilots de CpG, comme pour I’empreinte parentale, est fortement méthylé (Miller and
Willard, 1998), et I’administration de substances induisant une déméthylation, comme la 5-aza-2’-
désoxycytidine (5azaCdR), peut partiellement réactiver in vitro le chromosome X inactif
(Csankovszki et al, 2001). Par ailleurs, 1’invalidation conditionnelle de Dwnmt¢l dans des
fibroblastes murins conduit a une déméthylation puis a une élévation du taux d’expression
biallélique de geénes présents sur les chromosomes X (Csankovszki et al., 2001). Il en est de méme
chez les patients atteints du syndrome d’ICF, déficients en DNMT3B (Hansen ef al., 2000). Tout
ceci suggere un réle au moins partiel de la méthylation du chromosome X dans le maintien d’un état

inactif,
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4.2.3- LA METHYLATION DE L’ADN, UN ACTEUR CLE DE LA DIFFERENCIATION

CELLULAIRE

La différenciation cellulaire est le résultat d’un équilibre extinction/activation de groupes de
genes. Cet équilibre est régulé non seulement par des facteurs de transcription qui se lient a 'ADN
en fonction des besoins cellulaires, mais aussi par ’information épigénétique qui incluent

principalement des modifications de la méthylation de I'ADN.

Les profils de méthylation de I’ADN des différents types cellulaires retrouvés au sein de divers
organes d’un organisme sont mosaiques (Gama-Sosa et al., 1983). Toutefois, la comparaison de ces
profils observés dans un organe spécifique chez différents individus présentent un haut degré de
concordance inter-individuelle (Kochanek ef al., 1990). Ces données suggerent donc que le
mosaisme type cellulaire- ou tissus-spécifique n’est pas juste la conséquence d’erreurs de
méthylation apparues au cours du développement, mais serait plutot le résultat d’événements précis

et ordonnés de déméthylation/méthylation survenus durant ce processus (Monk, 1995).

L’importance de la méthylation de ’ADN dans la différenciation cellulaire a largement été
démontrée par de nombreuses dtudes, essentiellement effectuées in vitro, utilisant [’agent
déméthylant, la SazaCdR. L une de ces expériences clés montre que sous 1’effet d’un tel traitement
des cellules embryonnaires fibroblastiques murines se transforment avec une haute efficacité en
myoblastes, adipocytes et chondrocytes (Jones and Taylor, 1980). Des changements de profils de
méthylation peuvent ainsi transformer une cellule d’un type cellulaire a un autre. Par ailleurs, des
expériences in vivo viennent renforcer le role central de la méthylation de I’ADN dans le processus
de différenciation. En effet, ’invalidation des génes Dnmtl ou Dnmt3a et b dans les cellules ES
murines montrent que ces cellules se divisent normalement mais sont incapables de se différencier
(Jackson et al., 2004). De nombreux genes impliqués dans la différenciation cellulaire apparaissent
donc étre régulés par la méthylation de ’ADN. Par exemple, lors de la différenciation des
précurseurs neuronaux en neurones ou astrocytes, il a été montré que la séquence régulatrice
activatrice (séquence « enhancer ») STAT3 du promoteur du géne GFAP (astrocyte-specific
marker, Glial Fibrillary Acidic Protein) se déméthyle spécifiquement lors de I’astrogénese. Ceci
favorise la fixation du facteur de transcription STAT3 sur sa séquence cible et induit I’expression
du géne GFAP. En revanche, la séquence STAT3 n’est pas déméthylée dans les neurones. Ces

données suggerent que la déméthylation ou a I’inverse le maintien de la méthylation de ce site
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participe a I’orientation des précurseurs neuronaux dans une voie de différenciation spécifique
(Shimozaki et al., 2005).

Ces données de plus en plus nombreuses suggerent donc que les profils de méthylation d’une
cellule différenciée ne sont pas établis de manicre aléatoire, mais bien définis, et correlent avec la

mise en place de profils d’expression génique spécifiques caractéristiques de 1’état différencié.

Les profils de méthylation propres a chaque tissu sont, comme nous venons de le voir, acquis
durant la différenciation cellulaire. Une fois ces profils spécifiques et caractéristiques de 1’état
différencié établis, il est peu probable qu’une cellule passe d’un état de différenciation a un autre,
méme si son environnement cellulaire change (Kato and Gurdon, 1993). En définitive, bien que
toutes les cellules de 1’organisme partage le méme génome (a I’exception des lymphocytes B),
chaque type cellulaire posseéde sa propre signature épigénétique. Ces marques épigénétiques sont
transmises des cellules méres aux cellules filles lors des divisions cellulaires en absence de signaux
d’initiation ou de variations génétiques. C’est ce qu’on appelle communément la « mémoire
épigénétique » des cellules (Bird, 2002). Cette transmission est cruciale pour le maintien de 1’état de
différenciation d’une cellule.

Ce role peut étre illustré par des expériences de transplantations nucléaires, lors desquelles le
noyau d’une cellule différenciée est transplanté dans un ovocyte ou dans un ceuf énucléé. Ainsi, il a
¢té montré que le génome du noyau transplanté est capable de « se reprogrammer », en d’autre
terme de se dédifférencier en un état totipotent et d’induire le développement de tout un organisme
(Gurdon and Byrne, 2003). Ce mécanisme implique 1’effacement du profil épigénétique spécifique
associé a la reprogrammation du profil d’expression génique. Ces modifications radicales
permettent de restaurer la totipotence du noyau de la cellule différenciée donneuse (Ng and Gurdon,
2005b). Toutefois, seulement 1-2% des transplantations nucléaires menent au développement d’un
organisme en entier, suggérant que 1’efficacité d’une reprogrammation complete est faible (Yang et
al., 2007). De plus, plusieurs embryons clonés présentent des expressions géniques aberrantes. Par
exemple, certains genes embryonnaires tels que Oct4 n’arrivent pas a étre ré-exprimer dans ces
embryons (Boiani ef al., 2002;Bortvin et al., 2003;Yang et al., 2007) et des problémes de profils
d’expression des geénes soumis a I’empreinte parentale sont présents (Yang ef al., 2007). Par
ailleurs, des dtudes antérieures utilisant des transplantations nucléaires dans des embryons de
Xenopus ont montré une persistance de 1’expression de certains geénes spécifiques du donneur dans
différents types cellulaires (Ng and Gurdon, 2005a), méme apres plus de 24 divisions cellulaires
(Ng and Gurdon, 2008). De plus, certains de ces embryons présentent des profils épigénétiques

anormaux, les profils étant trés semblables a ceux des génomes donneurs (Dean et al., 2001;Santos
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et al., 2002). Toutes ces données suggerent que la transmission épigénétique de 1’état cellulaire

différenciée est tres stable et difficile a effacer méme apres un transfert nucléaire.

En définitive, ces données soulignent l'importance de la méthylation de I’ADN et donc de la
régulation épigénétique pour déterminer et fixer les destinées cellulaires durant le développement
(Wolffe and Matzke, 1999). Il est alors facile d’admettre que d’importantes perturbations des profils
de méthylation sont impliquées dans de nombreuses pathologies humaines. Le cancer est I’'une de
ces maladies montrant d’importants remaniements des profils de méthylation et d’expression
génique, assimilables a une dédifférenciation. Nous reviendrons sur ce sujet dans le troisiéme

chapitre de cette introduction.

4.3- FONCTION ESSENTIELLE DE LA METHYLATION DE L’ADN DANS LA DEFENSE ET

L’INTEGRITE STRUCTURALE DU GENOME

La plupart des études dans le domaine de la méthylation de ’ADN se focalisent sur les régions
riches en CpG, les ilots de CpG. Toutefois, la majorité des dinucléotides CpG est dispersée dans les
régions dites « pauvres en CpG » (par opposition aux séquences a ilot de CpG). De plus, comme il
I’a été décrit dans le paragraphe 2.2 de ce chapitre, ces CpG dispersés sont méthylés dans une
cellule saine de mammifére. Au vu du rdle de la méthylation de ’ADN dans la répression

transcriptionnelle, il est donc important de s’intéresser a la localisation de ces CpG dispersés.

Les éléments parasitaires de I’ADN et les rétrotransposons, comme les rétrovirus endogenes et
les éléments répétés L1 et ALU, constituent quarante pour cent du génome des mammiferes.
L’analyse précise de la répartition des dinucléotides CpG dans le génome a donc montré que la
plupart de ces dinucléotides se situent au sein de ces séquences ((Yoder et al., 1997;Colot and
Rossignol, 1999). Ces séquences sont majoritairement inactivées par la méthylation de leur contenu
en CpG (Yoder et al., 1997). Ce phénomene limite ainsi 1’expression de ces éléments mobiles
transposables et empéche leur propagation au sein du génome (Yoder et al., 1997). 1l a, donc, été
proposé que la méthylation puisse jouer un réle dans la défense et le maintien de I’intégrité du
génome. En effet, les éléments parasitaires de I’ADN menacent potentiellement [’intégrité
structurale du génome car ils peuvent étre a 1’origine de recombinaisons entre séquences répétées
non-alléliques, conduisant a des réarrangements chromosomiques ou des translocations (Montagna

1999, kazazian, 1998). De plus, ’expression des genes codant les rétrotransposons, telle que la
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transcriptase inverse, entraine leur mobilité et une cascade d’événements nuisibles aboutissant a des
mutations et une grande instabilité génomique (Yoder et al., 1997).

Plusieurs études ont apporté des preuves, bien qu’indirectes, en faveur d’un rdle de la
méthylation de ’ADN dans la défense du génome. En effet, ’invalidation homozygote du géne
Dnmtl dans les cellules ES murines, entrainent une diminution de 70% du niveau global de
méthylation mais une augmentation de 10 fois du taux de mutations impliquant des réarrangements
géniques (Chen, 1998). De plus, ces cellules Dnmtl nullizygotes montrent une élévation drastique
(de 50 a 100 fois) de I’expression des éléments transposables endogenes IAP. Il a été suggéré que
cette augmentation massive de la transcription des IAP pouvait étre a 1’origine de 1’augmentation de
I’instabilité¢ génomique observée dans ces cellules (Walsh, 1998). En outre, des hybrides obtenus
entre deux especes de kangourou montrent une hypométhylation globale du génome et une
¢lévation massive du nombre de séquences virales intégrées (Waugh o’niell, 1988). Bien que le
mécanisme expliquant I’hypométhylation du génome hybride reste inconnu, ces données suggerent
que la méthylation participe a ’inhibition de la diffusion des éléments parasitaires de I’ADN dans le

génome.

Une autre cible de la méthylation est ’ADN répété. Il a été suggéré que cette méthylation
spécifique permette de stabiliser les génomes des organismes qui contiennent une grande quantité
d’ADN répété en réduisant la fréquence de recombinaison homologue entre ces séquences (Colot et
al., 1999). De telles recombinaisons peuvent apparaitre dans la population humaine et entrainer des
conséquences déléteres (Puget, 1997, Rouyet, 1987, Small, 1997). Une preuve directe que la
méthylation supprime la recombinaison homologue provient des travaux effectués sur le
champignon Ascobolus immersus. Dans cet organisme il a ét¢ montré que la méthylation d’un
« point chaud » de recombinaison méiotique connu réduit de plus de cent fois la fréquence de
crossing-over dans cette région (Maloisel, 1998). De plus, dans les cellules de mammiferes, la
recombinaison site-spécifique des immunoglobulines (recombinaison VDJ) est réduite de plus de
100 fois quand le substrat de recombinaison est méthylé (Hsieh, 1992). D’autres preuves dans les
cellules de mammiferes, plus indirectes, incluent diverses observations : les régions soumises a
I’empreinte parentale montrent des différences significatives de la fréquence de recombinaison
entre les méioses male et femelle (Paldi, 1995) ; les personnes atteintes du syndrome ICF (mutées
pour le géne DNMT3B) et les cellules en culture traitées avec un agent d’inhibition de la
méthylation, la SazaCdR, montrent une augmentation du nombre de translocations chromosomiques
(Miniou, 1994 ; Ji, 1997). Le mécanisme par lequel la méthylation de I’ADN inhibe Ia

recombinaison homologue n’est toujours pas €lucidé. Cependant, de potentiels mécanismes ont été
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envisagés tels quun mécanisme de masquage du site d’initiation de la recombinaison, un
mécanisme de déstabilisation des intermédiaires de la recombinaison ou un mécanisme

d’interférence avec I’assemblage de la machinerie de recombinaison.

5- CONCLUSION

La méthylation de I’ADN est un phénomeéne universel mettant en jeux diverses DNMT. Chez
les mammiferes, les profils de méthylation de I’ADN sont établis de facon précise durant le
développement et son fidélement maintenus et transmis au cours des divisons cellulaires. Toutefois,
la réversibilité¢ des modifications de méthylation des CpG de ’ADN, met en évidence la plasticité
de cette information épigénétique, a I’inverse du code génétique stable en dehors des événements de
mutagenese. La méthylation de ’ADN est impliquée dans de nombreuses fonctions biologiques
lides notamment au développement, comme I’empreinte parentale, I’inactivation du chromosome X
chez les mammiferes femelles, ou I’expression de genes tissus-spécifiques ; mais elle participe
¢galement a la défense et a I’intégrité structurale du génome (Figure 16). L’altération des profils de
méthylation de ’ADN mene ainsi a diverses pathologies humaines telles qu’aux syndromes ICF,
Prader-Willi, Angelman, ou Beckwith-Wiedemann mais aussi a des pathologies cancéreuses.
Toutes les fonctions associées a la méthylation de ’ADN dépendent de son réle majeur dans la
répression transcriptionnelle (Figure 16). En effet, la méthylation de I’ADN intervient dans un
vaste processus de répression de la transcription affectant soit un geéne spécifique, soit une région
précise du génome. Cette répression transcriptionnelle fait principalement appel a des interactions
complexes entre la méthylation, la structure chromatinienne et les facteurs régulateurs. Il apparait
donc crucial de comprendre comment la méthylation est lue par les protéines qui reconnaissent le

signal de méthylation de I’ADN et agit sur la transcription génique.

Nous allons a présent nous focaliser sur les protéines MBP possédant la capacité de reconnaitre

et de lier les CpG méthylés, ces « lecteurs » et « traducteurs » du signal de méthylation de I’ADN.
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CHAPITRE 2
LES PROTEINES A MBD,

LES PRINCIPAUX INTERPRETES DE LA METHYLATION DE ADN

1- DIFFERENTES FAMILLES DE PROTEINES POSSEDANT UNE AFFINITE POUR LA

METHYLATION DE L’ADN EXISTENT

A ce jour, une famille principale de protéines MBP est connue chez les vertébrés : la famille des
protéines a domaine liant les CpG méthylés ou protéines a MBD (Methyl-CpG-Binding Domain).
Toutefois, plus récemment deux autres familles ont été caractérisées : la famille des protéines
apparentées a Kaiso ; et la famille des protéines a domaine SRA, plus largement décrite chez les

plantes.

1.1- LES PROTEINES A MBD, L’OBJET DE TOUTES LES ATTENTIONS

Les premicres protéines possédant une forte affinité pour ’ADN méthylé ont été¢ découvertes
par accident par I’équipe du Dr Adrian Bird (Meehan et al., 1989;Lewis et al., 1992). Ironiquement,
cette équipe essayait d’identifier des facteurs pouvant lier I’ADN non-méthylé et protéger les ilots
de CpG de la méthylation. Au lieu de cela, un complexe et un facteur protéiques capables de lier
spécifiquement ’ADN méthylé, respectivement nommés MeCP1 et MeCP2 pour « Methyl-CpG-
Binding Protein 1 et 2 », ont été détectés (Meehan ef al., 1989;Lewis et al., 1992). MeCP2 fut par la
suite purifiée et son domaine minimal de liaison a I’ADN méthylé identifié par I’analyse de mutants
de délétion (Nan et al., 1993). Ce domaine de 85 acides aminés fut appelé « Methyl-CpG-Binding
Domain » (MBD). Grace a la recherche par homologie de séquences de domaines semblables au
domaine MBD de MeCP2 dans des bases de données EST humaines, quatre autres protéines a
MBD ont par la suite été mises en évidence : MBD2 et MBD3 qui constituent le complexe MeCP1,
MBD1 et MBD4 (Cross et al., 1997;Hendrich and Bird, 1998).

-35-



Kaiso [ BN 647 aa)
zees [MINENNENNT TTT W J[] (10132a)

zetess [ NNHEN ENENNC (1195 2a)
<+—>

Domaine en doigt de zinc
homologue

I Domaine en doigt de zinc D Domaine riche en glutamate

|:| Domaine riche en proline I BTB/POZ

Figure 17. Organisation des protéines apparentées a Kaiso : Kaiso, ZBTB4 et ZBTB38 (adaptée de
Filion et al., 2006 (Filion et al., 2006)).

Ces trois protéines contiennent trois domaines en doigts de zinc conservés. Le domaine BTB/POZ de
ZBTB4 contient une insertion (domaine coupé).
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Ces protéines a MBD, a I’exception de MBD3, sont toutes capables de reconnaitre et de lier
I’ADN méthylé in vitro comme in vivo (Hendrich et al., 1998). Elles forment une famille de
protéines génétiquement et structurellement trés conservées entre les diverses especes de vertébrés,
attestant de leur importance fonctionnelle (Hendrich ef al, 1999a;Hendrich and Tweedie,
2003;Hung and Shen, 2003). Toutefois, ces cinq protéines différent globalement entre elles au sein
d’un méme organisme (Hendrich ef al., 1998). La similarité entre ces protéines se limite au domaine
peptidique MBD. Ces protéines forment donc davantage une famille fonctionnelle que structurale.
Seules, MBD2 et MBD3 s’averent similaires en présentant 71,1% d’identité (Hendrich et al.,
1998;Hendrich et al., 1999a). De plus, leur homologue chez les invertébrés est une méme et unique
protéine MBD2/3, qui est également présente chez D. melanogaster dont le génome est presque
dépourvu de méthylation (Lyko et al., 2000;Marhold et al., 2004). Ces données suggerent que ces

deux protéines pourraient étre les ancétres de cette famille de protéines (Hendrich ef al., 2003).

L’identification de cette famille de protéines a permis d’établir un lien direct entre méthylation
de I’ADN et répression transcriptionnelle. Depuis, ces protéines a MBD interprétes du signal
répresseur li¢ a la méthylation de I’ ADN ont fait et font toujours 1’objet de nombreuses études. Elles
sont aujourd’hui les protéines possédant une affinité¢ pour ’ADN méthylé les mieux caractérisées.
Ces protéines a MBD feront donc 1’objet d’une analyse approfondie dans ce chapitre. Toutefois,
d’autres protéines a forte affinité pour ’ADN méthylé, mais ne possédant pas de domaine MBD,

sont connues.

1.2- D’AUTRES INTERPRETES DU SIGNAL METHYLATION ONT ETE CARACTERISES

1.2.1- LA FAMILLE DES PROTEINES APPARENTEES A KAISO

En dehors de la famille des protéines a MBD, un autre groupe de protéines possédant la
propriété de se lier a ’ADN méthylé a été¢ découvert chez les vertébrés. Cette seconde famille est
composée de trois membres : Kaiso, le fondateur ; et les deux protéines humaines apparentées,

ZBTB4 et ZBTB38 (Figure 17).

Ces trois protéines sont structurellement tres différentes des protéines a MBD. Leur architecture
est semblable a celle des facteurs de transcription BTB/POZ a doigt de zinc, qui sont impliqués
dans de nombreux processus biologiques et développementaux (Daniel et al., 2002;Filion et al.,

2006) (Figure 17). Toutefois, leur domaine en doigts de zinc C2H2 permet aux protéines
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apparentées a Kaiso de reconnaitre les CpG méthylés du génome (Daniel and Reynolds, 1999;Filion

et al.,20006).

La liaison de la protéine Kaiso a I’ADN méthylé nécessite la présence d’au moins deux CpG
symétriquement méthylés consécutifs (CGCG) (Prokhortchouk ez al., 2001). Les protéines ZBTB4
et ZBTB38 peuvent, elles, interagir avec des séquences contenant un seul CpG méthylé (Filion et
al., 2006). De facon inattendue, les motifs en doigt de zinc de ces trois protéines présentent une
dualité¢ fonctionnelle. En effet, in vitro, ces motifs sont aussi capables de lier des séquences
consensus non-méthylées. Ainsi, les protéines Kaiso et ZBTB4 reconnaissent les sites KBS (Kaiso
Binding Site, TCCTGCNA) généralement localisés au niveau des promoteurs des génes cibles de
Wnt (Daniel ef al., 2002;Park et al., 2005;Filion et al., 2006;Daniel, 2007). Et, I’homologue de la
protéine ZBTB38 chez le rat, Zenon, fixe les séquences cis-régulatrices E-box (CACCTG) (Kiefer
et al., 2005). Ces trois protéines en ciblant ’ADN méthylé et des séquences consensus non-
méthylées apparaissent donc étre des régulateurs transcriptionnels complexes (Prokhortchouk ez al.,

2001;Daniel et al., 2002;Kiefer et al., 2005;Filion et al., 2006).

Les protéines Kaiso, ZBTB4 et ZBTB38 ont toutes les trois ét¢ également impliquées dans la
répression transcriptionnelle méthylation-dépendante (Prokhortchouk ef al., 2001;Yoon et al.,
2003;Filion et al., 2006;Lopes et al., 2008). En outre, Kaiso a été identifiée comme partenaire de la
caténine pl120, qui intervient dans les jonctions cellulaires (Daniel ef al., 1999). Cette donnée
pourrait suggérer un role de Kaiso dans la régulation de 1’expression génique en réponse a la

signalisation de surface cellulaire.

1.2.2- LES PROTEINES A DOMAINE SRA

De récentes études ont suggéré qu’un autre domaine protéique, le domaine SRA (Set- and Ring
finger-Associated, aussi appelé YNG), pouvait également interpréter le signal de méthylation de
I’ADN (Unoki et al., 2004;Woo et al., 2007;Johnson et al., 2007) (Figure 18). La fonction de ce
domaine est mal connue. Toutefois, il permet I’association des protéines a la chromatine mais
aucune homologie et signature de séquence ne permettent d’en appréhender le mécanisme. De fagon
intéressante, le domaine SRA semble plus versatile que le domaine MBD dans sa reconnaissance a
I’ADN méthylé. En effet, in vitro, le domaine SRA lie les cytosines méthylées présentes au niveau
de sites CpG, CpNpG et de sites non-symétriques CpNpN, avec une préférence pour les séquences

CpNpG (Woo et al., 2007;Johnson et al., 2007).
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Figure 18. Organisation des protéines SRA.

La « premiére » famille de protéines a domaine SRA présente trois autres domaines protéiques : un
domaine ubiquitine et un domaine RING, domaines dirigeant la dégradation des protéines cibles par le
protéasome; et un domaine PHD (Plant Homo-Domain), domaine de reconnaissance des histones méthylés
sur leur lysine 4. La « seconde » famille de protéines a domaine SRA, spécifique des plantes, présente le
domaine SRA associé aux domaines Pre-SET et SET, impliqués dans la méthylation des histones.
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Les protéines possédant un domaine SRA se subdivisent en deux familles distinctes.

La premiere famille de protéines présente le domaine SRA associé a deux autres domaines
protéiques : le domaine PHD (Plant Homo-Domain), domaine de reconnaissance des histones
méthylés sur leur lysine 4 et le domaine RING, domaine dirigeant la dégradation des protéines
cibles par le protéasome (Figure 18). Au minimum cinq membres de cette famille existent chez
Arabidopsis thaliana. Parmi, ces protéines, Viml a été récemment décrite comme nécessaire a la
condensation des centromeres (Woo et al., 2007). A ce jour, chez les mammiferes quatre principaux
homologues portant le domaine SRA ont été décrits : la protéine humaine ICBP90 (UHRFT1), son
paralogue NIRF (UHRF2), et leurs orthologues respectifs chez la souris, Np95 et Np97 (Unoki et
al., 2004;Woo et al., 2007;Johnson et al., 2007). Ces protéines sont des protéines nucléaires
impliquées dans la prolifération cellulaire (Fujimori et al., 1998;Mori et al., 2002). Dans les cellules
tumorales, le taux d’expression de ces protéines est élevé et constant au cours du cycle cellulaire,
alors que dans les cellules saines leur expression est dépendante du cycle cellulaire. Ces protéines
sont essentielles pour la transition G1/S et sont impliquées dans la formation de 1I’hétérochromatine
(Papait ef al., 2007), suggérant leur role fonctionnel dans le remodelage de la chromatine.
Récemment, des travaux ont par ailleurs suggérés que la protéine Np95 joue un rdle clé dans
I’héritabilité de la méthylation de I’ADN en recrutant Dnmt1 au niveau de la fourche de réplication
et de ’ADN hémi-méthylé (Bostick ef al., 2007;Sharif et al., 2007).

La seconde famille de protéines contenant un domaine SRA est spécifique des plantes. Aucun
homologue chez les mammiferes n’existe. Cette famille inclut essentiellement les histones
méthyltranstérases SUVH d’A. thaliana (Johnson et al., 2007). Dans ces protéines, le domaine SRA

est associé aux domaines Pre-SET et SET, impliqués dans la méthylation des histones (Figure 18).

2- CARACTERISTIQUES STRUCTURALES ET BIOCHIMIQUES DES PROTEINES A MBD

La famille des protéines a MBD est donc composée de cinqg membres : MeCP2, MBD1, MBD2,
MBD3 et MBD4. Ces cinqg membres possedent un domaine commun tres conservé, le domaine de
liaison a I’ADN méthylé, le domaine MBD. Ces protéines sont des facteurs épigénétiques essentiels
dans la mesure ou ils possédent la capacité d’interpréter la méthylation de I’ADN. Nous allons donc

nous intéresser ici a leurs caractéristiques structurales et biochimiques.
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Tableau 3. Localisation chromosomique et structure des génes humains codant les protéines a MBD
(Hendrich et al., 1999a;Kriaucionis and Bird, 2004).

Geénes MeCP2 MBD1 MBD2 MBD3 MBD4
Localisations chromosomiques Xg28 18921 18921 19p13 3q921-22
Longueur (kb) 60 14 50 7 11
Nombres d’exons 4 16 7 7 7

CXXC CXXC CXXC
27X

MBD1
(70 kDa) Stop

636 aa

MBD2b (29 kDa)

Coiled coil (E)n

(32 kDa) 285 aa
A A
ST 0 R Giycosyiase I
(63 kDa)
554 aa
MeCP2a
MeCP2 (AG)n a

(53kDa) (| [ = [V | ;o0 |
\/AUG 486 aa
MeCP2B

Figure 19. Les différentes isoformes des protéines a MBD de mammiféres.

Les traits bleus représentent les variants d’épissages. Le domaine liant les CpG méthylés (MBD) est
représenté en rouge, le domaine de répression transcriptionnelle (TRD) est représenté en vert et le domaine
de réparation (glycosylase) est représenté en rose. CXXC représente des domaines riches en cystéines ;
(E)n, des motifs poly-glutamates ; (RG)n, des motifs riches en arginine et glycine ; (A,G)n, des régions riches
en poly-alanine et poly-glycine.

Les cinq protéines a MBD sont des répresseurs transcriptionnels méthylation-dépendant. MBD3 posséde un
domaine MBD non fonctionnel, donc ne posséde pas la propriété de lier TADN méthylé. Toutefois, il est un
composant du complexe co-répresseur Mi2/NuRD. MBD4 est quand a elle principalement impliquée dans la
réparation des mésappariement G/T via son activité glycosylase.
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2.1- IDENTIFICATION ET DESCRIPTIF DES GENES CODANT LES PROTEINES A MBD ET

DES DIFFERENTS ISOFORMES ET VARIANTS TRANSCRITS ET TRADUITS

MeCP2 a initialement été identifice, purifiée et séquencée par 1’équipe du Dr A. Bird sur la base
de sa capacité de liaison a des dinucléotides CpG méthylés (Meehan et al., 1989;Lewis et al., 1992).
Analysée comme une protéine monomérique de 84KDa chez le rat et de 80 KDa chez la souris, sa
dégradation selon la méthode d’Edman a permis de générer des sondes utilisées pour identifier la
séquence compléte de son ADN complémentaire. Son géne a ensuite pu étre localisé sur le locus
Xq28 (Quaderi et al., 1994;D'Esposito et al., 1996) et est reconnu comme soumis au mécanisme
d’inactivation du chromosome X. Des mutations dominantes dans ce geéne sont par ailleurs
responsables (dans 80% des cas) du syndrome de Rett (Amir et al., 1999). Ce syndrome est une
pathologie neuro-développementale progressive conduisant a un poly-handicap lourd associé a des
retards mentaux séveres (Hagberg e al., 1983). 1l affecte une naissance de fille sur 10 000 a 15 000
et constitue ainsi la premiere cause génétique a l’origine de retards mentaux chez les femmes
(Percy, 2002).

Les geénes des quatre autres protéines a MBD, sont localisés sur les chromosomes 18q21 pour
MBDI1 et MBD2, 19p13 pour MBD3 et 3q21-22 pour MBD4 (Hendrich et al., 1999a).

La structure des cinq geénes codant les protéines a MBD est présentée dans le tableau 3
(Tableau 3). Il est toutefois a noter qu’a leur extrémité 5°, ces cinq génes possedent tous un ilot de

CpG, suggérant que leur régulation pourrait étre soumise & un mécanisme méthylation-dépendant.

Les geénes des protéines a MBD codent différents isoformes et variants, qui résultent d’épissages
ou de sites de polyadénylation alternatifs (Figure 19). Ainsi, le transcrit MBD?2 est soumis a un
épissage spécifique du tissus testiculaire, conduisant a une forme plus courte de la protéine MBD2
dans sa partie carboxy-terminale. Le transcrit MbdI peut également subir un épissage de sa région
5°, qui code un troisieme motif protéique CXXC (Hendrich et al., 1998;Jorgensen et al., 2004).
Quant au transcrit MeCP2, il posséde un signal de polyadénylation alternatif qui conduit a la
transcription d’une longue région 3’ UTR de 8,5 kb trés conservée (Coy et al., 1999;Reichwald et
al., 2000), qui semble impliquée dans le controle de la stabilité de ce transcrit (Samaco et al., 2004).
Cette forme longue du transcrit MeCP?2 serait la principale forme a 1’origine de I’expression de la
protéine MeCP2 dans le cerveau murin en développement, suggérant une spécificité tissulaire de cet
¢pissage alternatif (Pelka er al., 2005). Des variants d’origine traductionnelle sont également
observés chez les protéines a MBD, du fait de 1’existence de codons AUG ou stop alternatifs. Ainsi,

une isoforme de MeCP2 a été découverte chez ’Homme et la souris par analyse des bases de
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données d’EST (Kriaucionis and Bird, 2004). Cette nouvelle forme de 498 acides aminés, nommée
MeCP2 alpha, est traduite dés le premier exon du géne MeCP2, quand la premiere forme
caractérisée, MeCP2 béta, de 486 acides aminés, n’était pas traduite qu’a partir d’un AUG présent
dans le second exon. La traduction de I’isoforme alpha nécessite cependant 1’épissage antérieur de
I’exon 2, qui supprime donc ce second codon d’initiation traductionnelle. Les isoformes MBD?2a, de
43 kDa, et MBD2b, 29 kDa, résultent également de la présence d’un codon d’initiation

traductionnelle alternatif.

2.2- EXPRESSION TISSULAIRE DES DIFFERENTES PROTEINES A MBD

Les protéines 8 MBD ont la particularité d’étre trés peu, ou pas, exprimées dans les cellules
souches embryonnaires (ES), hormis MBD3 (Hendrich et al., 1998). Des études réalisées a partir
d’embryons murins préimplantatoires montrent également une expression précoce de la protéine
Mbd3. Mbd2 et Mbd4 sont toutefois détectées a des stades préimplantatoires (blastula), quand
MeCP2 ne s’exprimerait qu’apres 1’implantation de 1’embryon (Kantor et al., 2003;Huntriss ef al.,
2004). Une expression notable de toutes les protéines 8 MBD est détectée dans les ovogonies et

ovocytes immatures ; elle disparait cependant lors de leur maturation (Huntriss et al., 2004).

Les protéines a MBD sont en revanche exprimées dans tous les types cellulaires somatiques et
peuvent donc étre considérées comme des protéines ubiquitaires (Hendrich et al., 1998). Toutefois
le niveau d’expression de ces protéines varie fortement dans les différents tissus.

MeCP2 est tres fortement exprimée dans le cerveau chez I’Homme, la souris et le rat. Elle I’est
plus faiblement dans les reins, et encore moins dans la rate, puis le foie puis enfin les testicules
(Meehan ef al., 1992). Le niveau d’expression de la forme MeCP2a, prédominante (Kriaucionis et
al., 2004;Mnatzakanian et al., 2004), est particulierement élevé dans le cerveau, le thymus et les
poumons de souris (Dragich et al., 2007). Dans le cerveau, MeCP2 est plus fortement exprimée
dans le cervelet, le bulbe olfactif et le cortex préfrontal que dans le striatum, le septum et
I’hippocampe (Cassel et al., 2004;Rusconi et al., 2008). L’analyse de la distribution de ce facteur
dans le cerveau de souris (Shahbazian et al., 2002a), de rat (Cassel et al., 2004), de macaque
(Akbarian et al., 2001) et de I’homme (Shahbazian et al., 2002b;Balmer et al., 2003) indique que
I’expression MeCP2, faible au cours du développement embryonnaire, augmente apres la naissance
pour atteindre un plateau maintenu tout au long de la vie. MeCP2 n’est exprimée quasiment que
dans les neurones en cours de maturation ou post-mitotiques. Il est également a noter que MeCP2

est plus faiblement exprimée dans les cellules en culture telles les cellules HeLa (Ng et al., 1999).
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Plus généralement, on peut dire que cette protéine s’exprime plus fortement dans les cellules
différenciées, qui se divisent peu, que dans les cellules se divisant activement.

MBDI et MBD3 présentent un patron d’expression similaire a celui de MeCP2, avec une forte
expression dans le cerveau chez la souris (Hendrich ef al., 1998). Cependant, au contraire de
MeCP2, MBDI1 est fortement concentrée dans les cellules en culture (Ng et al., 2000) et MBD3
serait davantage spécifique des stades de développement précoce, prénatal, du systéme nerveux
(Jung et al., 2003).

A TP’opposé, MBD?2 serait plus faiblement exprimée dans le cerveau que dans les reins et les
poumons (Hendrich et al., 1998).

L’expression du géne MBD4 n’est pas retrouvée par nothern blot exceptée a un tres faible
niveau dans les cellules ES, mais celle-ci est détectable dans tous les tissus par RT-PCR (Hendrich

et al., 1998).

2.3- PROPRIETES DE LIAISON A ’ADN DES PROTEINES A MBD
2.3.1- LIAISON A ADN METHYLE ViA LE DOMAINE MBD
2.31.1- CO-LOCALISATION NUCLEAIRE DES PROTEINES A MBD AVEC LES 5-

METHYLCYTOSINES

Les protéines a MBD sont des protéines exclusivement nucléaires (Hendrich ez al., 1998;Fujita
et al., 1999). Plus précisément, elles se superposent aux zones méthylées de ’ADN a I’exception de
MBD3 qui ne présente pas d’affinité pour I’ADN méthylé. MeCP2, MBD1, MBD2 et MBD4 sont
ainsi retrouvées au niveau des foyers d’hétérochromatine des régions péricentromériques, contenant
40% des doublets CpG méthylés, mais aussi au niveau de régions moins riches en 5-
méthylcytosines telles 1’euchromatine et les séquences microsatellites dispersées (Nan et al.,
1996;Hendrich et al., 1998). La localisation spécifique de MeCP2, MBD2 et MBD4 n’est plus
détectée dans des cellules ayant moins de 5% du taux de méthylation normal (Nan et al.,

1996;Hendrich et al., 1998).

La co-localisation spécifique des protéines a MBD avec les 5-méthylcytosines s’explique par la
spécificité de ces protéines a reconnaitre et a lier les dinucléotides CpG méthylés grace a un
domaine trés conservé : le « Methyl-CpG-Binding Domain » (MBD). Bien qu’aucune séquence
cible consensus n’ait pu étre déterminée, des différences d’affinité pour I’ADN méthylé entre ces

différentes protéines sont observées.
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2.3.1.2- PROPRIETES DE LIAISON A ADN DU DOMAINE MBD

Le domaine MBD de MeCP2 est un domaine de 85 acides aminés nécessaire et suffisant pour
permettre sa liaison a I’ADN méthylé in vitro et la reconnaissance d’une seule paire de
dinucléotides CpG symétriquement méthylés sur les deux brins de 1’hélice ADN (Nan et al., 1993).
MeCP2 est ainsi capable de reconnaitre I’ADN méthylé nu comme assemblé en nucléosome (Nan et
al., 1997;Chandler et al, 1999). L’interaction du domaine MBD de MeCP2 a I’ADN
nucléosomique est par ailleurs renforcé par son domaine carboxy-terminal (Chandler ef al., 1999).
De plus, la présence d’une séquence riche en A/T a proximité des dinucléotides CpG méthylés (a
une distance de 3 a 8 bases) augmenterait ’affinité de MeCP2 pour ses cibles (Klose et al., 2005).
MeCP2 présente également une faible affinité pour ’ADN hémi-méthylé (Kimura and Shiota,
2003) et une faible affinité aspécifique pour I’ADN non-méthylé (Meehan ef al., 1992).

Tout comme MeCP2, les protéines MBD1, MBD2 et MBD4 se lient via leur domaine MBD, in
vitro comme in vivo, a des séquences d’ADN symétriquement méthylées (Hendrich ef al., 1998;Ng
et al., 2000). La présence d’un seul site CpG méthylé suffit aussi a ces protéines pour se fixer.
MBDI1 et MBD2 semblent également impliquées dans la liaison a I’ADN hémi-méthylé (Ng ef al.,
2000;Tatematsu et al., 2000). En outre, MBD4 se fixerait préférentiellement aux sites hémi-
méthylés tels ceux engendrés par des mésappariements SmCpG/GpT (Hendrich et al., 1999b).
MBD4 est en effet principalement une ADN glycosylase impliquée dans la réparation de ces

mésappariements. Cette fonction de MBD4 sera abordée dans le paragraphe 4.3.1.

En revanche, chez les mammifeéres, MBD3, contrairement a son homologue chez le xénope,

possede un domaine non-fonctionnel (Hendrich ez al., 1998;Wade et al., 1999).

2.3.1.3- STRUCTURE PROTEIQUE DU DOMAINE MBD

Par comparaison de séquences des domaines MBD des cinq protéines de la famille d’une part et
par des expériences de mutagénese dirigée d’autre part, neuf acides aminés trés conservés et
essentiels a I’interaction entre le domaine MBD et I’ADN méthyl¢ ont été identifiés : Val20, Arg22,
Arg/Lys30, Asp32, Tyr34, Argdd, Lys46, Serd5 et Lys65 (Hendrich et al., 1998;0hki et al.,
1999;Wakefield et al., 1999;0hki et al., 2001) (Figure 20A). Chez les mammiferes, la protéine

MBD3 présente deux substitutions pour deux de ces neuf acides aminés importants : Arg/Lys30 en
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Figure 20. Le domaine de fixation a ’ADN méthylé (MBD).

(A) Alignement des séquences peptidiques et motifs secondaires des domaines MBD des cinq protéines a
MBD, MBD1, MeCP2, MBD4, MBD2 et MBD3 de quelques vertébrés (h : Homme, m : souris, x : xénope).
Les résidus conservés sont encadrés et les résidus importants colorés : les résidus basiques en bleus, les
hydrophobes en jaunes et les résidus acides et polaires en verts. (B) Structure tri-dimensionnelle du MBD de
mMBD1, établie par spectroscopie RMN 2D. a : hélice a, B : feuillet B, L: boucle, N : extrémité amino-
terminale, C : extrémité carboxy-terminale.
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His30 et Tyr34 en Phe34 (Figure 20A). Ces substitutions, n’étant pas observées chez son
homologue xénope, seraient ainsi responsables de I’incapacité de MBD3 a lier I’ADN méthylé.

L’alignement des séquences peptidiques des domaines MBD a aussi révélé la présence de deux
sous-classes de domaine MBD : les domaines MBD de MBD4 et de MeCP2 semblent tres proches
et ceux de MBD1, MBD2 et MBD3 forment une deuxiéme sous-classe (Hendrich ef al., 1999a)
(Figure 20A).

Les structures tridimensionnelles des domaines MBD des protéines humaines MeCP2 et MBD1
ont été étudides par « Résonance Magnétique Nucléaire » (RMN). Ces analyses ont révélé une
structure similaire dite en sandwich o/f constituée d’un feuillet 3 antiparallele a quatre brins (A, B,
C et D) sur la face N-terminale et d’une hélice-a suivie d’un coude en épingle a cheveux sur la face
C-terminale (Figure 20B). Ensemble, la boucle flexible entre brins B et C, et les faces exposées des
brins B, C et D constituent la surface de liaison a I’ADN méthylé (Ohki et al., 1999;Wakefield et
al., 1999;0hki et al., 2001).

Une fois le domaine MBD « classique » décrit, six autres protéines contenant un domaine
semblable ont été identifiées par alignement de séquences dans différentes especes (Roloff et al.,
2003). Parmi eux, sont retrouvées des protéines impliquées dans les modifications post-
traductionnelles des histones : telles les histones acétyltransférases BAZ2A/TIPS5 et BAZ2B, et les
histones méthyltransférases, CLLD6 et SETDBI1/ESET (Roloff et al., 2003). Toutefois, si ces
nouveaux membres semblent tracer un lien séduisant entre méthylation de I’ADN et structure
chromatinienne, 1’analyse des séquences de leur domaine MBD suggére une incapacité a fixer
I’ADN méthylé. La recherche d’une telle capacité chez SETDBI1 s’est par ailleurs montrée
infructueuse (Ichimura et al., 2005). Ces protéines ne feront donc pas 1’objet de notre attention dans

cette introduction.

2.3.2- LIAISON DE LA PROTEINE MBD1 A I’ADN NON-METHYLE VIA SES
DOMAINES CXXC

Dans les cellules présentant un faible taux de méthylation, la localisation spécifique de MBD1
n’est pas altérée (Hendrich et al., 1998). De plus, dans les cellules ES invalidées pour les DNMT ou
les cellules COS7 traitées a la 5-aza-2’-désoxycytidine, la protéine MBDI1-GFP de fusion reste
partiellement fixée aux séquences microsatellites (Fujita ez al., 1999;Ng et al., 2000). Toutes ces

données suggéraient donc que MBD1 a la capacité de lier I’ADN non-méthylé.
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Figure 21. Principe du systéme de transcription GAL4.

Réalisation dans des cellules en culture des co-transfections de vecteurs codant le domaine de
répression transcriptionnelle potentiel, TRD, fusionné au domaine de liaison de I’ADN GAL4 ; et
de vecteurs codant un géne rapporteur (ex. Luciférase) placé sous le contrdle d’un promoteur (ex. S
actine, HSV-tk, SV40) et contenant en amont des sites de liaison GAL4.



Introduction - Chapitre 2

En plus d’un domaine MBD, des domaines particuliers riches en cystéine et zinc, les domaines
CXXC, ont été isolés au sein de la protéine MBD1 (Ng et al., 2000). Le transcrit MBDI étant
soumis a différents épissages alternatifs, deux a trois domaines CXXC peuvent étre présents dans la
protéine MBD1 (Figure 19). Différents auteurs ont pu montrer que la protéine Mbdl murine était
capable de lier ’ADN non-méthylé grace a son troisi¢me domaine CXXC. L’affinit¢ de MBDI
pour I’ADN méthylé semble néanmoins bien supérieure en gel retard (Fujita ef al., 1999;Ng et al.,

2000;Jorgensen et al., 2004)

2.4- LE DOMAINE FONCTIONNEL DE REPRESSION TRANSCRIPTIONNELLE TRD

Les cinq protéines a MBD possédent donc en commun un domaine de liaison a I’ADN méthylé.
Ces protéines ont par ailleurs fourni le premier lien entre la méthylation de I’ADN et la répression
transcriptionnelle. En effet, ces protéines ont la particularité¢ d’étres impliquées dans des
mécanismes de répression transcriptionnelle. Les activités répressives de MeCP2, MBD1 et MBD2
s’exercent principalement par I’intermédiaire de leurs domaines de répression transcriptionnelle,
appelés TRD (Transcriptional Repression Domain) (Figure 19). Ces domaines ont été identifiés par
des expériences de délétions et des systeémes de co-transfection GAL4 (Nan ef al., 1997;Fujita et al.,
1999;:Ng et al., 2000;Boeke et al., 2000) (Figure 21). Bien que les domaines TRD différent

totalement par leur séquence peptidique, ils remplissent des fonctions équivalentes.

3- ACTIVITE REPRESSIVE DES PROTEINES A MBD

3.1- MECP2, LE PREMIER REPRESSEUR METHYLATION-DEPENDANT CARACTERISE

La protéine MeCP2 est la premicre des protéines a MBD a avoir été étudiée pour son caractere
de répresseur transcriptionnel. Lors des expériences pionnicres de transcription in vitro et in vivo, il
a ¢été montré que cette protéine présente une forte activité répressive spécifiquement sur les
promoteurs méthylés via son domaine TRD (Nan ef al., 1997). De plus, les premiéres études portant
sur la distribution chromosomique de MeCP2 chez la souris ont montré que cette protéine co-
localise avec les CpG méthylés. Plus particulierement, elle se trouve concentrée dans les régions
compactées et transcriptionnellement inactives d’hétérochromatine péricentromérique (Lewis ef al.,
1992;Nan et al., 1996). Ces données laissaient donc supposer ’implication de MeCP2 dans la

répression transcriptionnelle via 1’établissement d’une chromatine compactée.
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Figure 22. Activité répressive HDAC-dépendante de MeCP2.

(A) Domaines dinteractions entre MeCP2 et les co-répresseurs Sin3A, c-Ski et N-CoR. (B) MeCP2
reconnait et lie les CpG méthylés de '’ADN. Elle serait alors capable de recruter trois complexes HDAC via
ses interactions avec les co-répresseurs Sin3A, c-Ski et N-CoR, entrainant ainsi la désacétylation des
histones au niveau des régions méthylées du génome. La désacétylation des histones menant a la
compaction de la chromatine, MeCP2 conduirait par ce mécanisme a la répression transcriptionnelle dite
HDAC-dépendante des régions méthylées du génome. Le recrutement par MeCP2 des trois complexes
HDAC, Sin3, c-Ski/lHDAC et N-CoR/HDAC pourrait soit entrer en compétition, soit interagir.
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3.1.1- MECP2 RECRUTE DES COMPLEXES CAPABLES DE MODIFIER POST-
TRADUCTIONNELLEMENT LES HISTONES ET DE COMPACTER LA CHROMATINE

3.1.1.1- REPRESSION HDA C-DEPENDANTE

Le premier mécanisme mettant en évidence le role de MeCP2 dans la répression
transcriptionnelle impliquait le recrutement par cette protéine de complexes co-répresseurs
contenant des histones désacétylases (HDAC). En effet, en 1998, 1’équipe du Dr Bird et celle du Dr
Wolffe ont démontré in vitro, grace a des systemes GAL4, qu’un traitement a la trichostatine A
(TSA), agent inhibiteur des complexes HDAC, léve en partie ’inhibition de 1’expression de génes
rapporteurs initiée par MeCP2 (Nan et al., 1998;Jones et al., 1998). Ces deux mémes équipes ont
par la suite mis en évidence une interaction entre MeCP2, le co-répresseur Sin3A et une activité
HDAC chez la souris et le xénope (Nan et al., 1998;Jones et al., 1998). Dans les 2 cas, ’interaction
entre MeCP2 et Sin3A a été aussi bien démontré in vitro par des expériences de chromatographie et
de co-sédimentation (GST pull-down), qu’in vivo par co-immunoprécipitation (Nan et al.,
1998;Jones et al., 1998). Cette interaction est directe et est dépendante du domaine TRD et de la
région située entre celui-ci et le domaine MBD de la protéine MeCP2 (Figure 22A). L’association
de MeCP2 a Sin3A permettrait alors le recrutement du complexe HDAC Sin3, qui contient 6 co-
répresseurs : les histones désacétylases de classe I, HDAC1 et HDAC2, et les sous-unités RbAp46,
RbAp48, SAP18 et SAP30, qui interagissent avec les histones (Figure 22B) (Zhang et al.,
1997;Zhang et al., 1998;Zhang et al., 1999).

Ces données furent les premieres mises en évidence du recrutement d’un complexe HDAC par
une protéine a MBD et cette découverte permit d’établir un lien concret entre méthylation et

désacétylation des histones.

Néanmoins, une étude plus récente a montré, a partir d’extraits tissulaires de rat, de cellules en
culture et d’ovocytes de xénope laevis, qu’une fraction minoritaire de MeCP2 interagit avec Sin3a
et que cette interaction n’est pas stable (Klose and Bird, 2004). MeCP2 existe principalement sous
forme libre, monomérique. Ces données suggeérent que MeCP2 n’est pas obligatoirement un
membre du complexe répresseur Sin3 et pourrait alors s’engager dans d’autres interactions pour

établir la répression transcriptionnelle.

D’autres co-répresseurs, connus comme ¢tant associés a des HDAC, ont aussi été identifiés
comme capables d’interagir avec MeCP2. C’est le cas de I’oncogene c-Ski et de la protéine N-CoR

(Kokura et al., 2001). L’interaction de ces 2 co-facteurs avec MeCP2 a été démontrée par des
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techniques de co-sédimentation et d’immunoprécipitation. Comme observées pour 1’interaction
MeCP2/Sin3A, les 2 interactions MeCP2/c-Ski et MeCP2/N-CoR sont directes et dépendantes
d’une région contenant le domaine TRD de MeCP2 (Figure 22 A). De plus, c-Ski co-localise avec
MeCP2 au niveau de régions d’hétérochromatine. L’implication de I’oncogene c-Ski dans la
répression transcriptionnelle induite par MeCP2 a ét¢ démontrée par un systeme GAL4. En effet, le
degré de répression transcriptionnelle induit par une protéine de fusion Gal4-MeCP2 est abrogé par
la surexpression d’une forme dominante négative c-Ski ou d’anticorps anti-c-Ski bloquants. Il
semble peu probable que dans la répression transcriptionnelle MeCP2 dépendante, les trois co-
répresseurs Sin3A, c-Ski et N-Cor interviennent au sein d’un méme complexe. En effet, des études
biochimiques ont montré que le complexe Sin3 purifié ne contient ni N-CoR/SMRT, ni ¢-Ski/Sno
comme composants (Zhang et al., 1997;Laherty et al., 1998). Par ailleurs, Sin3 et c-Ski/Sno ne sont
pas détectés au sein du complexe N-CoR/SMRT (Huang et al., 2000;Kao et al., 2000;Guenther et
al., 2000;Li et al., 2000). Deés lors, il existerait trois complexes différents : MeCP2/Sin3A/HDAC,
MeCP2/c-Ski/HDAC et MeCP2/N-CoR/HDAC, qui pourrait soit entrer en compétition, soit
interagir (Figure 22B).

Les analyses de la structure chromatinienne associée a la protéine MeCP2 confirment également
la participation des complexes HDAC dans le blocage de ’activité transcriptionnelle conduite par
cette protéine. En effet, plusieurs expériences d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP) ont
montré que les promoteurs liés par MeCP2 sont appauvris en histones acétylées (Ballestar et al.,
2003;Chen et al., 2003). De plus, in vivo, MeCP2 co-localise avec des histones hypoacétylées sur
les chromosomes murins (Hendrich et al., 1998). Enfin, dans des lignées cellulaires n’exprimant pas
MeCP2, tant humaine, issues de patients porteurs de mutations MeCP?2 et atteints d’un syndrome de
Rett, que murines, obtenues par invalidation génique, un enrichissement en histones acétylées est au
contraire observé au niveau de genes cibles de MeCP2 (Martinowich et al., 2003;Chen et al.,

2003;Horike, 20052a) ou a I’échelle globale du génome (Shahbazian ef al., 2002b).

La répression transcriptionnelle initiée par MeCP2 fait donc appel a une activit¢ HDAC.
Toutefois, dans certains cas elle n’est pas ou que partiellement levée par un traitement a la TSA. En
effet, Nan et al. ont observé lors de leurs études que la répression transcriptionnelle du promoteur
de la factine humaine par MeCP2 n’est levée qu’a 50% par la TSA (Nan et al, 1997).
Ultérieurement, Yu et al. ont montré par un systeme GAL4 classique que MeCP2 via son domaine
TRD était capable d’inhiber la transcription d’un géne rapporteur sous la dépendance du promoteur

SV40, mais qu’un traitement a la TSA n’avait aucun impact sur cette répression (Yu et al., 2000).
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Figure 23. Activité répressive HMT-dépendante de MeCP2.

L’interaction de MeCP2 avec Suv39H1 au niveau de régions méthylées favorise la méthylation des lysines 9

(MeK9) d’histones H3. Cette association implique aussi le facteur CoRest, partenaire du facteur séquence-
spécifique REST.



Introduction - Chapitre 2

Ces données suggerent donc que d’autres voies, HDAC-indépendante, sont utilisées et que la
séquence du promoteur utilisée lors des expériences pourrait étre a 1’origine du choix de la voie de

répression.

3.1.1.2- REPRESSION HMT-DEPENDANTE

La méthylation des lysines 9 et 27 des histones H3 et des lysines 20 des histones H4 participe
également a la répression transcriptionnelle de nombreux geénes ayant leurs séquences activatrices
méthylées. Des associations entre MeCP2 et des histones méthyltransférases (HMT) ont pu étre
mises en évidence. Ainsi le recrutement d’HMT par MeCP2 sur ’ADN méthylé entraine la
méthylation des lysines des histones, qui conduit a la compaction de la chromatine puis a la

répression transcriptionnelle.

L’association entre la protéine MeCP2 et I’activité HMT fut tout d’abord établie dans des lysats
cellulaires Rat-1 (Lunyak et al., 2002). Cette observation fut par la suite confirmée par d’autres
auteurs in vitro puis in vivo : un systétme d’induction de I’expression de MeCP2 par la tétracycline
(« Tet-Off ») conduit a la fixation de MeCP2 et a I’apparition d’histone H3 méthylées sur la lysine 9
au niveau de la région DMR du gene H/79 dans des cellules n’exprimant pas MeCP2 endogene ; au
contraire, en absence d’induction de MeCP2, la présence d’histones H3 méthylées est fortement
réduite dans cette région (Fuks et al, 2003). L’activit¢ HMT, notamment impliquée dans la
répression transcriptionnelle via MeCP2 du gene spécifique de neurone NaChll, fut par la suite
caractérisée par ChIP (Lunyak et al., 2002). Ainsi, la présence de MeCP2, mais aussi du co-
répresseur CoRest, d’histones H3 méthylées sur la lysine 9 et du facteur d’hétérochromatine HP1
ont été détectés sur les régions méthylées du geéne Nachll. Des expériences de co-
immunoprécipitation ont par la suite montré que MeCP2 interagit avec CoRest mais aussi avec
P’HMT Suv39H1 (Figure 23). La réalisation de « ChIP-reCHIP », c'est-a-dire de deux
immunoprécipitations de chromatine successives a I’aide de deux anticorps distincts, a révélé une

co-localisation de MeCP2 avec CoRest ou Suv39H]1 sur la région méthylée NaChll.

Deés lors, la répression induite par MeCP2 peut non seulement s’effectuer par une voie HDAC-
dépendante mais aussi par une voie HMT-dépendante. L’analyse de la chromatine inactive montre
qu’elle porte conjointement des marques de désacétylation et de méthylation des histones.
Toutefois, a I’heure actuelle, aucune étude ne s’est intéressée a déterminer si le recrutement

d’HDAC ou d’HMT par MeCP2 était simultané, exclusif ou successif.
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Figure 24. Activité répressive ATPase-dépendante de MeCP2.

L’interaction de MeCP2 avec Brahma et Sin3 au niveau de régions méthylées conduit a la désacétylation
des histones ainsi qu’au remodelage ATP-dépendant de la chromatine.
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3.1.2- MECP2 REPRIME LA TRANSCRIPTION EN MODIFIANT L’ARCHITECTURE
CHROMATINIENNE

3.1.2.1- MECP2 « DEPLACE » LES NUCLEOSOMES

MeCP2 participe donc a la répression transcriptionnelle de séquences méthylées via
I’établissement d’une structure chromatinienne inactive. Comme nous venons de le voir, ce
mécanisme est rendu possible par le recrutement d’HDAC et ’HMT qui initie des modifications
post-traductionnelles de la queue des histones. Toutefois, le remodelage de la chromatine peut non
seulement s’effectuer par des modifications post traductionnelles des histones mais aussi par la

« translocation » de nucléosomes en entier.

Une voie de répression transcriptionnelle MeCP2-dépendante impliquant le complexe de
remodelage chromatinien ATPase-dépendant, SWI/SNF, a été démontrée (Harikrishnan et al.,
2005). En effet, plusieurs approches moléculaires ont permis de mettre en évidence une interaction
entre MeCP2 et certains membres du complexe SWI/SNF, dont Brahma (Brm) (Figure 24). Dans la
lignée cellulaire NIH3T3, MeCP2 co-sédimente, co-immunoprécipite et co-localise avec Brm. De
plus, la réalisation de ChIP a par la suite montré la présence de Brm sur les promoteurs méthylés et
réprimés par MeCP2, tels que celui des genes MDRI et THBSI dans les cellules cancéreuses et
celui du géne FMRI dans des cellules de patients atteints du syndrome de 1’X fragile. La co-
existence de ce facteur avec MeCP2 sur ces différents promoteurs méthylés a été vérifiée par ChIP
reChlIP. Par ailleurs, I’implication de Brm dans la répression transcriptionnelle initiée par MeCP2 a
été prouvée grace a des expériences d’invalidation par interférence a ’ARN. Ainsi, 1’utilisation de
siRNA (small interfering RNA ou petit ARN interférents) dirigés contre les transcrits Brm ou
MeCP2 a montré une activation de I’expression des genes étudiés. La co-transfection des ces 2
siRNA a un effet synergique. De plus, 1’absence de Brm ou de MeCP2 entraine respectivement la
dissociation de MeCP2 ou de Brm des promoteurs méthylés. L’ensemble de ces données suggere
que ces deux facteurs interagissent pour 1’établissement de la répression transcriptionnelle. Le
complexe SWI/SNF permet grace a son activité ATPase de faire « glisser » les nucléosomes le long
de la molécule de I’ADN, favorisant dans ce cas la compaction de la chromatine. Des données
suggerent que cette activité peut étre associée a la modification post-traductionnelle des histones.
En effet, certains membres du complexes HDAC Sin3 et du complexe SWI/SNF interagissent
(Tong et al., 1998;Sif et al., 2001;Martens and Winston, 2002). Dans I’étude menée par 1’équipe du
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Figure 25. MeCP2 forme des boucles répressives (adaptée de Horike et al., 2005 (Horike et al., 2005)).

Mécanisme alternatif par lequel la protéine MeCP2 pourrait exercer son action de répression
transcriptionnelle. La protéine serait susceptible de reconnaitre certains éléments dans I'ADN et de former
des boucles d'ADN inactif entre ces éléments. Les génes contenus dans la boucle ne sont plus exprimés.
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Dr El-Osta, Sin3A et HDACI1 ont aussi été¢ impliqués dans la répression transcriptionnelle initiée

par MeCP2 et Brm (Harikrishnan et al., 2005) (Figure 24).

Néanmoins, I’implication de Brm et du complexe SWI/SNF dans la répression transcriptionnelle
initiée par MeCP2 a été remise en cause un an plus tard. L’équipe du Dr Wang s’est retrouvée dans
I’incapacité de reproduire les données publiées précédemment. De plus, cette équipe met en avant
I’argument que les souris invalidées pour Brm sont viables et ne développent aucun désordre

neurologique sévere similaire aux souris MeCP2 nulles (Reyes et al., 1997;Guy et al., 2001).

Cependant, récemment, il a été¢ montré que MeCP2 interagit avec un autre membre de la famille
SWI/SNF, une ADN hélicase/ATPase SWI2/SNF2 nommée ATRX (Alpha Thalassemia/mental
Retardation, X linked) (Nan et al., 2007) (Figure 24). Cette interaction a ét¢ démontrée in vitro par
des expériences de double hybride chez la levure mais aussi par co-sédimentation et in vivo par co-
immunoprécipitation. De plus, ces deux protéines co-localisent au niveau des foyers
d’hétérochromatine. Il a été suggéré que MeCP2 et la méthylation de I’ADN ciblent in vivo le
domaine C-terminal d’ATRX au niveau de ces foyers. En effet, dans le noyau d’une cellule
neuronale Mecp2”, ATRX est délocalisée. Par ailleurs, certaines mutations dans le géne MeCP2
inhibent in vitro I’interaction entre MeCP2 et ATRX. En revanche, lors de cette étude rien n’a été

démontré quant au rdle de I’interaction MeCP2-ATRX dans la répression transcriptionnelle.

3.1.2.2- IMPLICATION DE MECP2 DANS L’ETABLISSEMENT DE STRUCTURES

SECONDAIRES DE LA CHROMATINE

La protéine MeCP2 pourrait également étre impliquée dans la répression transcriptionnelle de
certains génes non pas directement comme il 1’a été vu ci-dessus mais plutdt en les plagant dans une
« boucle » d’ADN inactive. En effet, MeCP2 pourrait ne pas avoir uniquement le role simple qu’on
lui attribuait initialement, c’est a dire se fixer sur les séquences régulatrices méthylées des génes et
réprimer leur expression. Elle semble également &tre capable de reconnaitre certaines régions
d’ADN spécifiques et contribuer a faire des boucles entre elles (Figure 25). La conséquence de cet

isolement dans des boucles serait I’absence d’expression des genes qui s’y trouvent.

Ainsi, Horike et al. ont proposé dans une étude publiée en 2005, que MeCP2 serait impliquée
dans la formation de boucle chromatinienne au niveau des genes DI/x5 et DIx6, entrainant leur

inactivation transcriptionnelle (Horike ef al., 2005b). Lors de ce travail, des sites de liaison MeCP2
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a proximité des génes DIx5 et DIx6 ont été identifiés. De plus, une augmentation de 2 fois du niveau
de transcrits de chacun de ces genes a été observée dans le cortex frontal des souris invalidées pour
Mecp2 par rapport a celui observé dans des souris sauvages. Par ailleurs, la réalisation
d’expériences de capture de conformation chromatinienne (3C) a montré que I’inactivation de
I’expression de ces 2 geénes est induite par la formation d’une boucle chromatinienne qui n’est pas
détectée chez les souris Mecp2 nulles, suggérant que la formation de cette boucle dépend de
MeCP2. Cette boucle répressive de 11Kb, reliant I’intron de DI/x6 a la zone promotrice DIx5 est
associée a la désacétylation et a la méthylation de la lysine 9 des histones H3. Toutefois,
I’implication de MeCP2 dans la répression transcriptionnelle de ces génes a été remise en question
par Schule et al. En effet, ces auteurs ont été dans l’incapacité de détecter une augmentation
significative et reproductible de 1’expression de DIx5 et Dix6 dans le cortex frontal des souris
Mecp2” (Schule er al., 2007). Néanmoins, la liaison de MeCP2 au locus DIx5/Dix6 fut
indépendamment confirmée par ChIP (Yasui ef al., 2007). Par ailleurs, plusieurs études in vitro,
utilisant différentes techniques : gel retard, ultracentrifugation analytique et électrophorese sur gel
d’agarose ; couplées a des observations sous microscope électronique sont venues parallelement ou
par la suite renforcer I’implication de MeCP2 dans la formation de boucle chromatinienne (Georgel
et al., 2003;Nikitina et al., 2007a;Nikitina et al., 2007b). Cette capacité s’exerce sur de I’ADN nu,
préférentiellement méthylé, ainsi qu’au sein de complexes nucléosomiques assemblées in vitro. Des
structures secondaires en formes ellipsoides sont ainsi observables. La superstructure de la
chromatine est généralement établie par les histones associées a I’ADN internucléosomal, telles que
les histones H1. Il a été démontré in vitro comme in vivo, que MeCP2, tout comme 1’histone H1, est
capable de se lier a ’ADN internucléosomal (Chandler ez al., 1999;Ishibashi et al., 2008).
Toutefois, cette liaison s’effectue préférentiellement avec I’ADN internucléosomal méthylé.
L’interaction de MeCP2 a I’ADN internucléosomal méthyl¢ serait ainsi a I’origine de la compaction
de la chromatine en induisant des interactions nucléosomes/nucléosomes (Chandler et al.,

1999;Georgel ef al., 2003;Nikitina ef al., 2007a;Nikitina et al., 2007b;Ishibashi et al., 2008).

La capacité de MeCP2 a former de telles boucles n’est pas totalement surprenante, dans la
mesure ou I’homologue aviaire de MeCP2 n’est autre que la protéine ARBP (Weitzel et al., 1997).
Cette protéine se lie aux courtes séquences MAR (Matrix/Scaffold Attachment Regions),
régulierement réparties dans le génome, qui partagent la chromatine en domaines fonctionnels en
formant des boucles et permettent son ancrage a la matrice nucléaire (von Kries ef al., 1991). De
plus, le domaine de liaison aux séquences MAR de la protéine aviaire ARBP est tres homologue au

domaine MBD de la protéine MeCP2 de mammiféres (Heitmann et al., 2003). Contre toutes
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Figure 26. Séquestration de TFIIB par MeCP2.

L’association de MeCP2 avec le facteur transcriptionnel TFIIB bloquerait le recrutement du complexe de
préinitiation de la transcription par ce facteur.
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attentes, c’est le domaine TRD de Mecp2 murine qui a ¢ét¢ montré comme impliqué dans la
formation de macrostructures de chromatine (Georgel ef al., 2003). En revanche, comme nous
I’avons vu dans le paragraphe précédent une interaction entre MeCP2 et ATRX a été récemment
décrite (Nan et al., 2007). ATRX est classée parmi les « protéines associées a la matrice » (Berube
et al., 2000), suggérant que son interaction avec MeCP2 pourrait avoir un role dans I’ancrage des
boucles d’ADN a la matrice nucléaire. Lors de cette étude, il a ét€¢ montré par des expériences de
co-sédimentation que I’interaction entre ces deux protéines s’effectue via le domaine MBD de

MeCP2.

L’implication de MeCP2 dans la formation de boucle chromatinienne et donc de son effet sur
I’organisation de la chromatine a grande échelle reste a éclaircir. Toutefois, ce role semble bien
exister car une recherche dans les cellules MCF7, des cibles de MeCP2, au moyen de ChIP suivies
d’une hybridation sur puces a ADN (ChIP-on-chip), a montré que des séquences MAR sont
identifiées (Koch and Stratling, 2004).

3.13- MECP2 PEUT INTERFERER DIRECTEMENT AVEC LA MACHINERIE

TRANSCRIPTIONELLE EN SEQUESTRANT TFIIB

Dans le but d’identifier les partenaires potentiels de MeCP2 dans la répression transcriptionnelle
indépendante de tous remodelages chromatiniens, 1’équipe du Dr Wolffe a utilisé un systéme de
transcription in vitro dépourvu de composants chromatiniens (Kaludov and Wolffe, 2000). Cette
étude mettant en présence des plasmides d’ADN nu, MeCP2 et les composants de la machinerie de
transcription purifiés a montré que MeCP2, se lie et inhibe spécifiquement la transcription des
vecteurs méthylés. Par ailleurs, des expériences de co-sédimentation ont montré que MeCP2
interagit via son domaine TRD au facteur de transcription TFIIB (Transcriptional Factor II B).
MeCP2 est ainsi capable d’interférer in vitro avec la formation, ou le bon fonctionnement, du
complexe de pré-initiation de la transcription au niveau d’ADN méthylé (Figure 26). L’addition
exogene de TFIIB ne permet pas de lever la répression transcriptionnelle initiée par MeCP2. Par
ailleurs, en présence d’extrait nucléaire de cellules HelLa, pouvant contenir des enzymes de
remodelage de la chromatine, un traitement a la TSA n’induit pas la réexpression des vecteurs

méthylés éteints par MeCP2.

Des lors, MeCP2, par I’intermédiaire de son domaine TRD, est capable de séquestrer le facteur

TFIIB, compromettant ainsi la formation du complexe de pré-initiation de la transcription (Kaludov
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Figure 27. MeCP2 interagit avec YB-1 et régule I'épissage alternatif des transcrits cibles (adaptée de
Chahrour et Zoghbi, 2007 (Chahrour and Zoghbi, 2007)).
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et al., 2000). En outre, ces observations suggerent 1’existence d’une voie de répression MeCP2
dépendante sans modification de la chromatine ou du moins sans modification de 1’état
d’acétylation des histones. Cette répression ne passerait pas par une voie HDAC-indépendante.

Néanmoins, la confirmation de I’existence d’un tel mécanisme in vivo n’est pas encore établie.

3.1.4- INTERVENTION DE MECP2 DANS L’EPISSAGE ALTERNATIF

Des expériences de co-immunoprécipitation ont pu mettre a jour I’interaction de MeCP2 avec
Y-box-binding protein 1 (YB-1), interaction nécessitant la présence d’ARN. YB-1, qui appartient a
la famille multifonctionnelle des protéines de liaison aux ADN/ARN, prend part a la régulation de
I’épissage alternatif des ARN messagers. Il agit aussi comme facteur de transcription en se liant aux
boites Y des promoteurs de genes cibles et participe a la réparation et a la réplication de ’ADN. La
signification fonctionnelle de cette association a été testée dans un modele de mini geénes
rapporteurs, cibles de YB-1, possédant plusieurs sites d’épissage. Le complexe MeCP2/YB-1 est
capable de prendre en charge I’ARN précurseur transcrit du geéne rapporteur et d’en orienter
I’épissage alternatif in vitro mais également in vivo (Figure 27). La description de profils
d’épissage alternatif aberrants dans le cortex cérébral de souris Mecp2308/y, notamment pour DIx5
ou pour la sous-unité¢ 1 du récepteur au NMDA (NR1), semble valider la relevance in vivo d’une

telle interaction (Young et al., 2005).

La régulation par MeCP2 des mécanismes de transcription et d’épissage pourrait Etre
coordonnée pour assurer a la fois le contrdle quantitatif et qualitatif de I’expression des geénes
cibles. Ainsi, la réactivation d’un promoteur cible libérerait MeCP2 et la rendrait disponible pour le

contrdle de 1’épissage du transcrit néosynthétisé.

3.1.5- CONCLUSION : MECP2 UN REPRESSEUR TRANSCRIPTIONNEL MAIS AUSSI

UNE PROTEINE NUCLEAIRE ARCHITECTURALE

MeCP2 fut la premicre protéine a MBD caractérisée pour son role dans la répression
transcriptionnelle. Elle est aussi celle dont les mécanismes de répression sont les plus étudiés et
donc les plus connus. Elle interviendrait aussi bien dans la répression transcriptionnelle a petite
échelle, de geénes spécifiques, que dans une répression transcriptionnelle a large échelle via la mise
en place de compartimentation du génome (Figure 28). MeCP2 peut donc étre vu non seulement

comme un répresseur transcriptionnel mais aussi comme une protéine nucléaire architecturale.
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Figure 28. Représentation chronologique des fonctions connues de MeCP2 (adaptée de Hite et al.,
2009 (Hite et al., 2009)).
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Toutefois, un nombre limité de génes régulés par MeCP2 a été¢ a ce jour identifié. De plus,
I’analyse des changements d’expression entre un tissu murin de cerveau normal et un tissus murin
de cerveau Mecp2’/ " ne montre pas de changement massif d’expression génique (Tudor ef al., 2002).
En outre, la carte de liaison de MeCP2 dans des neurones a montré que 63% des sites MeCP2 sont
des promoteurs de geénes actifs (Yasui et al., 2007) (Figure 28). MeCP2 fut donc initialement
décrite comme un répresseur transcriptionnel mais certaines données récentes la décrivent plutdt

comme un activateur. MeCP2 aurait-elle donc ces deux activités antagonistes ?

3.2- MBD2 INITIE UNE REPRESSION TRANSCRIPTIONNELLE MAJORITAIREMENT

HDAC-DEPENDANTE

L’implication potentielle de MBD2 dans la répression transcriptionnelle des genes méthylés a
¢été étudiée des son identification (Ng et al., 1999). A ce jour, plusieurs études, dont trois de notre
équipe, ont démontré 1’association de MBD2 a de nombreux promoteurs méthylés et son
implication directe dans leur répression transcriptionnelle (Bakker ef al., 2002;Lin and Nelson,
2003;Auriol et al., 2005;Lopez-Serra et al., 2008). De plus, une approche globale réalisée par
I’équipe du Dr Esteller en collaboration avec notre équipe, a montré que MBD?2 serait de loin le
répresseur méthylation-dépendant réprimant le plus grand nombre de genes (~ 900 génes sur 967)

dans les cancers (Lopez-Serra ef al., 2008).

Les mécanismes par lesquels MBD2 est capable de réprimer la transcription semblent
principalement dépendants des voies HDAC. En effet, seules des interactions entre MBD2 et des

complexes HDAC ou des co-répresseurs membres de ces complexes ont été rapportés.

3.2.1- MBD2 ET MBD3 COOPERE AU SEIN DU COMPLEXE MECP1

L’activité répressive de MBD2 a été démontrée in vitro par des systemes GAL4 similaires a
ceux utilisés lors de la caractérisation du role de MeCP2 (Ng et al., 1999). Par ailleurs, la
neutralisation des capacités répressives de MBD2 par la TSA, agent inhibiteur des HDAC, a permis
de suggérer un role important de la désacétylation des histones dans la répression transcriptionnelle

engendrée par cette protéine (Ng et al., 1999).
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Figure 29. Recrutement du complexe MeCP1 par MBD2 au niveau de portions d’ADN.

La formation du complexe MeCP1 au niveau de régions méthylées conduit a la désacétylation des histones,

grace aux HDAC du complexe NuRD, ainsi qu’au remodelage ATP-dépendant de la chromatine, grace a
Mi2.
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MBD?2 a tout d’abord été identifiée comme appartenant au complexe nommé MeCP1 (Ng et al.,
1999) (Figure 29). Ce complexe, découvert 10 ans plus tot, a été le premier complexe caractérisé
pour ses propriétés de fixation a I’ADN méthylé et d’induction de la répression transcriptionnelle
(Meehan ef al., 1989;Antequera et al., 1990;Boyes and Bird, 1991;Boyes and Bird, 1992).
L’utilisation d’anticorps anti-MBD2 trés spécifiques lors d’expériences d’immunoprécipitation sur
des extraits nucléaires de cellules HeLa a permis d’identifier les membres associés a MBD2 au sein
du complexe MeCP1. Parmi les constituants ont été retrouvées non seulement des protéines affines
pour les histones, RbAp46 et RbAp48 mais aussi les histones désacétylases, HDACI1 et HDAC2
(Ng et al., 1999).

Parallelement, il a été mis en évidence que MBD2 est capable de s’associer au complexe de
désacétylation des histones NuRD (Zhang et al., 1999;Wade et al., 1999) et de le recruter au niveau
d’ADN méthylé (Zhang et al., 1999;Wade et al., 1999) (Figure 29). Le complexe HDAC NuRD,
caractérisé chez le xénope et dans les cellules HelLa, est composé de sept membres : les histones
désacétylases HDAC1 et HDAC2 ; les protéines RbAp46 et RbAp48 affines pour les histones ;
I’ATPase Mi-2 impliquée dans le remodelage de la chromatine ; MTA2 (Metastasis associated 1
family, member 2), qui permet la formation du complexe enzymatiquement actif ; et la protéine a
MBD, MBD3 (Zhang et al., 1999;Wade et al., 1999). Cette dernicre a la capacité de s’associé aussi
bien a MBD2a qu’a MBD2b comme 1’ont montré des expériences de double hybride chez la levure.
Cette interaction implique le domaine MBD et le domaine d’interactions protéiques carboxy-
terminaux « coiled-coil » des deux protéines (Tatematsu et al., 2000). Ainsi, I’interaction de MBD2

au complexe NuRD est permise via la protéine MBD?3.

Finalement, des analyses par western blot et gel retard d’extraits de cellules HeLa, ont révélé
que le complexe MeCP1 n’est autre que le complexe NuRD associé a la protéine MBD2 ainsi qu’a
deux autres protéines p66 et p68 (Feng et Zhang, 2001) (Figure 29). Les deux protéines p66 et p68
sont deux isoformes d’une protéine en doigt de zinc qui favoriseraient ’interaction de MBD2 avec

le complexe NuRD (Feng and Zhang, 2001;Brackertz et al., 2002).

En définitive, la protéine MBD2, possédant un domaine MBD fonctionnel et la capacité de se
lier a MBD3, permettrait le recrutement du complexe HDAC NuRD au niveau de régions
méthylées. La formation du complexe MeCP1 conduirait alors a la désacétylation des histones via
HDACI1 et HDAC2 et au remodelage ATP-dépendant de la chromatine via Mi-2, induisant ainsi

I’inactivation transcriptionnelle des geénes ciblés.
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Figure 30. Compétition entre MBD3L1 et MBD3 pour I’association a MBD2 et compétition entre MBD2
et MBD3L2 pour le recrutement du complexe NuRD.

Dans les spermatides et les cellules pancréatiques, MBD2 peut alternativement interagir avec MBD3L1 au
sein d’'un complexe HDAC distinct du complexe NuRD, pour désacétyler les histones présentes sur les
régions méthylées du génome. De plus, MBD3 au sein du complexe NURD semble a la fois capable
d’interagir avec MBD2, spécifique des séquences méthylées, ainsi qu’avec MBD3L2, qui se fixe a ’ADN non
méthylé.
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L’interaction entre MBD2 et le complexe NuRD semble fortement conservée. En effet, les
protéines homologues dMBD2/3 et dNuRD identifiées chez Drosophila mélanogaster sont
également capables de s’associer in vivo (Roder, 2000). De plus, cette interaction aurait une

fonction répressive.

Des variants des complexes NuRD et MeCP1 existent. En effet, deux protéines partiellement
analogues a MBD2 et MBD3, MBD3L1 et MBD3L2 (MBD3 Like) ont été identifiées et
caractérisées par 1’équipe du Dr Pfeifer (Jiang et al., 2002). Ces deux protéines ne possedent pas de
domaine MBD, mais ont un domaine « coiled-coil » similaire 8 MBD3 et MBD2. Ce domaine
permettant a ces deux dernicres d’interagir, une association entre les protéines MBD3L et MBD3 ou
MBD?2 a été recherchée ainsi que leur potentielle appartenance au complexe NuRD. Ainsi, il a été
démontré que MBD3L1 fait partie d’un complexe NuRD ne contenant pas MBD3 et est capable de
s’associer a MBD2 pour initier la répression transcriptionnelle (Jiang et al., 2004) (Figure 30).
Toutefois, il apparait que la formation d’un tel complexe represseurMBD2/NuRD/MBD3L1 se
limiterait aux spermatides et aux cellules pancréatiques car MBD3L1 est seulement exprimée dans
ces deux types cellules (Jiang, 2004). Au contraire de MBD3LI1, I’expression de la protéine
MBD?3L2 est plus ubiquitaire et cette protéine n’interagit pas avec MBD2 mais s’associe a MBD3
au sein d’un complexe du complexe NuRD. MBD3 et MBD3L2 co-localisent dans le noyau mais
cette localisation est distincte de celle de MBD2 et des régions d’ADN denses en CpG méthylés.
MBD3L2 n’a d’ailleurs pas d’affinité pour I’ADN méthylé in vitro. MBD3L2 présente également
des fonctions répressives dans un systeme de transcription GAL4, mais atténue les capacités de
répression HDAC-dépendantes de MBD2 (Jin et al., 2005). Par ailleurs, 1’ajout de protéines
MBD3L2 entraine une séparation du complexe MeCP1 des sondes d’ADN méthylées lors
d’expériences de gel retard (Jin et al., 2005). Des lors, MBD3L2 serait un modulateur de I’activité
de MBD?2, entrant en compétition avec cette protéine a MBD pour dissocier le complexe MeCP1 et

recruter le complexe NuRD au niveau de sites non-méthylés du génome (Figure 30).

3.2.2- MBD2, TouT COMME MECP2, EST CAPABLE DE S’ASSOCIER A SIN3A

La protéine MBD2b est également capable de s’associer au répresseur transcriptionnel Sin3A

(Figure 31). Cette interaction, mise en évidence par des expériences de double hybride et de co-

sédimentation, est directe et fait intervenir le domaine TRD de MBD2 (Boeke et al., 2000).
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Figure 31. MBD2 régulateur de I’expression génique.

MBD2 serait aussi bien impliquée dans la répression que dans I'activation transcriptionnelle. Une fois fixée a
'ADN méthylé, MBD2, en recrutant le complexe NuRD et les co-répresseurs Sin3A et MIZF, engendre une
compaction de la chromatine par désacétylation des histones et/ou par rapprochement ATPase-dépendant
des nucléosomes, menant ainsi a la répression transcriptionnelle. En revanche, dans certaines situations,
MBD2 en se fixant soit a TADN non méthylé, soit a ’TADN méthylé, pourrait également recruter des co-
activateurs tels MBD2in, Tax, 'ARN hélicase A du complexe CREB ou TACC3, conduisant ainsi a
I'activation transcriptionnelle (fleche verte). L’activation transcriptionnelle induit par MBD2 et TACC3 ferait
intervenir une histone acétyltransférase, pCAF, et donc la décompaction de la chromatine. Les deux activités
antithétiques de MBD2 semblent entrer en compétition, suggérant qu’elles doivent dépendre du contexte
génomique et de la balance entre les concentrations intracellulaires relatives de ses co-activateurs et co-
répresseurs.
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Sin 3A étant un co-répresseur du complexe de désacétylation des histones Sin3, ces résultats
suggerent que, MBD2, tout comme MeCP2, pourrait conduire a la répression transcriptionnelle des

séquences méthylées en s’associant a ce complexe HDAC (Figure 31).

3.2.3- INTERACTION ENTRE MBD2B ET MIZF

Un troisiéme partenaire co-represseur de MBD2 a été identifié par Sekimata et al. en 2001: la
protéine MIZF (MBD?2 Interaction Zing Finger) (Sekimata ef al., 2001) (Figure 31). L’interaction
entre MBD2b et MIZF a été tout d’abord caractérisée par double hybride, puis confirmée par co-
sédimentation et immunoprécipitation dans des cellules rénales embryonnaires humaines. Les
domaines en doigts de zinc de la protéine MIZF et une région a cheval sur le domaine TRD de
MBD2b sont responsables de cette interaction. L’implication de MIZF dans la répression
transcriptionnelle induite par MBD2 a ¢été mise en évidence par des expériences de genes
rapporteurs (Figure 31). Les résultats montrent que la co-expression de MBD2 et MIZF augmente
significativement le recrutement et 1’activit¢ HDAC. Toutefois, les mécanismes par lesquels MIZF
stimule la répression transcriptionnelle HDAC-dépendante initiée par MBD2 restent a définir. En
effet, il a été montré que MIZF ne posséde pas de domaine prédictif de liaison aux complexes
HDAC. De plus, HDAC1 n’est pas immunoprécipitée par double hybride MIZF. La protéine MIZF

semble donc incapable de lier les complexes HDAC directement.

La répression transcriptionnelle engendrée par MBD2 semble donc majoritairement impliquées
la désacétylation des histones. /n vivo, le rdle de MBD2 dans le recrutement de complexe HDAC est
également suggéré par la réalisation de ChIP de séquences cibles du répresseur, qui apparaissent
appauvries en histones H3 et H4 acétylées (Magdinier and Wolffe, 2001;Ballestar ez al., 2003;Lin et
al.,2003).

3.2.4- FONCTIONS ANTITHETIQUES DE MBD2 DANS LA REGULATION

TRANSCRIPTIONNELLE

Paradoxalement, MBD2 serait également un activateur transcriptionnel (Figure 31). Ce role a
été tout d’abord expliqué par la fonction, largement contredite, de déméthylase de MBD2 (Detich et

al., 2002). Toutefois, I’hypothése avancée a ce jour est que MBD2 serait capable d’activer
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I’expression de genes en recrutant des facteurs transcriptionnels différents de ceux impliqués dans

ses fonctions répressives.

Ainsi I’équipe du Dr Chiariotti a montré par des systemes de genes rapporteurs que MBD?2 a la
capacité d’inhiber sa propre répression en recrutant, au niveau de séquences méthylées, la protéine
GTPase MBD2in (MBD?2 interacting protein) et/ou le facteur TACC3 (Transformating Acid Coiled
Coil) (Lembo et al., 2003;Angrisano et al., 2006) (Figure 31). L’activation transcriptionnelle
induite par les hétérodimeres MBD2/MBD2in et MBD2/TACC3 s’effectue par ailleurs sans
modification du profil de méthylation des promoteurs. Des expériences de co-immunoprécipitation
ont toutefois montré que MBD2/TACC3 forme un complexe in vivo avec ’histone acétyltransférase
(HAT) pCAF, suggérant que la réactivation transcriptionnelle est rendue possible par I’ouverture de
la chromatine (Angrisano et al., 2006). Lors de ces expériences, il a également été observé que
I’association de MBD2 au complexe « activateur » d’acétylation des histones, TACC3/pCAF, et
I’association de MBD2 a I’histone désacétylase « inhibitrice », HDAC2, sont mutuellement
exclusives. En d’autres termes, ces résultats suggerent que les complexes de répression et les

complexes d’activation recrutés par MBD2 sont des complexes distincts.

En outre, une interaction entre le trans-activateur viral Tax et MBD2 a été rapportée (Figure
31). L’association de ces deux protéines au niveau de la séquence LTR (Long Terminal Repeat)
méthylée du géne HTLV-I (Human T Leukaemia Virus Type 1) stimule I’activation

transcriptionnelle initiée par Tax (Ego ef al., 2005).

Par ailleurs, I’isoforme longue de MBD2, MBD2a, serait également capable de lier des
séquences promotrices ou cis-activatrices non-méthylées et d’activer par ce biais la transcription des
genes associés (Figure 31). En effet, in vitro la fixation de MBD2a a des éléments de réponse a
I’AMPc (sites CRE) non-méthylés active la transcription des genes associés (Fujita ef al., 2003a).

MBD2a interagirait pour se faire avec I’ARN hélicase A du complexe CREB et non avec HDACI.

Récemment, une étude, qui s’est intéressée a I’implication des protéines a MBD dans la
régulation de I’expression des oncogénes MAGE-A, a aussi observé pour quatre de ces genes le role

activateur de MBD2a envers des promoteurs non-méthylés (Wischnewski et al., 2007).

En définitive, alternativement a ses fonctions répressives, MBD2 pourrait s’associer a des

facteurs transcriptionnels pour activer I’expression de genes méthylés ou non (Figure 31).
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L’activité de MBD2 semble alors dépendre du contexte génomique et de la balance entre les
concentrations intracellulaires relatives de ses co-activateurs et co-répresseurs. MBD2 jouerait ainsi
un role central dans la régulation génique en instaurant un équilibre dynamique entre activation et
répression. Toutefois, le rdéle activateur de MBD2 n’a pas été¢ démontré in vivo sur des genes
endogenes. L’ensemble de ces résultats nécessite donc d’étre plus amplement confirmés. De plus,

les mécanismes restent a définir.

3.3- MBD1, UN REPRESSEUR TRANSCRIPTIONNEL MAJORITAIREMENT HMT-
DEPENDANT
3.3.1- HDAC3, L’UNIQUE LIEN DIRECT ENTRE MBD1 ET LA REPRESSION

TRANSCRIPTIONNELLE HDA C-DEPENDANTE

MBDI, initialement nommé PCM1 pour « Protein Containing MBD » 1, fut initialement décrit
comme un membre du complexe répresseur MeCP1 (Cross et al., 1997). Toutefois, une étude
fonctionnelle plus approfondie de MBD1, utilisant des anticorps anti-MBD1 plus spécifiques, a par
la suite réfuté cette donnée. En effet, au sein d’extraits nucléaires de cellules HelLa, comme il I’a été
montré par chromatographie sur gel filtration, les masses moléculaires apparentes des complexes de
répression associés a MBD1 et MBD2, membre du complexe MeCP1, different (Ng et al., 2000).
Par ailleurs, MBD1 n’a pu étre directement immunoprécipitée par des sérums spécifiques de
MTA2, HDACI1 et SAP30, suggérant que cette protéine n’appartient ni au complexe HDAC Mi-
2/NuRD , ni au complexe Sin 3, tous deux précédemment définis (Ng et al., 2000). Néanmoins,
bien que I’identit¢ du ou des complexes HDAC associés a MBDI1 reste encore inconnue, la
répression transcriptionnelle initiée par MBDI fait tout de méme intervenir, au moins pour certains
genes, une activité de désacétylation des histones. En effet, en systétme GALA4, la répression induite
par MBD1 est abaissée jusqu’a 75% lors du traitement des cellules a la TSA (Ng et al., 2000). De
plus, la localisation nucléaire de MBD1 dans les zones hypoacétylées des chromosomes ainsi que
des analyses par ChIP confirment ceci (Ng ef al., 2000;Ballestar et al., 2003). Toutefois, a ce jour,
le seul lien direct entre MBDI1 et HDAC a été démontré lors d’une étude s’intéressant aux
mécanismes de répression transcriptionnelle induits par la protéine de fusion PML-RARa dans les
leucémies promyélocytaires aigués. Cette étude montre que MBD1 est bien un répresseur HDAC-
dépendant et ce via son interaction avec HDAC3 (Villa et al., 2006) (Figure 32). Dans ce complexe

de répression le co-répresseur N-CoR et DNMT 1 sont également retrouvés.
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3.3.2- MBD1 ET LES HISTONES METHYLTRANSFERASES
3.3.2.1- MBD1 ET SUV39H1

La répression transcriptionnelle initiée par MBD1 opére également via le recrutement d’histone

méthyltransférases. Cette répression HMT-dépendante est d’ailleurs a ce jour mieux connue.

Une interaction entre MBDI1 et ’histone méthyltransférase, Suv39hl, a tout d’abord été
rapportée (Fujita et al, 2003c) (Figure 32). Dans cette d&tude, des expériences
d’immunofluorescence mettent en évidence la co-localisation nucléaire entre MBD1 ; Suv39hl ;
HPla (Hétérochromatin Protein 1), une protéine de I’hétérochromatine se liant aux histones H3
triméthylées sur les lysines 9 (trimethylH3K9 ; les histones H3 triméthylées sur les lysines 9 ; et la
méthylation de ’ADN. L’interaction directe entre MBD1 et Suv39hl a ensuite ét¢ démontrée in
vitro par co-sédimentation et immunoprécipitation de lysats cellulaires. Par ces expériences, les
auteurs ont aussi montré que cette association s’effectue via le domaine MBD de MBD1. Enfin, des
ChIP réalisées avec des anticorps anti-MBD1, anti-Suv39h1, anti-HP1a et anti-ARN polymérase 11
confirment in vivo la co-localisation spécifique de MBD1, Suv39h1 et HP1a au niveau d’une région
hyperméthylée, le promoteur p/6. Cette co-localisation excluant I’ARN polymérase II, ces données
confirment I’implication de MBD1, Suv39hl et HPla dans la répression de I’expression génique
déja observée lors d’expériences utilisant un systéme de transcription GAL4. Enfin, les résultats
obtenus par co-sédimentation, immunoprécipitation et les systémes de transcription GAL4
démontrent une amplification du pouvoir répresseur de MBD1 par Suv39hl et une coopération
entre MBD1, HMT et HDAC. En effet, ’THMT Suv39hl permet le recrutement secondaire des
enzymes HDACI1 et HDAC2 au sein d’un complexe multiprotéique incluant MBD1 (Figure 32).

3.3.2.2- MBD1 ET SETDB1

Une interaction entre MBDI1 et une autre H3K9 méthylase, SETDBI, a par la suite été décrite
(Sarraf and Stancheva, 2004;Ichimura ef al., 2005) (Figure 32). Comme le démontrent les analyses
par double-hybride et co-sédimentation, cette interaction fait ici intervenir le second domaine
CXXC ainsi qu’une région carboxy-terminale proche du TRD de MBDI1 (Sarraf ef al., 2004).
SETDB1 semble, par ailleurs, étre le principal co-répresseur impliqué dans la répression
transcriptionnelle HMT-dépendante initiée par MBDI. En effet, les complexes MBDI,
immunoprécipités a partir de cellules HeLa n’exprimant plus SETBD1, ne sont plus capables de

méthyler in vitro les histones H3 (Sarraf et al., 2004).
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La participation du complexe MBD1/SETDB1 dans la répression transcriptionnelle fut prouvée
par des expériences GAL4 (Ichimura et al., 2005), mais aussi lors de 1’étude de 1’inhibition
transcriptionnelle du gene endogene p53BP2 hyperméthylé et cible de MBD1 dans les cellules
HeLa (Sarraf et al., 2004). Cette derniére étude montre, en outre, qu’un traitement a la TSA ne
permet pas de lever les capacités répressives de MBD1/SETDBI vis-a-vis du promoteur p53BP2
(Sarraf et al., 2004). Ce résultat suggere que, contrairement aux voies d’inactivation mettant en jeu
MBD1/Suv39hl, les complexes potentiellement recrutés par MBD1/SETBDI ne sont pas associés a

des histones désacétylases.

L’équipe de Dr Nakao, qui a mis en évidence I’interaction entre MBD1 et Suv39hl, a décrit la
méme année une coopération entre MBDI1 et son cofacteur chromatinien, MCAF (« MBDI-
Containing Chromatin Associated Factor) lors de la répression transcriptionnelle et la formation de
I’hétérochromatine (Fujita er al., 2003b). Chez ’'Homme, MCAF est connu pour faciliter la
conversion des dimethylH3K9 en trimethylH3K9 par ’'HMT SETDBI, aussi bien in vitro qu’in
vivo (Wang et al., 2003). Ainsi, par ce biais, MCAF stimulerait la triméthylation des histones H3
initiée par SETDBI1 et la subséquente répression transcriptionnelle MBD1/SETDBI1-dépendante
(Ichimura et al., 2005) (Figure 32).

L’interaction entre MBD1 et SETDBI1 a par ailleurs un réle crucial au cours de la phase de
réplication de ’ADN. En effet, il a ét¢ montré que la migration de la fourche de réplication
déstabilise I'interaction de MBDI1 a ’ADN méthylé pour induire ’assemblage d’un complexe
transitoire spécifique de la phase S entre MBDI1/SETDBI et la principale sous-unité¢ pl150 du
complexe d’assemblage de la chromatine CAF-1 (Reese et al, 2003;Sarraf et al., 2004). Le
recrutement de SETDB1 dépendant de MBDI1 au niveau de la machinerie d’assemblage de la
chromatine post-réplicative permettrait ainsi le maintien de la méthylation H3K9 en phase avec la
méthylation de I’ADN lors de la réplication (Sarraf et Stancheva, 2004). Le réle de MBD1 dans

I’héritabilité des modifications épigénétiques dans les cellules somatiques sera discuté par la suite.
En définitive, MBDI1 agit comme répresseur transcriptionnel via la coopération des domaines

MBD, cystéines riches CXXC et de son domaine C-terminal TRD avec différents HMT, HDAC et

facteurs chromatiniens.
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Figure 33. Répression transcriptionnelle initiée par MBD4.

(A) Identification du domaine de répression transcriptionnelle de MBD4 du résidu 76 au résidu 454. Ce
domaine inclus le domaine MBD mais exclut le domaine glycosylase. (B) Mécanismes de répression
transcriptionnelle initiée par MBD4. Ces derniers sont trés peu connus. Toutefois, il semblerait que MBD4
coopére avec MBD2 pour initier la répression. Une interaction entre MBD4, Sin3 et HDAC1 a été mise en
évidence. De plus, MBD4 co-localise avec des marques de chromatine inactive, telle, la désacétylation des
histones H3 et H4 et la méthylation des histones H3.
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3.4- QUELQUES DONNEES SUR MBD4

Tres peu de données existent a ce jour sur I’implication de la protéine MBD4 dans la répression
transcriptionnelle. En effet, MBD4 est essentiellement connue et considérée comme une thymidine
ADN glycosylase impliquée dans la réparation de I’ADN (cette fonction de MBD4 sera abordée
dans le paragraphe 4.3.1). Toutefois, en 2005, Kondo ef al. ont démontré, pour la premiere fois, la
capacité¢ de MBD4 a réprimer spécifiquement la transcription de genes méthylés (Kondo er al.,
2005). Aucun domaine TRD n’a été cependant mis en évidence au sein de la protéine MBDA4.
Néanmoins, des expériences de délétions couplées a un systeme de transcription LexA, dont le
principe est identique au systtme GAL4 précédemment évoqué, ont permis de démontrer que
I’activité répressive de MBD4 s’exerce par 1’intermédiaire de son domaine central (du résidu 76 au
résidu 454) (Figure 33A). Ce domaine inclut le domaine MBD mais exclut le domaine catalytique
glycosylase C-terminal. La fonction de MBD4 en tant que répresseur transcriptionnel semble étre
HDAC-dépendante. En effet, le traitement par la TSA des cellules transfectées par le systéme LexA
leve la répression transcriptionnelle initiée par MBD4. De plus, des expériences de co-
immunoprécipition, de co-localisation et de co-sédimentation ont montré que MBD4 est capable de
former un complexe avec Sin3A et HDACI via sa région centrale (Figure 33B). Enfin, des

INK4
6 et

expériences in vivo de ChIP ont mis en évidence une fixation de MBD4 aux promoteurs p/
hMLHI. Cette liaison est uniquement et spécifiquement observée dans des lignées cellulaires
humaines ou les promoteurs de ces geénes sont hyperméthylés et associés a des histones H3 et H4
désacétylées et des histones H3 diméthylées sur leur lysine 9. Cependant, 1’utilisation d’ARN
interférents dirigés contre I’ARNm MBD4 permet de diminuer de fagcon significative 1’expression
de MBD4 dans différentes lignées cellulaires mais n’induit pas la réactivation des génes p16™~* et
hMLH] éteints. L’inhibition seule de MBD4 n’est donc pas suffisante a la réexpression de ces
genes. Ces données peuvent s’expliquer par le fait qu’il a ét€¢ aussi démontré dans cette étude, ainsi
que par d’autres auteurs, que MBD2 est également liée aux promoteurs pl6™~* et hMLHI
méthylés (Magdinier et al., 2001;Majumder et al., 2006). Il y aurait donc peut étre une certaine
redondance entre ces deux protéines, ou comme I’a suggéré Bachman et al., les modifications des

histones a elles seules seraient capables de maintenir la répression transcriptionnelle (Bachman et

al., 2003).

Une publication plus récente a également démontré 1’association de MBD4 a un promoteur
méthylé, celui du géne codant la métallothioneine-1 (MT-1) et son implication dans 1’inactivation

de I’expression de ce gene (Majumder et al., 2006). La répression transcriptionnelle de gene M7-1
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semble également étre HDAC-dépendante puisqu’un traitement a la TSA permet sa réaction. Par
ailleurs, le promoteur M7-1 méthylé est aussi associé a des histones H3 méthylées sur leur lysine 9

eta MBD2.

En définitive, ces deux études démontrent que MBD4 joue non seulement un role dans la
réparation de ’ADN mais également dans la répression transcriptionnelle méthylation-dépendante
de certains génes. L’intervention de MBD4 dans la répression transcriptionnelle ne semble pas
totalement surprenante si 1’on considére (i) son appartenance a la famille des protéines a MBD, qui
possedent toutes une activité répressive ; (ii) que plusieurs ADN glycosylases : TDG (Um et al.,
1998;Missero et al., 2001), méthylpurine ADN glycosylase (Watanabe et al., 2003;Likhite et al.,
2004) et DEMETER ADN glycosylase chez Arabidopsis thaliana (Choi et al., 2002), ont également
été impliquées dans la régulation transcriptionnelle via leur interactions physiques avec des facteurs
de transcription qui modulent I’expression génique. Par ailleurs, il est intéressant de noter que les
promoteurs, pl6™** hMLHI et MT-1, spécifiquement associés 3 MBD4 sont aussi fixés par
MBD?2. Dans les cellules murines, MBD4 ¢t MBD2 co-localisent au niveau de 1I’ADN satellites
hautement méthylés (Hendrich ef al, 1998;Bachman et al., 2003). L’ensemble de ces résultats
suggere que MBD4 et MBD2 pourraient coopérer pour réprimer 1’expression génique (Figure
33B). Une étude viendrait, par ailleurs, appuyer cette hypothése. En effet, un criblage double
hybride chez la levure a montré que MBD4 interagit avec la protéine RFP (Rett Finger Protein)
(Fukushige et al., 2006). Cette protéine est connue pour son implication dans la répression
transcriptionnelle via son interaction avec ECP1 (Enhancer of Polycomb 1) (Shimono ef al., 2000)
et CDH4 (Shimono et al., 2003). CDH4 est un membre du complexe Mi2/NurD, qui contient
également MBD3 et qui est connu comme pouvant étre recruté par MBD2. Un réseau entre les
différents répresseurs 8 MBD pourrait ainsi étre envisagé. FRP est également capable de s’associer
a MBD2 (Fukushige et al., 2006). L’interaction de RFP a MBD4 et MBD2 permettrait
I’augmentation de leur activité répressive mais ne serait pas indispensable a 1’établissement de la

répression initiée par ces deux protéines (Fukushige ef al., 2006).

3.5- REGULATION DE L’INHIBITION TRANSCRIPTIONNELLE MBD-DEPENDANTE PAR

DES MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES DES MBD

Tres peu d’études se sont penchées a ce jour sur les mécanismes permettant la régulation de la

répression transcriptionnelle initiée par les protéines a MBD. De telles régulations apparaissent
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Figure 34. Modeéle de régulation de I'activité de MeCP2 par phosphorylation/déphosphorylation dans
les neurones (adaptée de Tao et al., 2009 et Chao et Zoghbi, 2009 (Tao et al., 2009;Chao and Zoghbi,
2009)).

(A) Localisation des deux sites de phosphorylation les mieux caractérisés, sérine 80 (S80) et sérine 421
(S421). (B) Schéma représentant les événements de phosphorylation/déphosphorylation de MeCP2
spécifiques au cerveau. Lorsque les neurones sont au repos, MeCP2 est principalement phosphorylée sur
sa sérine 80. Cette phosphorylation de MeCP2, lui permet de se fixer et de réprimer ses génes cibles dont
Rad3, Vamp3, Igsf4b et BDNF. Lors de la dépolarisation membranaire, le niveau de phosphorylation de S80
diminue fortement alors que celui de S421 augmente. La déphosphorylation de S80 associée a la
phosphorylation de la S421 conduit au détachement de MeCP2 de la chromatine permettant I'activation
transcriptionnelle des génes cibles de MeCP2.
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portant étre importantes en particuliers au cours du développement et de la différenciation cellulaire

quand les profils de méthylation de I’ADN et d’expression génique subissent de gros changements.
Potentiellement, les modifications post-traductionnelles des protéines a MBD pourraient

modifier I’affinit¢ du domaine MBD a I’ADN méthylé et/ou affecter I’assemblage des protéines a

MBD a leurs complexes de répression. C’est ce quelques études ont récemment décrit.

3.5.1- REGULATION DE L’ACTIVITE DE MECP2 PAR PHOSPHORYLATION

Plusieurs travaux conduits entre 2003 et 2009 ont montré qu’en réponse a 1’activité neuronale,
MeCP2 subit des modifications post-traductionnelles de phosphorylation/déphosphorylation a
différents sites (Martinowich et al., 2003;Chen et al., 2003;Zhou et al., 2006;Tao et al., 2009).
Deux sites de phosphorylation sont particulierement bien caractérisés : la sérine 80 (S80) du
domaine MBD et la sérine 421 (S421) de la région C-terminale (Zhou ef al., 2006;Tao et al., 2009)
(Figure 34A). Par ces événements de phosphorylation/déphosphorylation spécifiques au cerveau,
I’activité neuronale régulerait de facon dynamique la liaison de MeCP2 a I’ADN et ainsi son

I’implication et dans la régulation transcriptionnelle de génes cibles.

Lorsque les neurones sont au repos, MeCP2 est principalement phosphorylée au niveau de S80
(Figure 34B). La phosphorylation de la S80 favorise la liaison de MeCP2 au niveau de certains
promoteurs (Rad3d, Vamp3 et Igsf4b) (Tao et al., 2009). La mutation ponctuelle de ce site in vivo
diminue cette association sans pour autant affecter la localisation hétérochromatinnienne de
MeCP2. De subtils changements transcriptionnels d’un nombre limité de geénes sont donc
uniquement observés. Ces données suggerent que 1’état de phosphorylation de ce site régule
I’association de MeCP2 a la région 5’ de certains génes cibles et donc leur expression (Tao et al.,
2009). De plus, les souris mutées au niveau de cette S80 ont un déficit locomoteur suggérant que les

genes cibles régulés par cette phosphorylation jouent un réle dans ce phénotype comportemental.

Dans le cerveau de modeles de souris épileptiques ou dans les neurones en culture soumis a une
dépolarisation membranaire, le niveau de phosphorylation de S80 diminue fortement alors que celui
de S421 augmente (Tao et al., 2009) (Figure 34B). La phosphorylation de la S421 suite a
I’activation neuronale conduit, quant a elle, au détachement de MeCP2 de la chromatine permettant
I’activation transcriptionnelle (Zhou et al., 2006). Cette phosphorylation est assurée par 1’activation
de la kinase dépendant du complexe CaMKIV (Calcium/Calmodulin-dependant kinase IV) suite a

I’influx calcique. Une mutation de ce site bloque la capacit¢ de MeCP2 a contrdler la croissance
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Figure 35. Régulation de I’activité répressive de MBD2 par la méthylation de ses arginines.

(A) Schéma montrant la méthylation des arginines (R) de MBD2 par les arginines méthyliransférases
PRMT1 et PRMT5. (B) La méthylation des résidus arginines de MBD2 par PRMT1 et PRMT5 inhibe
l'interaction de MBD2 avec le HDAC et ’ADN méthylé et dés lors sa fonction répression.
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dendritique, la maturation des épines dendritiques et la transcription du géne « Brain Derived
Neurotrophic Factor » (Bdnf) (Zhou et al., 2006). Le géne BDNF code une protéine essentielle a la
survie et a la croissance de certains types de neurones (Martinowich et al., 2003;Chen et al., 2003).
Considérant le role de BDNF, la régulation de son expression par MeCP2 a fait I’objet de
nombreuses études. Des expériences de ChIP ont montré que lorsque les neurones sont au repos,
MeCP2, en complexe avec ses partenaires Sin3A et HDACI, se fixe spécifiquement au promoteur
IIT méthylé de ce gene et bloque ainsi son expression. Une dépolarisation membranaire, responsable
de I’activation de CaMKII et de la subséquente phosphorylation de MeCP2 sur la S421, entraine le
détachement de MeCP2, HDACI et Sin3A au promoteur BDNF, favorisant la re-acétylation de H3
et in fine la transcription du gene Bdnf (Martinowich et al., 2003;Chen et al., 2003).

3.5.2- MBD2 ET LA METHYLATION DE SES ARGININES

L’activité répressive de MBD2 semble également étre régulée par la modification post-
traductionnelle de cette protéine. En effet, MBD2 présente en son domaine N-terminal des motifs
RG répétés. Les résidus arginines de tels motifs sont fréquemment les cibles d’une méthylation
post-traductionnelle. Tan et Nakielny ont ainsi démontré que MBD2 pouvait étre post-
traductionnellement méthylée in vitro comme in vivo par les arginine méthyltransférases, PRMT]1 et
PRMTS5 (Protein Arginine (R) MethylTransferases) (Tan and Nakielny, 2006) (Figure 35A). Les
conséquences de la méthylation de MBD2 sur ses propriétés moléculaires et fonctionnelles ont
également été analysées lors de cette étude par différentes expériences : co-immunoprécipitation ;
test in vitro de ’activité HDAC a partir de cellules humaines 293T sauvages et invalidées pour
PRMT1 ou PRMTS par interférence a I’ARN ; test in vitro de fixation a I’ADN méthylé ; et
systtme de transcription GAL4 avec différents mutants de MBD2 plus ou moins délétés sur
diverses régions contenant les motifs répétés RG. L’ensemble des résultats a révélé que la
méthylation des résidus arginines de MBD2 inhibe son interaction avec les HDAC et I’ADN
méthylé et dés lors sa fonction répressive (Tan et al., 2006) (Figure 35B).

3.5.3- SUMOYLATION DE MBD1

La SUMOylation est une modification post-traductionnelle qui semble réguler les propriétés
biochimiques des protéines cibles (trafic intracellulaire, interaction protéique, interaction ADN-
protéine, activité transcriptionnelle...) via la liaison covalente d'une ou plusieurs protéines SUMO

(Small Ubiquitin-related Modifier) aux lysines accepteuses. Par ailleurs, des preuves irréfutables
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augmente I'activité répressive de MBD1 en facilitant son interaction a MCAF.
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existent a ce jour sur I’implication de la SUMOylation dans la régulation de 1’expression génique

(Verger et al., 2003;Gill, 2005).

En 2006, deux équipes indépendantes ont montré qu’une fraction non-négligeable de MBD1 est
post-traductionnellement modifiée par SUMOylation dans différentes lignées cellulaires humaines

(Lyst et al., 2006;Uchimura et al., 2006).

Dans leur étude, Uchimura ef al. ont trouvé que la modification de MBD1 par SUMO2/3
stimule, in vitro, son interaction avec le co-répresseur MCAF (Uchimura et al., 2006) (Figure 36).
Ils démontrent par ailleurs que la déplétion en SUMO2/3 par interférence a I’ARN induit la
délocalisation de MCAF ainsi qu’une baisse de la triméthylation H3K9 au niveau des foci
d’hétérochromatine contenant MBDI1. Ces résultats suggerent alors un rdle positif de Ia

SUMOylation dans la répression transcriptionnelle initiée par MBDI1.

A l'opposé, Lyst et al. ont observé que la conjugaison de SUMO1 a MBD1 inhibe 1’association
de MBDI1 a la méthyltransférase H3K9, SETDBI1 (Lyst et al., 2006) (Figure 36). La SUMOylation
de MBD1 mene ainsi a la perte des marques répressives de triméthylation H3K9 au niveau du
promoteur p53BP2 cible de MBD1 et a la levée de la répression transcriptionnelle du géne associé.
Il apparait alors dans cette étude que la SUMOylation inhibe la répression transcriptionnelle
MBD1-dépendante. Il est toutefois a noter que la SUMOylation de MBD1 n’empéche ni sa
localisation au niveau de 1’hétérochomatine, ni sa fixation au promoteur méthylé p53BP2, indiquant
que la SUMOylation interfére avec les interactions protéiques de MBDI1 et non sur son interaction a

I’ ADN méthylé.

L’ensemble de ces données suggere que les conjugaisons de SUMO1 et SUMO2/3 ont des effets
opposés sur ’activité répressive de MBDI1 et doivent servir a recruter différents partenaires
protéiques. La SUMOylation apparait ainsi étre un modulateur de la répression transcriptionnelle

initiée par les protéines a MBD1.

3.6- CONCLUSION : LES PROTEINES A MBD, LES CHAINONS ENTRE METHYLATION DE

L’ADN, COMPACTION CHROMATINIENNE ET REPRESSION TRANSCRIPTIONNELLE

En définitive, les protéines a MBD sont impliquées dans un vaste processus de répression

transcriptionnelle méthylation-dépendante mettant majoritairement en jeu de la modification la
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Figure 38. Répression méthylation-dépendante indépendante des protéines a MBD.

(A) En plus de leur activitt ADN méthyltransférase, les enzymes DNMT sont liées aux activitéts HDAC et
HMT. Ainsi une répression transcriptionnelle est instaurée, couplée ou non a I'ajout de groupement méthyle

a 'ADN. (B) Kaiso peut se lier a TADN méthylé et recruter les co-répresseurs N-CoR et HDAC3 pour initier la
répression transcriptionnelle.
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structure chromatinienne (Figure 37). Par ailleurs, les modifications post-traductionnelles de ces
protéines telles que la phosphorylation, la méthylation ou la SUMOylation pourraient contribuer a
la régulation de leur fonction répressive, en affectant leur localisation nucléaire et/ou en activant ou

inhibant la formation de complexes spécifiques.

Bien que I’implication des protéines a MBD dans la répression transcriptionnelle méthylation-
dépendante semble étre trés importante, d’autres facteurs, également capables de reconnaitre et de
lier PADN méthylé, interviennent dans ce processus. En effet, les DNMT peuvent également
réprimer la transcription d’une maniére dépendante ou indépendante de leur activit¢é ADN
méthyltransférase. Des interactions entre DNMT1, DNMT3A et HDAC ou HMT (Suv39HI1) ont été
décrites (Robertson et al., 2000a;Fuks et al., 2001;Fuks et al., 2003) (Figure 38A). Les DNMT
peuvent également intervenir dans la répression dépendante des protéines a MBD, comme il 1’a été
décrit pour la répression induite par la protéine de fusion PML-RARa dans les leucémies
promyélocytaires aigués faisant intervenir MBD1/N-CoR/HDAC3 et DNMT1 (Villa ez al., 2006).
En outre, les protéines apparentées a Kaiso, comme nous I’avons vu dans le paragraphe 1.2 de ce
chapitre, ont également ¢té impliquées dans la répression transcriptionnelle méthylation-
dépendante. Kaiso, tout comme MBDI, interagit avec le co-répresseur N-CoR et HDAC3 (Yoon et
al.,2003) (Figure 38B).

4- LES AUTRES FONCTIONS DES PROTEINES A MBD
4.1- LES PROTEINES A MBD ET HERITABILITE DES MODIFICATIONS EPIGENETIQUES DES
CELLULES SOMATIQUES
4.1.1- INTERACTIONS SPECIFIQUES DE LA PHASE DE REPLICATION DE L’ADN ENTRE

LES PROTEINES A MBD ET ’ADN METHYLTRANSFERASE DNMT1

L’ hétérodimere MBD2/MBD3 et la protéine MeCP2 ont la propriété particuliere de fixer I’ADN
hémi-méthylé in vitro comme in vivo (Tatematsu et al., 2000;Kimura et al., 2003). De plus, des
expériences de co-immunoprécipitation a partir de cellules humaines 293T ont montré que
MBD2/MBD3 et MeCP2 forment un complexe avec I’ADN méthyltransférase DNMT].

L’ADN hémi-méthylé étant majoritairement présent aux foyers de réplication de ’ADN, avant
la méthylation du brin néosynthétisé par une DNMT, ces observations semblaient suggérer un role
de ces protéines a MBD dans le maintien de la méthylation du génome au cours des divisions

cellulaires.
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Figure 39. Représentation schématique d’un mécanisme moléculaire d’héritabilité via MeCP2 des
modifications épigénétiques au cours de la division cellulaire de cellules somatiques (adaptée de
Kimura et al., 2003 (Kimura and Shiota, 2003)).

1- MeCP2/Sin3A/HDAC1/2, lies a I'ADN double brin méthylé, répriment I'expression de génes via
I'établissement d’'un environnement chromatinien condensé. 2- Au cours de la réplication, le complexe
MeCP2/Sin3A/HDAC1/2 se dissocie. MeCP2 interagit alors avec DNMT1 et ’ADN hémi-méthylé au moment
de la néo-synthése du nouveau brin d’ADN. Le complexe MeCP2-DNMT1 méthyle alors le nouveau brin
d’ADN néo-synthétisé. 3- MeCP2 se retrouve ainsi lié a de 'ADN double-brin méthylé. 4- Elle se dissocie
alors de DNMT1 et recrute de nouveau ces co-répresseurs Sin3A/HDAC1/2 pour rétablir I'environnement
chromatinien et la répression transcriptionnelle. La méthylation de I'ADN, I'environnement chromatinien
condensé et la répression transcriptionnelle peuvent ainsi est maintenu au cours des divisions cellulaires
des cellules somatiques.
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Pendant la phase de réplication de I’ADN (phase S), MBD2/MBD3 co-localise avec DNMT1 au
niveau des fourches de réplication (Tatematsu et al., 2000). Ainsi, I’hétérodimere reconnaitrait
I’ADN hémi-méthylé au niveau des fourches de réplication et recruterait aussi bien 1’enzyme
DNMTI1 que des complexes HDAC pour maintenir la méthylation de ’ADN et la chromatine

inactive.

Des résultats plus approfondis ont été obtenus pour MeCP2 (Kimura et al., 2003). Le
complexe MeCP2, immunoprécipité, présente une activité ADN méthyltransférase mais ne contient
pas I’histone désacétylase, HDACI, quand il est 1ié¢ a I’ADN hémi-méthylé. L’ interaction directe
entre MeCP2 et DNMT1 prévient 1’association d’HDAC avec 1’un ou I’autre de ses partenaires, leur
activité de méthyltransférase s’effectue donc indépendamment d’un remodelage des histones par les
désacétylases. Une interaction dynamique entre MeCP2, DNMTI1 et HDACs au cours de la
réplication cellulaire pourrait expliquer les mécanismes moléculaires a I’origine du maintien des
profils de méthylation de ’ADN et de la répression transcriptionnelle des génes ainsi méthylés
(Figure 39). De¢s lors, les auteurs ont suggéré que lors de la phase S, le complexe répresseur
MeCP2/HDAC est désassemblé et les protéines sont libérées dans le noyau. DNMT1 est ensuite
recrutée au niveau des fourches de réplication par PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), un
co-facteur de la réplication de I’ADN. MeCP2 se réassocie a ’ADN hémi-méthylé, nouvellement
synthétisé¢ et DNMT1 se détache de PCNA pour interagir avec MeCP2. DNMT1 transfere alors un
groupement méthyle sur les dinucléotides CpG non-méthylés. MeCP2 se retrouve ainsi liée a une
séquence symétriquement méthylée. DNMTT est libérée et MeCP2 recrute des complexes HDAC.
Ainsi, le profil de méthylation et la répression génique sont maintenus au cours de la réplication de

I’ADN.

Par ailleurs, d’autres études montrent que Mecp2 et Mbd1 co-localisent avec Dnmt3a aux foyers

d’hétérochromatine en phase S dans les cellules murines NIH3T3 (Bachman et al., 2001).

4 .1.2- COMPLEXE SPECIFIQUES DE LA PHASE S : CAF-1/MBD1/SETDB1

Comme nous I’avons vu précédemment, MBD1 et "THMT SETDBI1 forment un complexe stable
au niveau de I’ADN méthylé in vivo (Sarraf et al., 2004). Lors de la réplication, MBDI recrute
SETDBI1 au niveau de la sous unité p150 du facteur d’assemblage de la chromatine, CAF-1, pour
former un complexe spécifique de la phase S : CAF-1/MBD1/SETDBI1. Des expériences de co-

immunoprécipitation supplémentaires ont montré que ce complexe s’associe avec PCNA. Le
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Figure 40. Role de MBD3 dans la transition G2/M.

A la transition G2/M, MBD3 serait phosphorylée par Aurora-A. MBD3 phosphorylée, au sein du complexe
NuRD, irait se localiser au niveau des centrosomes et pourrait alors acétyler p53 augmentant ainsi sa liaison
a I’ADN.
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complexe CAF1/MBDI1/SETDBI facilite la méthylation des H3K9 couplée a ’assemblage de la
chromatine durant la réplication. Ainsi, la structure chromatinienne est transmise lors de la

réplication de I’ADN.

En définitive, les protéines a MBD joueraient un role dans le maintien du profil de la
méthylation de ’ADN et de I’intégrité de la structure chromatinienne condensée conduisant au

maintien de la répression transcriptionnelle pendant la réplication de I’ADN.

4.2- ROLE DE MBD3 DANS LA REGULATION DE LA PROGRESSION DU CYCLE

CELLULAIRE

L’état d’acétylation des histones, ainsi que les activités relatives des HAT et HDAC, varient au
cours du cycle cellulaire (Weiss et al., 1996;Lusser et al., 1997). Ces changements observés
semblent étre régulés au cours du cycle cellulaire et apparaissent par ailleurs étre impliqués dans le
contrdle de la progression du cycle. En effet, ils seraient a 1’origine d’une part de la régulation de
I’expression des genes requis pour la progression du cycle cellulaire et d’autre part des
modifications de la structure et de la fonction des chromosomes et de leurs composants fonctionnels
tels que les kinétochores. Dans ce cadre, plusieurs équipes ont recherché le potentiel role du

complexe HDAC NuRD et de MBD3 au cours du cycle cellulaire.

La caractérisation biochimique et cytologique de MBD3 a montré que cette protéine est in vivo
phosphorylée et localisée au niveau des centrosomes en fin de phase G, et début de phase M (Sakai
et al, 2002) (Figure 40). La sérine/thréonine kinase, Aurora-A serait responsable de cette
phosphorylation (Sakai et al., 2002) (Figure 40). En effet, cette kinase est (i) active spécifiquement
en a la phase G,/M, (ii) capable de phosphoryler in vitro MBD3, (iii) se trouve étre associée a
MBD?3 in vivo, et (iv) co-localise avec MBD3 et HDACI au niveau des centrosomes en début de
phase M. Ces observations indiquent que MBD3 au sein du complexe NuRD est régulée
biochimiquement par sa phosphorylation au cours du cycle cellulaire. La forme phosphorylée de
MBD3 étant spécifiquement observée lors de la phase G»/M et localisée au niveau des centrosomes,
ces résultats suggerent un role de MBD3 et du complexe NuRD dans le point de surveillance de la
transition Go/M (Figure 40). Ce contrdle permet le passage en phase M en I’absence de dommage
de ’ADN ou d’anomalie de la structure chromosomique. Des protéines autres que les histones

peuvent étre la cible des HDAC. D’une facon intéressante, le facteur p53, « contrdleur » du cycle
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cellulaire, est I’'une de ses cibles et se localise également au niveau des centrosomes en phase M

(Luo et al., 2000;Morris et al., 2000) (Figure 40).

Tout récemment, une équipe a montré que, dans différentes lignées cellulaires cancéreuses
humaines, 1’invalidation de MBD3 par ARN interférant induit un arrét des cellules en phase G,/M
et conduit & un défaut de mitose entrainant la mort cellulaire (Noh ez al., 2009). Ces résultats
confirment ainsi I’implication de MBD?3 dans la régulation de la progression du cycle cellulaire. Par
ailleurs, les auteurs ont mis en évidence I’association de ces effets a la modulation transcriptionnelle
de geénes régulateurs du cycle cellulaire, dont Cycline BI, Plkl, Survivine et p21"*F 1€l Peg
analyses de ChIP ont ensuite démontré le role direct de MBD3 dans la répression transcriptionnelle
de ces genes. Il est, en outre, a noter que les effets observés aprés inactivation de MBD3 sont

semblables a ceux observés apres un traitement des cellules a la TSA, un inhibiteur des HDACs.

L’ensemble des ces résultats démontre donc le role de MBD3, via son appartenance au
complexe HDAC NuRD, dans la progression du cycle cellulaire et plus précisément lors de la

transition G,/M.

4.3- MBD4, MBD1 ET MAINTIEN DE L’'INTEGRITE DU GENOME
4.3.1- MBD4, uUNE ADN GLYCOSYLASE
43114- MBD4 MINIMISE L’HYPERMUTABILITE DES DINUCLEOTIDES CpPG

METHYLES

La protéine MBD4 fut tout d’abord caractérisée comme une protéine 8 MBD (Hendrich et al.,
1998). Cependant, par des expériences de double hybride chez la levure, MBD4 fut identifiée d’une
part, comme 1I’homologue humain de MutH, endonucléase de E. coli et d’autre part, comme
interagissant avec la protéine humaine de réparation des mésappariements, MLH1 (Bellacosa ef al.,
1999). MBDA4 a alors été appelée MED1 (Methyl-CpG-binding Endonuclease 1). Il a été¢ déterminé
ultérieurement que MBD4 posséde une activité ADN glycosylase (voir chapitre 1, paragraphe 3.4.2)
et non pas une activité¢ endonucléase comme initialement décrit (Hendrich ez al., 1999b;Petronzelli

et al., 2000).

La protéine MBD4 se lie préférentiellement aux mésappariements SmCpG-TpG, produits
primaires de la désamination des 5-méthylcytosines (Hendrich et al., 1998). Ainsi, il a été proposé

que MBD4 minimise les mutations au niveau des 5-méthylcytosines (Hendrich ef al., 1999b)
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Figure 41. Modélisation du role de MBD4 dans la surveillance et la réparation des sites CpG méthylés
(adaptée de Bellacosa, 2001 (Bellacosa, 2001)).

MBD4 « sonde » les sites CpG méthylés du génome avec son domaine MBD (en rouge). La désamination
des 5-méthylcytosines (M) en thymine (T), au niveau des sites CpG, génére des mésappariements G/T qui
sont alors détectés et réparés par le domaine catalytique ADN glycosylase de MBD4 (bleu). L’activité
thymine glycosylase du domaine catalytique de MBD4 catalyse I'excision de la thymine. Une défaillance de
I'activité glycosylase de MBD4 entraine une transition CpG:TpA aprés une étape de réplication de 'ADN.
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2

REPARATION

Figure 42. MBD4 et la réponse apoptotique aux dommages a ’ADN.

MBD4 répare les mésappariements 5mCpG-TpG. De trop importants dommages a 'ADN (représenté par
des ronds rouges étoilés) pourraient amener MBD4 a s’associer avec MLH1, du complexe MMR, et avec le
facteur pro-apoptotique FADD, pour induire une entrée en apoptose.
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(Figure 41). Chez ’Homme, le taux de mutations des 5-méthylcytosines est de 10 a 50 fois plus
¢levé que pour les autres bases. Une défaillance de ’activité glycosylase de MBD4 entrainerait
donc des transitions mutationnelles SmCpG:TpA apres une étape de réplication de I’ADN. Ce role
dans la réparation des mésappariements a ét¢ confirmé in vivo chez la souris. L’invalidation
homozygote de Mbd4 est viable, suggérant une importante redondance fonctionnelle avec la
thymine-glycosylase TDG, mais conduit a une élévation de trois fois du taux de transitions des
cytosines (C) en thymines (T) dans un transgéne riche en CpG (Millar et al., 2002;Wong et al.,
2002).

Par ailleurs, in vitro MBD4 est capable d’exciser 1’analogue de 1’uracile le 5-fluorouracile (5-
FU) dans le contexte de mésappariements G-5-FU. Cette observation suggere que MBD4 peut étre
impliquée dans la résistance au traitement au 5-FU, principal agent utilisé pour le traitement du
cancer du colon (Petronzelli ef al., 2000). MBD4 posséde également une faible activité glycosylase
pour exciser les 3,N*-éthénocytosines (Petronzelli et al., 2000), des adduits exocycliques formés par

la réaction entre les métabolites de chlorure de vinyl et les cytosines de I’ADN.

Ces observations suggerent qu’il existe un lien entre MBD4 et le systéme de réparation des
mésappariements (MMR) et que MBD4 serait aussi impliquée dans la réponse cellulaire a des

agressions environnementales.

431.2- MBD4 EST IMPLIQUEE DANS LA REPONSE APOPTOTIQUE AUX

DOMMAGES A ’ADN

Le systtme MMR remplit la fonction importante de détecter les dommages de ’ADN et de
prendre la décision de les réparer ou d’induire 1’apoptose si la cellule n'est pas capable d'effectuer
efficacement les réparations des dommages subis par son ADN (Figure 42). Le niveau protéique de
plusieurs protéines du systtme MMR est diminué dans les fibroblastes embryonnaires de souris
invalidées pour Mbd4. Ceci pourrait expliquer, le défaut de réponse apoptotique que présentent ces
mémes cellules face a des agents causant des dommages a I’ADN tels que le 5-fluorouracil, le
temozolamide, I’irradiation y et la cisplatine (Cortellino et al., 2003;Sansom et al., 2003). Ces
observations suggerent que I’interaction entre MBD4 et le systtme MMR doit étre important pour la
mise en place de voie de signalisation de réponse aux dommages a I’ADN (Parsons,

2003;Cortellino et al., 2003;Sansom et al., 2003;Sansom et al., 2004) (Figure 42).
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Figure 43. La protéine MBD1, réservoir de MPG et capteur de I’alkylation des bases de ’ADN.

En absence de dommage a 'ADN, MBD1 séquestrerait TADN glycosylase méthylpurine dans les régions
méthylées. Lorsque des dommages a I’ADN dus a I'alkylation surviennent, MBD1 se dissocierait de 'ADN et
de la MPG, permettant sa répartition a I'échelle de tout le génome pour réparer les anomalies.
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Les souris invalidées pour le géne MLH1 présentent les mémes caractéristiques que les souris
Mbd4”" (Meyers et al., 2001). Par ailleurs, un croisement entre ces deux lignées n’amplifie pas le
phénotype observé (Sansom et al., 2003). Ces résultats suggerent donc que ces deux protéines
interviennent dans une méme voie pro-apoptotique lors de dommages irréversibles de I’ADN et que

la réponse apoptotique MMR-dépendante doit étre initiée par MBD4 (Figure 42).

L’association entre MBD4 et le systtme MMR ne serait pas la seule voie par laquelle MBD4
modulerait la réponse apoptotique. En effet, Screaton et al. ont également montré une interaction
fonctionnelle entre MBD4 et le facteur de mort FADD (Screaton ef al., 2003) (Figure 42). La
réponse apoptotique au ligand Fas est par ailleurs trés faible dans les souris Mbd4™”", suggérant une

implication globale de MBD4 dans les mécanismes apoptotiques (Screaton ef al., 2003).

4.3.2- MBD1, REPARATION ET STABILITE GENOMIQUE

Parmi la famille des protéines glycosylases, I’ADN glycosylase méthylpurine (MPG) catalyse
I’excision de nombreuses bases modifiées. Une équipe japonaise a mis en évidence une interaction
in vitro comme in vivo entre MPG et MBDI1. Par des expériences de ChIP, Watanabe et al.
(Watanabe et al., 2003) ont montré que le complexe MBD1/MPG interagit avec des séquences
promotrices méthylées dans des cellules saines (Figure 43). Le traitement de ces cellules avec un
agent alkylant, le méthylméthanesulfonate (MMS), induit la modification de bases et la dissociation
de MBD1 dont I’affinité pour I’ADN est alors atténude (expériences de retard sur gel). Ainsi, MPG
est localisée aussi bien au niveau de I’ADN méthylé que de I’ADN non méthylé (Figure 43). Apres
achévement de la réparation, le complexe MBD1/MPG se reforme au niveau des promoteurs
méthylés. MBDI1 ne participerait donc pas directement a la réparation de 1’ADN. Toutefois,
I’invalidation de MBD1 par ARNi augmente significativement la sensibilité¢ des cellules au MMS
(Watanabe et al., 2003). MBDI1 fonctionnerait donc comme un réservoir pour MPG et, en se
détachant de I’ADN méthylé lorsque les bases sont endommagées, déclencherait I’action

glycosylase de MPG.

En outre, les souris nulles Mbdl ne présentent aucun probléme de développement et sont
viables. Cependant dans une étude sur le systéme nerveux central, une forte instabilité génomique a
été observée (Zhao et al., 2003). Les causes de cette instabilité restent inconnues. Toutefois, elles
pourraient étre lies soit a un systeme de réparation nécessitant MBD1 défectueux, soit a une

dérépression de rétrovirus endogenes IAP (Intracisternal A particle). En effet, 'inactivation de
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Mbdl, tout comme I’inactivation de Dnmtl, entraine 1’activation de 1’expression des rétroéléments
IAP qui, dans les cellules sauvages, sont méthylés et réprimés. Une augmentation de deux fois de
I’expression des TAP est également observée dans les cellules cancéreuses porteuses d’aberrations
chromosomiques. Par ailleurs, le profil global de méthylation de I’ADN n’est pas altéré dans les
cellules MBDI™". Ces résultats suggerent donc que seule 1’inactivation de MBD1 est requise pour la

réactivation de ces geénes.

En définitive, MBD1 est impliquée dans des processus de réparation de I’ADN et dans la
répression transcriptionnelle des génes méthylés tels que les rétroéléments. Si I’une des deux ou les

deux fonctions de MBDI1 sont altérées, I’intégrité génomique n’est plus maintenue.

5- CONCLUSION

Les protéines apparaissent donc étre des protéines multifonctionnelles qui via leur interaction
avec ’ADN méthylé et de multiples facteurs interviennent dans différents processus : répression
transcriptionnelle, réparation de I’ADN, réponse apoptotique aux dommages a I’ADN, régulation du
cycle cellulaire. De plus, leur role principal d’interpréte du signal de méthylation se trouve étre
renforcé par leur intervention dans I’héritabilité des modifications épigénétiques dans les cellules

somatiques.

En définitive, les protéines a MBD sont impliquées dans de nombreux processus physiologiques
et au méme titre que la méthylation de I’ADN, des altérations de celles-ci menent a des pathologies
humaines comme 1’illustre I’implication des mutations de MeCP2 dans le syndrome de Rett. Mais,

ces protéines a MBD participent également au processus de cancérogenese.
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CHAPITRE 3
IMPLICATION DE LA METHYLATION DE L’ADN ET DES PROTEINES A MBD

DANS LA CANCEROGENESE

1- LE CANCER, UNE MALADIE EPIGENETIQUE

1.1- GENERALITES SUR LE CANCER

Le cancer est un probléme de santé publique majeur. En 2004, plus d’un dixiéme des déces a
travers le monde étaient dus a cette maladie (données de I’OMS). « Cancer » est un terme général
qui ne s’applique pas a une seule et unique maladie mais regroupe un ensemble de maladies
extrémement variées. Environ 200 types de tumeurs, pouvant affecter tous les tissus du corps,
existent. De plus, pour un cancer particulier une variété¢ impressionnante de causes et de pathologies
existe. Toutefois, les connaissances acquises ces dernicres années dans le domaine de I’oncologie
indiquent que les différents types de cancers résultent tous d’un déséquilibre entre division
cellulaire (mitose), différenciation cellulaire et mort cellulaire programmée (apoptose). L’altération
de cet équilibre est liée en majeure partie a la dérégulation de ’expression de deux classes de
genes : les oncogenes et les genes suppresseurs de tumeur. Les oncogenes codent pour des protéines
ayant une fonction déterminante dans les mécanismes contrdlant la mitose et la différenciation
cellulaire. Ce sont des régulateurs positifs de la prolifération cellulaire. Leurs activités sont
essentielles au cours du développement et lors des processus normaux de régénération tissulaire,
mais ils ne sont que peu ou pas actifs dans les cellules différenciées. Dés lors, 1’activation ectopique
et non contrélée de ces oncogenes entraine les cellules vers une tendance forte a proliférer et, donc,
a former des tumeurs. D’autre part, les génes suppresseurs de tumeurs sont des génes, qui codent a
I’état normal pour des protéines qui régulent négativement le cycle cellulaire. Ils inhibent les
progressions anormales du cycle cellulaire. L extinction de tels genes constitue donc un mécanisme
inducteur du cancer. Ainsi, I’activation constitutive des oncogenes, associée a I’inactivation des

genes suppresseurs de tumeurs, permet aux cellules de proliférer sans limite.

Les cellules cancéreuses proliferent pour former une masse appelée tumeur. Deux types de

tumeurs existent : (i) les tumeurs dites bénignes qui typiquement ont une prolifération limitée et
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Figure 44. L’altération des profils de méthylation de I’ADN perturbe les patrons d’expression génique
dans les cancers.

Dans une cellule saine, le génome est globalement méthylé, a I'exception de la plupart des flots de CpG,
situés dans les régions régulatrices de 60% de genes, favorisant leur expression (fleche verte). Dans les
cellules cancéreuses, le phénoméne s’inverse avec une hyperméthylation régionale des ilots de CpG, qui
aboutit a linhibition transcriptionnelle (fléeche rouge) en autre des génes régulateurs de la croissance
cellulaire, tels que les génes suppresseur de tumeurs, et une hypométhylation globale des autres séquences
génomiques, telles que les rétroéléments et les oncogénes, alors surexprimés (fleche verte).
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restent tres localisées et (ii) les tumeurs dites malignes qui au contraire vont proliférer rapidement et
ont la capacité¢ d’essaimer dans d'autres organes, formant ce qu'on appelle des métastases. Tandis
que la tumeur en elle méme peut étre dangereuse et endommager les tissus sains environnants,
I’aspect le plus dangereux du cancer est quand les cellules de la tumeur se dissocient de la masse
tumorale primitive et migrent vers d’autres organes pour former des métastases. L apparition de
métastases nécessite 1’activation d’autres genes qui permettent aux cellules tumorales de dégrader
les matrices extracellulaires, de perdre leur cohésion intercellulaire, de devenir mobiles et
d’échapper au systéme immun. La dissémination métastatique est un événement clé dans 1’histoire
de la maladie cancéreuse, parce qu’elle transforme une maladie locorégionale curable par un
traitement local en une maladie généralisée plus difficile a traiter et dont le traitement est

systémique.

En définitive, une reprogrammation profonde des profils d’expression génique est a 1’initiation
et au développement cancéreux. Les modifications de I’expression de ces genes peuvent étre
expliquées par I’altération génétique des séquences intrinseques de I’ADN, telles que les mutations,
les amplifications ou les pertes de matériels chromosomiques, et les translocations récurrentes.
Toutefois, si les causes génétiques ont longtemps occupé le devant de la scene, il est maintenant
clairement établi que de nombreuses voies moléculaires impliquées dans 1’immortalisation

cellulaire et la transformation maligne sont affectées par des modifications épigénétiques.

1.2- ALTERATION DES PROFILS DE METHYLATION DE ’ADN DANS LES CANCERS

Les cellules cancéreuses sont « marquées » par diverses dérégulations épigénétiques. Des
altérations relatives a la méthylation de I’ADN seraient ainsi impliquées dans plus de 65% des
cancers (Ehrlich, 2002;Das and Singal, 2004). Dans le génome de mammifére, on observe une
absence de méthylation des ilots de CpG et une méthylation plus générale des autres dinucléotides
CpG répartis dans le génome. Lors de la transformation maligne, cet équilibre est altéré et des
modifications des profils de méthylation se produisent. Une hypométhylation globale du génome
s’opere, associée a une hyperméthylation locale de certaines séquences a ilots de CpG (Figure 44).
L’ensemble de ces altérations favorise I’instabilité génomique, I’expression ectopique de certains
genes (oncogenes, rétrotransposons et geénes soumis a I’empreinte) ou au contraire réprime
I’expression d’autres geénes (génes suppresseurs de tumeurs, génes de la réparation de I’ADN et
genes impliqués dans les processus métastatiques), apportant un avantage sélectif aux cellules

cancéreuses.
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1.2.1- HYPOMETHYLATION GLOBALE DU GENOME

Les nombreux travaux sur I’hyperméthylation de certains génes suppresseurs de tumeurs ont
longtemps évincé le premier lien établi entre la méthylation de I’ADN et le cancer. En effet, dés
1983, il avait été démontré que le génome des cellules cancéreuses est globalement moins méthylé
que celui des tissus sains correspondants (Gama-Sosa et al., 1983;Feinberg and Vogelstein, 1983a).
Cette hypométhylation globale a été observée dans différents types de néoplasies humaines ou
animales, indiquant que cette différence est spécifique du phénomeéne cancérogenese et non du
tissu. L’hypométhylation globale se caractérise par une baisse de 20 a 60% de la teneur en 5-
méthylcytosines. Bien que les mécanismes responsables de cette hypométhylation ne soient pas

clairement définis, les conséquences fonctionnelles sont multiples.

Dans les cellules tumorales, la perte de la méthylation génomique est majoritairement observée
au niveau des ¢léments transposables (LINE-1 (Dante ef al., 1992;Chalitchagorn ef al., 2004) et Alu
(Weisenberger et al., 2005)) et des séquences répétées pericentromériques satellites hautement
méthylés dans les cellules normales (Ehrlich, 2002). Ces séquences représentant environ 45% du
génome humain, leur hypométhylation semble donc étre représentative de I’hypométhylation
globale retrouvée dans les cancers (Yoder ef al., 1997).

Comme décrit avant, une des fonctions de la méthylation de I’ADN est la suppression de la
transcription et de I’expansion des transposons (Yoder ef al., 1997). La fonction d’un géne pourrait
étre alors altérée non seulement par 1’insertion directe d’un nouvel élément transposable dans un
exon codant, mais aussi dans un intron et provoquer sa transcription, ou par la génération d’un
transcrit anti-sens si 1’élément est intégré dans une orientation anti-sens (Robertson and Wolffe,
2000D).

La méthylation de I’ADN peut également agir en stabilisant le génome, en inhibant la
recombinaison homologue entre les séquences répétées (Colot and Rossignol, 1999). Plusieurs
études ont maintenant clairement démontré que les éléments répétitifs sont hypométhylés dans les
tumeurs et que le degré d’hypométhylation est corrélé avec I’instabilité du génome et la progression
de la maladie (Narayan et al., 1998;Qu ef al., 1999). L’hypométhylation des différentes séquences
satellites a été fréquemment observée (40-90%) dans plusieurs types de tumeurs (Narayan et al.,
1998;Wong et al., 2001;Ehrlich ef al., 2003). Dans les tumeurs ovariennes, 1’hypométhylation de
I’ADN satellite est corrélée a la progression tumorale, et elle peut étre considérée comme un

possible marqueur de mauvais pronostic (Qu ef al., 1999;Widschwendter ef al., 2004).
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La perte de la méthylation des éléments répétitifs peut avoir lieu tot au cours de la progression
tumorale et peut prédisposer la cellule aux réarrangements du génome via la recombinaison
mitotique. La recombinaison pourrait, & son tour, soit inactiver les génes critiques dans la régulation
de la croissance soit, via le gain et/ou la perte d’un bras d’un chromosome, induire I’expression
inappropriée d’un gene suppresseur de tumeur ou d’un oncogene.

En définitive, la diminution de méthyl-CpG au niveau des régions non régulatrices et d’éléments
structuraux comme 1I’ADN centromérique augmente I’instabilité chromosomique, favorisant les
réarrangements et facilite le développement tumoral (Dante et al., 1992;Qu et al., 1999;Eden et al.,
2003;Chalitchagorn et al., 2004). Cette hypotheése est soutenue par I’augmentation des aberrations
chromosomiques associées au développement précoce de tumeurs chez les souris invalidées pour
I’expression de Dnmtl (Gaudet et al., 2003) et le lien établit entre I’hypométhylation et ’instabilité

génomique dans les cancers du sein (Tsuda ef al., 2002) ou de la prostate (Schulz et al., 2002).

L hypométhylation peut aussi, dans les cancers, avoir lieu dans une région promotrice d’un géne
spécifique, par exemple un proto-oncogene, entrainant la surexpression et résultant dans une
augmentation de la prolifération cellulaire. L’oncogéne Ras fut le premier géne identifié comme
¢tant hypométhylé dans les tissus cancéreux (Feinberg ef al., 1983a;Feinberg et al., 1983b). Dans
différentes tumeurs, des mutations activatrices de ce géne avaient été répertoriées. Toutefois, ces
mutations ne pouvaient expliquer a elles seules 1’augmentation de 1’activité de ce géne dans les
différentes tumeurs. Ces études ont été suivies par la mise en évidence de la perte de méthylation de
plusieurs autres oncogenes, tels que c-myc (Cheah et al., 1984), MAGE (De Smet ef al., 1996),
HOXI11 (Watt et al., 2000) et uPA (Guo ef al., 2002), un gene impliqué dans le développement des

métastases.

L’hypométhylation semble, donc, étre corrélée a la progression vers le cancer et offre des

mécanismes potentiels pour expliquer la cancérogenese (Dunn, 2003).
1.2.2- HYPERMETHYLATION REGIONALE AU NIVEAU DES ILOTS DE CPG
Dans les cancers, I’hyperméthylation de novo des ilots de CpG est I’altération €pigénétique la
plus souvent décrite. Elle est retrouvée dans presque tous les types de néoplasies et est associée a

I’inhibition de la transcription de génes suppresseurs de tumeurs conférant ainsi un avantage aux

cellules tumorales (Jones and Baylin, 2002;Paz et al., 2003). Dans chaque type de cancer, les geénes
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Tableau 4. Liste des génes suppresseurs de tumeurs

les plus souvent inactivés par

I’hypermétylation des CpG situés dans leur région promotrice lors de la tumorigenése, ainsi que les
principaux types de cancers associés a ces inactivations (Mulero-Navarro and Esteller, 2008).

Cette liste n’est pas exhaustive.

Rb Rétinoblastome, cancer du poumon, gliome, cancer du célon

p16'NK4A Leucémie, lymphome, cancers de la peau et du poumon
Cycle Cellulaire CDKN2B /p15'NK4B Leucémie, Lymphome

p14*7F Cancer gastrique

P53 Cancers poumon, de la prostate, du sein et de 'ovaire

BRCA1 Cancers de I'ovaire et du sein

06-MGMT Gliomes, cancers colorectaux, cancers du poumon non a petites

cellules, lymphomes et cancers du cou et de la téte

Réparation de 'ADN MLH1 Cancers gastrique, du célon, du sein et de I'ovaire

MSH2 Cancers rénal, du colon et de 'endometre

GSTP1 Cancers colorectaux et du sein

WRN Multiples

Caspase 8 Médulloblastome, cancers du poumon et du foie

DAPK Lymphome, gliome, cancers gastrique et col de I'utérus
Apoptose DR4 Mélanom’e ]

XAF1 Cancer rénal, mélanome

RASSF1A Cancers rénal, du poumon et du sein, mélanome, gliome

TSM1 Cancer du sein

E-cadhérine (CDH1)

Cancers gastrique, de la thyroide et du sein

H-cadhérine (CDH13) Multiples
- . APC Multiples

;\ggiizg;‘écs‘z"”'a"e' FAT Multiples
TIMP- 3 Médulloblastome et cancer du foie
MMPs Cancer du col de l'utérus
TIMP-2 Cancer du col de l'utérus
PTEN Glioblastome, cancers gastrique, du sein et de la thyroide
ER Cancer du sein et de la prostate
PR Cancer de 'endomeétre

Réponse aux facteurs AR Cancer de la prostate

d . RARS2 Leucémie promyelocytaire aigué, cancers du col de 'utérus, de la

e croissance et aux )

hormones prostate gt du sein
IGFBP1 Cancer rénal
IGFBP3 Cancer rénal
SOSC1 Myélome
SHP-1 Lymphome

Rb: retinoblastoma; CDK: cyclin dependant Kinase; RASSF1A: ras effector homologue; BRCA1: breact
cancer 1, 06-MGMT: O6-methyl guanine DNA methyl transferase; MLH1: human mutant L homologue;
GSTP1: glutathione-S-transferase P1,DAPK: death associated protein kinase; DR4: Apo2/TRAIL receptor;
TIMP: tissue inhibitor of metalloproteinase; MMPs: metalloproteinase protein; PTEN: phosphatse and tensin
homologue; PI3-K: phosphotidylinositol; ER: estrogen receptor; PR: progesterone receptor; AR: androgen
receptor; RARp2: retinoid acid receptor § 2; IGFBP: insulin-like growth factor binding protein; SOCS 1:
Suppressor of cytokine signaling.
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hyperméthylés appartiennent a des voies différentes et peuvent étre des marqueurs de détection tres

sensibles dans pratiquement tous les types de tumeurs (Costello et al., 2000;Esteller et al., 2001).

Une des premicres descriptions associe 1’hyperméthylation du géne Rb avec des cas familiaux
de rétinoblastome unilatéral (Greger ef al., 1989). Puis il a ét¢ montré que quand un allele de
p16™* est muté et Iautre méthylé, il y a perte de fonction de ce géne intervenant dans le cycle
cellulaire (Herman et al., 1995). Depuis il a été accepté que I’inactivation des génes suppresseurs de
tumeurs par hyperméthylation puisse étre un mécanisme fréquent dans les cancers humains ou elle

peut agir comme un événement primaire d’inactivation contribuant directement a la tumorigenese.

L’importance de 1’hyperméthylation des ilots de CpG dans les cancers peut étre évaluée en
considérant la fréquence de cet événement et la nature des génes impliqués. Environ 50% des génes
suppresseurs de tumeurs, mutés dans les cancers familiaux, sont hyperméthylés dans les cancers
sporadiques. Un nombre grandissant de génes « associés a la cancérogénese » a été observé comme
étant porteur d’une méthylation dense dans leur région promotrice a ilot de CpG normalement non
méthylée (Tableau 4). D’une maniére générale, les génes participant aux différentes étapes du
développement tumoral en favorisant la prolifération cellulaire (génes Rb, pl16™* p15™#
RASSF1A, LKBI1, p73, hTERT...), I’instabilité chromosomique (génes MGMT, BRCAI, MLHI), la
résistance aux drogues (genes MDRI1, MGMT, GSTP]I), I’'invasion tumorale (génes de la cadhérine
E, VHL, TIMP-3...) ou la différenciation (genes MyoD, récepteurs aux oestrogenes...) sont

hyperméthylés et réprimés dans les cancers avec une spécificité pour certains types de tumeurs

(Robertson, 2005).

Dans les tumeurs avec une progression tumorale bien définie, tel que le cancer du coélon,
I’hyperméthylation est détectable deés les lésions précoces. Ces données indiquent que la
méthylation de novo aberrante des ilots de CpG n’est pas un événement tardif qui survient a la suite
d’altérations génétiques et suggerent qu’elle contribue directement a la transformation (Chan et al.,
2002). Ainsi, ’hyperméthylation des ilots de CpG pourrait représenter un bon marqueur potentiel
pour la détection de cancer précoce (Laird, 2003). De plus, ce phénomene semble actif dans les
cellules puisque I’on trouve de plus en plus de génes hyperméthylés dans les différents changements
cellulaires menant au cancer (Tsuda ef al., 2002;Nephew and Huang, 2003;Weisenberger et al.,

2005;Tryndyak et al., 2006a).
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1.2.3- HYPERMETHYLATION ET MUTATIONS DE ADN

En marge de l'inactivation génique par hyperméthylation des promoteurs de certains geénes, se
trouvent des phénomenes mutationnels intrinsequement liés a la présence de groupements méthyles
sur I'ADN. En effet, les 5-méthylcytosines peuvent générer des mutations par : (i) désamination
spontanée, engendrant une transition dans le code génétique de cytosine vers thymine; (ii)

adsorption accrue des rayons UV ; (iii) liaison accrue des carcinogenes (Pfeifer, 2006).

1.2.4- PERTE DE L’EMPREINTE PARENTALE

Les altérations épigénétiques touchent également les genes soumis a l'empreinte. Ces genes,
dont I'expression est normalement monoallélique d'origine parentale, jouent un role important dans
la prolifération et la croissance cellulaire. Des lors, la « perte de l'empreinte » (LOI, Loss Of
Imprinting), associée a une expression biallélique ou a une extinction totale de 1'expression, a été
impliquée dans plusieurs cancers. L'exemple le mieux connu est celui du gene /GF2, dont
I'expression devient biallélique et augmentée dans les tumeurs du cblon, du foie, du poumon, de
I’ovaire ainsi que dans les tumeurs de Wilms (Moulton et al., 1994;Cui, 2007). Le géne IGF?2 est
normalement exprimé a partir de 1’allele paternel et code un facteur de croissance autocrine qui
possede un réle mitogénique et anti-apoptotique. La perte de I’empreinte au niveau du géne /GF?2

induit ainsi la prolifération cellulaire (Kaneda et al., 2007).

1.2.5- CONCLUSION : HYPOMETHYLATION GLOBALE VERSUS HYPERMETHYLATION

LOCALE, LE PARADOXE DE LA METHYLATION DANS LES CELLULES CANCEREUSES

En définitive, les altérations des profils de méthylation de I’ADN apparaissent é&tre des
¢vénements fréquents et précoces dans les cancers. De plus, comme le démontre les études
comparatives effectuées dans des lignées cancéreuses a différents stades, les aberrations de la
méthylation de I’ADN semblent augmenter au cours du processus tumoral et étre associées a une
augmentation de la malignité, de I’envahissement tumoral et du nombre de métastases (Narayan et
al., 1998;Qu et al., 1999;Tsuda et al, 2002;Nephew et al., 2003;Widschwendter et al.,
2004;Weisenberger et al., 2005;Tryndyak et al., 2006a). Toutefois, la nature des séquences
affectées ainsi que ’absence d’associations entre ces deux aberrations, sont fortement en faveur
d’un réle indépendant de I’hypométhylation et I’hyperméthylation dans I’initiation et la progression

tumorale (Ehrlich et al., 2003).
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Figure 45. Fréquence d’hyperméthylation des ilots de CpG de certains génes dans plusieurs types de
cancer (adaptée de Esteller et al., 2001 (Esteller et al., 2001)).
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1.3- MISE EN PLACE DE CES ALTERATIONS

Les altérations des profils de méthylation de I’ADN ont longtemps ¢été associées a la
surexpression anormale des DNMT dans différents types de cancers et tumeurs (el-Deiry et al.,
1991;Kanai et al., 2001;Ehrlich et al., 2006). Toutefois, aucune corrélation claire et nette entre le
niveau d’expression des DNMT et le degré de tumorigénicité n’a encore pu étre ¢tablie (Eads et al.,
1999). De plus, la co-existence d’une hypométhylation globale et d’une hyperméthylation
spécifique de geénes dans les cellules cancéreuses suggere que ces profils aberrants de méthylation
de I’ADN sont la conséquence de mécanismes complexes faisant intervenir de multiples facteurs.
Des études récentes ont montré que 1’hyperméthylation de certains ilots de CpG pouvait étre due au
recrutement d’ADN méthyltransférases par des facteurs de transcription au niveau de leurs geénes
cibles. Ainsi le facteur de transcription oncogénique PML-RARa, généré par la translocation
chromosomique du géne PML (ProMyelocytic Leukemia) au niveau du locus du récepteur a 1’acide
rétinoide o (RARa), recrute les ADN méthyltransférases, DNMT1 et DNM3A, au niveau des
promoteurs de ces genes cibles de RARa, induisant ainsi leur répression transcriptionnelle via la
méthylation (Di Croce et al., 2002). Un tel mécanisme de ciblage de méthylation de novo a
¢galement été observé avec I’histone méthyltransférase EZH2 (Enhancer of Zeste Homologue 2)
(Vire et al., 2006;Schlesinger et al., 2007). Toutefois, I’hyperméthylation des geénes cibles de EZH2
due au recrutement de DNMT via ce facteur n’est pas a l’origine de tous les événements de

méthylation aberrante dans tous les types de cancers (Schlesinger et al., 2007).

1.4- « METHYLOTYPE » OU PROFIL DE METHYLATION DE L’ADN : MARQUEUR

DIAGNOSTIQUE ET/OU PRONOSTIQUE

Le « méthylotype » ou profil de méthylation de I’ADN est une proposition actuelle d’une
signature €pigénétique d’une tumeur donnée (Figure 45) (Esteller ef al., 2001). Il peut s’agir aussi
bien d’un geéne qui est hyperméthylé spécifiquement dans un type de tumeur ou d’un groupe de
genes dont 1’association des différentes hyperméthylations caractérise la tumeur. Un trés bon
exemple est celui des tumeurs de la prostate ou un seul marqueur, GSTPI, est informatif dans 80-
90% des cas (Lee et al., 1994). Toutefois, a ce jour, il n’a pu étre que trés rarement mis en évidence
que la méthylation d’un seul géne puisse étre utilisée comme marqueur d’une tumeur. De plus,

I’association de plusieurs génes pourrait permettre d’obtenir une sensibilité proche de 100%.
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Tableau 5. Applications cliniques des marqueurs épigénétiques (adaptée de Mulero-Navarro et

Esteller, 2008 (Mulero-Navarro et al., 2008)).

Genes hyperméthylés

Potentielle utilité en clinique

Facteur de risque/
Détection/ Diagnostique/
Classification

Pronostic de
I'évolution tumorale

Facteur prédictif de
réponses aux traitements

Facteur prédictif
de rechute

p16'NK4a - Facteur de risque de - Facteur de
développement de progression
cancers du colon etde | tumorale des
'endometre, cancers du plancher
- Détection des cellules| oral
néoplasiques du foie et
du poumon
p74ARF - Détection des cancers| - Facteur de
du cerveau progression
tumorale des
cancers du plancher
oral
06-MGMT - Facteur de risque de - Facteur prédictif de
développement de réponses aux
cancers colorectaux, traitements des gliomes
- Détection du cancer
du poumon
APC - Détection des cancers
colorectaux et du sein
BRCA1 - Facteur prédictif de
réponses aux
traitements dans les
cancers du sein et de
I'ovaire
MLH1 - Facteur de risque de - Facteur prédictif de
développement de réponses aux
cancers gastrique, du traitements
colon et de 'endométre
SFRP1 - Facteur de
mauvais pronostic
dans le cancer du
sein
DAPK - Facteur prédictif
de rechute dans
le cancer de la
vessie
CDH1, CDH13, - Facteurs de
THBS-1, FAT tumor mauvais pronostic
suppressor cadherin
GSTP1 - Détection des cancers - Facteur prédictif de
de la prostate réponses aux
traitements
ER, AR, PR - Facteur prédictif

de réponses aux
traitements
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Les études actuelles recherchent une association entre 1’hyperméthylation des ilots de CpG des
genes suppresseurs de tumeurs et 1’évolution tumorale dans 1’idée de prévoir 1’évolution et la
réponse au traitement (Tableau 5). L hyperméthylation des ilots de CpG pourrait étre ainsi utilisée
comme un outil en clinique pour détecter et caractériser les cellules cancéreuses dans tous types de
liquides biologiques, petits prélevements comme les biopsies ou dans I’ADN circulant des patients
(Esteller et al., 1999;Esteller, 2002;Laird, 2003). Les données les plus abouties concernent les
glioblastomes de haut grade et le traitement par un agent alkylant pénétrant la barricre
hématoencéphalique, le témozolide. Dans un essai randomisé¢ par 1'Organisation Européenne pour la
Recherche et le Traitement du Cancer (EORTC) et I'Institut National du Cancer du Canada (NCIC),
il a ét¢ montré qu’une chimiothérapie par témozolide associée a une radiothérapie concomitante
entraine une réduction du risque de déceés de 37% (Stupp et al., 2005). Des recherches biologiques
associées ont permis de démontrer que le gain de 1’adjonction d’une chimiothérapie alkylante se
limite principalement aux patients dont I’expression du géne de réparation MGMT est inhibée par
hyperméthylation (Esteller ef al., 2000;Hegi et al., 2005). Le statut de méthylation de MGMT est

donc un facteur prédictif du bénéfice du traitement par le témozolide.

Les « méthylotypes » présentent ainsi un intérét en tant que facteurs diagnostique et
pronostique. Cependant, ils restent a étre clairement établis car beaucoup de variations sont encore
décrites pour les profils de méthylation d’'un méme type histologique. Deux problémes semblent
étre impliqués : d’une part, le panel des génes étudiés dans un type de tumeur n’est pas encore bien
défini ; et d’autre part, diverses méthodes avec des sensibilités et des spécificités différentes sont
utilisées pour ne pas évaluer forcément la méme région d’un geéne, pouvant ainsi donner des

résultats hétérogenes.

1.5- MUTATIONS EPIGENETIQUES VERSUS MUTATIONS GENETIQUES : PRONOSTIC ET

ESPOIRS THERAPEUTIQUES

Les mutations génétiques tout comme les mutations épigénétiques, entrainent des modifications
profondes des profils d’expression génique et conduisent a phénotype similaire permettant le
développement et la croissance des cellules cancéreuses. Ces deux mécanismes peuvent par ailleurs
intervenir seuls ou simultanément. Toutefois des questions importantes se posent : Est-ce que la
différence entre ces deux mécanismes d’inactivation ou d’activation génique mene a une différence
de croissance tumorale ? Et, est-ce que le pronostic des patients differe si les génes clés sont mutés

ou « épimutés » ? A travers les années, les scientifiques ont été capables de corréler les données sur
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Tableau 6. Agents de déméthylation de ’'ADN (adaptée de Mulero-Navarro et Esteller, 2008 (Mulero-

Navarro et al., 2008)).

Agents de déméthylation de 'ADN

Type

Phase d’étude

5-Azacytidine (azacyidine, Vidaza)

5-Aza-24-deoxycytidine (decitabine, Dacogen)

5,6-Dihydro-5-azacytidine (DHAC)

Zébularine

5-Fluoro-2’-deoxycytidine (FdCyd)
Arabinosyl-5-azacytidine (fazarabine)
Hydralazine (apresoline)

Procaine (procainamide, novocaine)
Epigallocatichin-3-gallate (EGCG)
Psammaplin A

MG98 (DNMT1 antisense)

RNAi (DNMT)
EGX30P (oligonucléotide)
RG108

Analogue nucléosidique

Analogue nucléosidique

Analogue nucléosidique

Analogue nucléosidique
Analogue nucléosidique
Analogue nucléosidique
Analogue non-nucléosidique

Analogue non-nucléosidique
Analogue non-nucléosidique
Analogue non-nucléosidique

Analogue non-nucléosidique

Analogue non-nucléosidique
Analogue non-nucléosidique

Analogue non-nucléosidique

Approuvé par la FDA
(Cancers hématologiques)

Approuvé par la FDA
(Cancers hématologiques)

Phase I/Il pour les cancers
ovariens et lymphomes

Préclinique
Phase I/l
Phase I/l

Phase | pour cancer
du col de l'utérus

Préclinique
Préclinique
Préclinique

Phase Il pour les tumeurs
métastatiques solides

Préclinique
Préclinique
Préclinique

FDA: Food and Drug Administration
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les maladies cancéreuses avec les études de certains genes candidats tres fortement étudiés pour
leurs mutations géniques et épigénétiques. Une étude récente a ainsi montré que des patients
porteurs d’une méthylation aberrante au niveau du promoteur BRCA/ présentent un pronostic plus
mauvais que ceux porteurs de mutations dans ce gene (Chiang ef al., 2006). Un mauvais pronostic
est également diagnostiqué pour les patients atteints de leucémie lymphoblastique aigué (LLA)
hyperméthylés au niveau du promoteur du gene p/5 (Chim and Kwong, 2006). De plus, les
méthylations aberrantes du promoteur du gene /LI2-Rbeta? ou du promoteur RRAD sont des
prédictifs d’un mauvais pronostic pour les patients atteints d’un cancer du poumon (Suzuki et al.,
2007a;Suzuki et al., 2007b). En définitive, les mutations ¢&pigénétiques semblent étre plus
dangereuses et de moins bons pronostics que les mutations génétiques dans le cancer. Toutefois
contrairement aux mutations génétiques irréversibles, les altérations épigénétiques sont
potentiellement réversibles, débouchant sur une opportunité¢ pour des interventions thérapeutiques

du cancer.

1.6- THERAPIES EPIGENETIQUES ANTI-CANCEREUSES VISANT LA METHYLATION DE
L’ADN

Les stratégies thérapeutiques anti-cancéreuses visent actuellement a corriger les erreurs
épigénétiques et plus particuliecrement les conséquences de I’hyperméthylation. La répression
transcriptionnelle des génes suppresseurs de tumeurs due a cette aberrante méthylation peut étre
levée a plusieurs niveaux : par I’inhibition de la méthylation de I’ADN d’une part et par 1’inhibition
des HDAC d’autre part, puisque les changements au niveau de la méthylation de I’ADN sont
accompagnés de changements au niveau de la structure chromatinienne. Ainsi des inhibiteurs de
DNMT et des HDAC présentant des propriétés anti-cancéreuses et pouvant étre utilisés seuls ou en
combinaison ont été¢ développés et sont en cours d’évaluation dans des protocoles cliniques (Issa,
2007;Pan et al., 2007). Les inhibiteurs des DNMT présentent par ailleurs un développement
clinique plus avancé que les inhibiteurs des HDAC (Tableau 6).

Les inhibiteurs de DNMT peuvent étre classés en deux groupes : les inhibiteurs nucléosidiques
et les inhibiteurs non-nucléosidiques (Lyko and Brown, 2005).

Les inhibiteurs nucléosidiques fonctionnent comme des analogues de nucléosides et peuvent
donc s’insérer dans I’ADN en lieu et place de la cytosine mais ne peuvent pas étre méthylés. Toute

méthylation de I’ADN sera donc ainsi inhibée apres division de la cellule (Jones et al., 1983;Worm
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and Guldberg, 2002). Ce premier groupe comporte des molécules comme la 5-azacytidine (5-aza-
CR ; Vidaza), la 5-aza-2’-déoxycytidine (5-aza-CdR ou décitabine ; Dacogen) et la zébularine.

Les inhibiteurs non-nucléosidiques agissent quant a eux en inhibant les DNMT. L’EGCG
(EpiGalloCatechin-3-O-Gallate), qui n’est autre que le principal composant polyphénol du thé vert,
et le RG108 bloquent le site actif de I’enzyme, tandis que la procaine se fixe sur les régions CpG de

I’ADN empéchant ainsi la liaison des DNMT a I’ADN.

Toutefois, bien que de nombreux composants soient testés, ceux disponibles dans les
traitements sont encore tres limités. A ce jour, seules la 5-aza-CdR et la décitabine sont utilisées
pour le traitement des tumeurs hématopoiétiques et plus particuliecrement les syndromes
myélodysplasiques avec 70% de réponses et 35% de rémissions complétes (Oki and Issa, 2007).
Pour les tumeurs solides, les premiers essais ont été décevants ; toutefois, de nouvelles approches
sont en cours, en employant des doses plus faibles et en combinant un inhibiteur des DNMT a un

inhibiteur des HDAC (Mack, 2006).

En dépit de ’avenir trés prometteur que présentent ces nouvelles approches thérapeutiques, de
nombreux problémes restent encore a résoudre. En effet, ces inhibiteurs de la méthylation globale
montrent une certaine toxicité. Une approche alternative consiste a diminuer spécifiquement le taux
de DNMTT1 via I'utilisation d’oligonucléotides anti-sens (Winquist et al., 2006). Ces produits sont

testés en phase clinique 2 et ne provoqueraient pas de déméthylation globale de I’ADN.

2- IMPLICATION DES PROTEINES A MBD DANS LA CANCEROGENESE

Au vu du role clé des protéines a MBD en tant qu’interprétes du signal de méthylation de

I’ADN, I’implication de ces protéines dans la cancérogenese a été suggérée.

2.1- DEREGULATION DE L’EXPRESSION DES PROTEINES A MBD DANS LES CANCERS

En association avec les changements aberrants des profils de méthylation de ’ADN et

d’expression génique, des variations relativement importantes du niveau d’expression des protéines

a MBD dans les cellules cancéreuses ont été rapportées.
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En effet, dans les cancers du sein, les expressions des génes MeCP2 et MBD2 semblent
fréquemment altérées (Billard et al., 2002;Muller et al., 2003;Tryndyak et al., 2006b). Le taux de
transcrits MBD?2 est significativement augmenté dans les biopsies de tumeurs bénignes. De plus, le
niveau d’expression de ce geéne semble étre corrélé a la taille des tumeurs mammaires malignes,
suggérant un role de MBD2 dans la prolifération pathologique de la glande mammaire (Billard ef
al., 2002). Une dérégulation de I’expression de MeCP2 semble également fréquente dans les
carcinomes mammaires (Billard et al., 2002). Sa surexpression dans les tissus néoplasiques apparait
étre associée a la présence des récepteurs aux cestrogenes (Muller et al, 2003). En outre,
I’expression des genes MBD2 et MeCP2 est inhibée par un traitement des cellules cancéreuses
mammaires MCF7 a D’cestradiol, suggérant un contrdle hormono-dépendant de ces répresseurs
(Muller et al., 2003;Vendrell et al., 2005).

Des dérégulations de I’expression (sur- ou sous- expression) des génes MBD2 et MeCP2 ont
¢galement ¢été¢ décrites dans plusieurs autres types de cancer tels les cancers colorectaux et
gastriques (Kanai ef al., 1999;0ue et al., 2001;Fang et al., 2004), les cancers hépatiques (Saito et
al., 2001), les cancers du poumon (Muller-Tidow et al., 2001;Sato et al., 2002) et les leucémies
lymphoides chroniques (Kn et al., 2004). Dans les cellules B de leucémie lymphoide chronique, le
niveau d’expression de MeCP2 et de MBD2 est par ailleurs corrélé au niveau d’histones
méthyltransférases (Kn et al., 2004), suggérant une dérégulation de 1’ensemble de la machinerie

épigénétique.

MBDI1 serait fortement exprimée dans les tumeurs bénignes et les stades précoces de tumeur de

la prostate, puis diminuerait dans les stades plus avancés (Patra ef al., 2003).

Un nombre important d’études a donc mis en évidence des dérégulations de I’expression des
protéines a MBD dans divers cancers, suggérant ainsi leurs potentielles importances et implications
au cours de la tumorigenese. Les variations d’expression de ces répresseurs transcriptionnels
pourraient alors engendrer des régulations aberrantes de certains geénes cibles dans des cellules
cancéreuses. De¢s lors, la relative dérégulation de 1’expression des répresseurs a MBD dans les
cancers pourrait se superposer a la désorganisation des profils de méthylation pour accélérer le

processus tumoral.
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Tableau 7. Fixation des protéines a MBD sur les promoteurs a ilot de CpG hyperméthylés des génes
suppresseurs de tumeurs dans les cancers (adaptée de Lopez-Serra et Esteller, 2008 (Lopez-Serra et
al., 2008)).

Protéines a MBD Geénes cibles

MeCP2 RASSF1A, RAR2, GSTP1, MGMT, CDH1, CDH13, LTBP3, PARVG, COL11A2

MBD1 GSTP1, SOCS-1, COL11A2, PTPRN, FGF19, RARS2, CDH1

MBD2 MGMT, p16™“*A  p14°RF L TBP3, PTPRN, ER1, TIMP3, CDH1, GSTP1, PRLR, PTPN4, BRCA1
MBD3 p21, CHFR, PTPN4

MBD4 p16™“4  MHL1
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2.2- LES GENES A ILOTS DE CPG HYPERMETHYLES REPRIMES PAR LES PROTEINES A

MBD DANS LES CANCERS

Les deux principales caractéristiques des protéines a MBD, a savoir leur ciblage spécifique aux
sites méthylés et leur propriété de répresseur transcriptionnel, en ont faits des facteurs inactivateurs

potentiels et privilégiés des genes hyperméthylés dans les cellules cancéreuses.

2.2.1- ASSOCIATION DES PROTEINES A MBD Aux ILOTS DE CprG
HYPERMETHYLES : DEMONSTRATION D’UNE CERTAINE SPECIFICITE DE CIBLE ET

SPECIFICITE CELLULAIRE

Depuis quelques années, plusieurs études ont montré des interactions entre protéines a MBD et
ilots de CpG hyperméthylés de génes associés a la cancérogenese. La premicre mise en évidence de
la présence de protéines @ MBD sur un promoteur hyperméthylé d’un gene dans le cancer a été
¢tabli en 2001, quand les Dr Magdinier et Wolffe (Magdinier and Wolffe, 2001) ont identifié¢ la
fixation de la protéine MBD2 au promoteur hyperméthylé du géne pl6™** dans des cellules du
cancer du colon. Depuis de nombreuses études genes candidats mais aussi d’approches globales se
sont attachées a cartographier les sites de liaison des protéines a MBD sur les promoteurs
hyperméthylés dans les cellules cancéreuses (Tableau 7) (Nguyen et al., 2001;Bakker et al.,
2002;Koizume et al., 2002;Ballestar et al., 2003;Lin and Nelson, 2003;Kondo et al., 2005;Auriol et
al., 2005;Lopez-Serra et al., 2006). Pour se faire les techniques d’immunoprécipitation de
chromatine (ChIP) et de ChIP-on-chip, soit d’hybridation de I’ADN immunoprécipité par ChIP sur

des puces a ADN génomique, ont principalement été utilisées.

Lors d’une analyse des profils de liaison des principaux répresseurs a MBD (MeCP2, MBD2,
MBDI1 et MBD3) a 22 genes dans 10 lignées cellulaires cancéreuses humaines différentes, 1’équipe
du Dr M. Esteller a montré que les protéines a8 MBD sont spécifiquement associées aux promoteurs
a ilot de CpG hyperméthylés et que 89% de ces promoteurs sont fixés par une ou plusieurs
protéine(s) a MBD (Lopez-Serra et al., 2006). L association des protéines a MBD aux promoteurs
hyperméthylés apparait donc étre systématique, ce qui confirme la nécessaire intervention de ces
interpretes dans le processus répressif associé a la méthylation. Les 11% des promoteurs a ilot de
CpG hyperméthylés restants sont sirement la cible d’autres répresseurs interprétes du signal de

méthylation de I’ADN, telles MBD4 ou les protéines de la famille Kaiso.

-84 -



Introduction - Chapitre 3

De plus, plusieurs travaux sur la distribution des protéines a MBD sur divers génes dans
différentes lignées cancéreuses humaines tendent & montrer que les profils d’occupation des
protéines & MBD sont promoteurs spécifiques (Ballestar et al., 2003;Lopez-Serra et al., 2006).
Ainsi le promoteur GSTP1 semblent étre des cibles spécifiques de MBD2 et celui de CDHI3 une
cible spécifique de MeCP2 (Bakker et al., 2002;Ballestar et al., 2003;Lin et al., 2003;Stirzaker et
al., 2004;Lopez-Serra et al., 2006). 1l existerait donc des spécificités de cibles des protéines a MBD
vis-a-vis de certains promoteurs hyperméthylés, quand d’autres séquences semblent attirer de fagon

aspécifique tous les répresseurs.

En outre, I’ensemble de ces données a démontré que les promoteurs hyperméthylés sont
préférentiellement fixés par une seule et unique protéine 8 MBD plutdt que par plusieurs (Ballestar
et al., 2003;Auriol et al., 2005;Lopez-Serra et al., 2006), renforgant ainsi I’hypotheése de 1’existence

d’une spécificité de cible des protéines a MBD au moins pour certains loci.

Par ailleurs, chaque type cellulaire tendrait a «utiliser» une protéine en particulier
indépendamment des concentrations intracellulaires de chaque protéine 8 MBD. En d’autres termes,
la cellule n’« utiliserait » pas préférentiellement la protéine a MBD Ia plus exprimée (Ballestar et

al., 2003;Lopez-Serra et al., 2006).

2.2.2- INACTIVATION DES GENES HYPERMETHYLES PAR LES PROTEINES A MBD

L’implication directe de la fixation des protéines a MBD sur les promoteurs hyperméthylés dans
la répression transcriptionnelle des genes associés n’a été mise en évidence que par la suite. Lors de
ces ¢études, des expériences d’ARN interférence (RNA Interference ou RNAI) anti-protéine a MBD
ont montré une réexpression du gene cible, prouvant ainsi I’implication directe de la protéine a
MBD dans la répression transcriptionnelle du geéne. Ainsi, par exemple, une relation de cause a effet
entre fixation de la protéine MBD2 sur les promoteurs a ilots de CpG hyperméthylés GSTPI et
NBR? et leur inactivation transcriptionnelle dans les cancers a été établie (Bakker et al., 2002;Lin et
al., 2003;Auriol et al., 2005). Les conséquences fonctionnelles de 1’inactivation ciblée d’une ou de
plusieurs protéines a MBD sur le profil d’expression génique global ont également été évaluées
dans des cellules HeLa (Lopez-Serra et al., 2008). Des analyses du statut de méthylation de I’ADN
et d’immunoprécipitation de chromatine associée aux différentes protéine a MBD ont été réalisées
en parallele de 1’analyse sur puce d’expression (microarrays) des différents transcriptomes des

cellules HeLa n’exprimant plus spécifiquement une ou plusieurs MBD. Les résultats obtenus ont

-85 -



Introduction - Chapitre 3

montré que les fortes réductions en concentration intracellulaire en protéines a MBD conduisent a la
réactivation de genes réprimés par hyperméthylation de leur promoteur (Lopez-Serra et al., 2008).
Cette réactivation génique est associce a la perte de fixation des protéines a MBD aux ilots de CpG
hyperméthylés et non pas au changement de profil de méthylation de ces régions. Il est par ailleurs
intéressant de souligner que 1’inactivation des trois principaux répresseurs a MBD (MeCP2, MBD2
et MBD3) n’induit pas un changement massif du profil d’expression génique. En effet, seulement
15 % (967 sur 6386) des geénes sont stimulés suite a cette triple inactivation. De plus, il apparait que
MBD?2 est le répresseur méthylation-dépendant réprimant le plus grand nombre de geénes (~ 900

genes sur 967) (Lopez-Serra et al., 2008).

Ces études démontrent donc les capacités répressives des protéines a MBD sur des promoteurs
hyperméthylés dans des lignées tumorales. En définitive, I’hyperméthylation des ilots de CpG
suivie de la fixation des protéines a MBD prend une part importante dans 1’inactivation génique

observée au cours de la cancérogenese.

2.3- POSSIBLE IMPLICATIONS DES PROTEINES A MBD DANS L’ETABLISSEMENT DES

PROFILS ABERRANTS DE METHYLATION DANS LES CELLULES CANCEREUSES

Comme nous I’avons vu précédemment, les mécanismes précis entrainant les changements
d’état de méthylation des cellules cancéreuses sont encore mal connus. Des dérégulations de
Iactivité et de D’expression des DNMTs ont été observées dans certains processus de
cancérogénese, suggérant un role de ces enzymes (el-Deiry et al., 1991;Kanai et al., 2001;Ehrlich et
al., 2006). Par ailleurs, plusieurs études ont décrit une altération de I’expression des geénes codant
les protéines 8 MBD dans certaines cellules cancéreuses (Kanai et al., 1999;Muller-Tidow et al.,
2001;0ue et al., 2001;Sato et al., 2002;Billard ef al., 2002;Muller et al., 2003;Patra et al., 2003;Kn
et al., 2004;Fang et al., 2004;Tryndyak et al., 2006b). Les protéines a MBD, qui ont des niveaux
d’expression variables dans les cancers, pourraient engendrer un recrutement aberrant de DNMTs

aux fourches de réplication et ainsi altérer les profils de méthylation.

Par ailleurs, pour €lucider les mécanismes responsables de 1’initiation de I’hyperméthylation
dans les cellules cancéreuses, Strirzaker ef al. (Stirzaker et al., 2004) ont étudié les relations
temporelles entre la méthylation de ’ADN et les différentes modifications des histones en
introduisant par transfections transitoires des vecteurs porteurs de la région promotrice a ilot de

CpG du géne GSTPI méthylé ou non et/ou transcriptionnellement actif ou inactif (en délétant les
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Figure 46. Modéle des processus séquentiels menant a I’hyperméthylation de I'illot de CpG du géne
GSTP1 (adaptée de Stirzaker et al., 2004 (Stirzaker et al., 2004)).

Dans une cellule saine, les ilots de CpG ne seraient pas méthylés et quand les génes associés sont
activement transcrits, 'absence de méthylation serait alors maintenue par un équilibre de faible méthylation
de novo et de déméthylation. Cependant, si le géne GSTP1 dans les cellules de la prostate est inactivé, soit
par un manque de facteurs de transcription, soit de fagon transitoire, I'équilibre est rompu et le faible niveau
de méthylation de novo n’est plus contrebalancé par la déméthylation. Cet événement conduit a
'accumulation de la méthylation qui va s’étendre tout le long de I'llot de CpG a partir des quelques
dinucléotides CpG méthylés préexistants. Dés lors, MBD2 fixe 'ADN faiblement méthylé et recrute des
complexes HDAC et DNMT. Ce recrutement entraine la désacétylation des histones et la méthylation de
novo de 'ADN. MeCP2 peut alors se fixer a I'llot de CpG hautement méthylé et recruter des HMT. Les HMT
méthylent les H3-K9 et consolident la structure chromatinienne inactive.
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sites Sp1) dans des cellules cancéreuses de la prostate. La combinaison des résultats obtenus dans
cette étude a permis de proposer un modele expliquant les processus séquentiels menant a
I’hyperméthylation des 1lots de CpG du promoteur GSTP! (Figure 46) (Stirzaker et al., 2004).

Dans ce mod¢le, I’inactivation génique du geéne GSTPI s’effectue avant le remodelage de la
chromatine. Les génes seraient inactivés aléatoirement et leur inactivation maintenue grace aux
protéines a MBD par la combinaison de I’hyperméthylation de I’ADN et du remodelage de la
chromatine. MBD2 se fixe aux dinucléotides CpG méthylés répartis le long du promoteur GSTP1 et
catalyse I’hyperméthylation et le remodelage de la chromatine. MeCP2 interagit alors avec I’ADN
hautement méthylé pour renforcer la structure chromatinienne inactive.

Pour conclure, I’ensemble de ces données met en €vidence le rdle central de MBD2 dans la mise
en place de ’hyperméthylation de 1’1lot de CpG GSTPI porté par un vecteur. Il serait intéressant de
savoir si MBD2 a la méme capacité de propagation de la méthylation sur un géne endogene et si
d’autres protéines a MBD ont cette propriété.

Cette étude souligne aussi que I’altération de I’expression du gene MBD2 dans les cellules

cancéreuses, outre 1’inactivation génique, pourrait conduire a une hyperméthylation.

2.4- LA GENETIQUE, POLYMORPHISMES ET MUTATIONS, DES GENES CODANT LES
PROTEINES A MBD DANS LES CANCERS
2.4.1- POLYMORPHISMES DES GENES CODANT LES PROTEINES A MBD, DES

PREDISPOSITIONS AU CANCER ?

Des polymorphismes ont été observés au sein des séquences génomiques codant les protéines a
MBBD. Certains de ces polymorphismes semblent étre associés au risque de développer des cancers.
Par exemple, dans la population coréenne et chinoise, cing polymorphismes dont trois : -634G>A, -
501delT, et Pro(401)Ala, décrits dans la région promotrice du genes MBD1 et deux dans la région
codante : rs125555 et rs140689, semblent prédisposés génétiquement au cancer du poumon et plus
particulierement aux adénocarcinomes (Jang et al., 2005;Liu et al., 2008). A 1’opposé, deux
variations génétiques rares d’une seule paire de base (Single Nucleotide Polymorphisms ou SNPs) :
rs1259938 et rs609791, génotypées dans le gene MBDZ2 seraient associées a un faible risque de

développer un cancer du sein chez les femmes pré-ménopausées caucasiennes (Zhu et al., 2005).

Toutefois, trés peu de mutations des genes codant les répresseurs 8 MBD ont été observées dans

les cancers (Bader ef al., 2003;Zhu et al., 2004), a I’exception de MBD4.
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2.4.2- ANALYSES DES MUTATIONS M BD4 DANS LES CANCERS : MBD4, UN GENE

SUPPRESSEUR DE TUMEUR ?

Des mutations inactivatrices de MBD4 ont été observées dans 20 % a 43 % des cancers humains
colorectaux, gastriques, pancréatiques et de ’endomeétre présentant une instabilité des séquences
microsatellites (MSI) (Bader et al., 1999;Riccio et al., 1999;Menoyo et al., 2001;Yamada et al.,
2002;Evertson et al., 2003). Ces mutations touchent les séquences microsatellites poly-adénines
(Ajo) présentes dans la région codante du géne MBD4 et provoquent par I’addition ou la délétion
d’adénines un décalage du cadre de lecture au sein de la séquence codante. Une protéine tronquée
de son domaine glycosylase carboxy-terminal, jouant un role dominant négatif, est ainsi synthétisée
(Bader et al., 2007). Un nombre important de ces cancers est corrélé a un systtme MMR (MisMatch
Repair, systtme de réparation des mésappariements) défectif. Toutefois, des analyses
complémentaires suggerent que les mutations de MBD4 sont davantage la conséquence plutdt que la
cause d’une déficience du systtme MMR (Bader et al., 1999;Pinto et al., 2008). MBD4 n’aurait

donc pas un rdle primaire dans la tumorigenese.

Néanmoins, des études chez la souris ont apporté des éléments en faveur d’une implication des
mutations de Mbd4 dans le processus de tumorigenese. Bien que les souris nulles Mbd4 soient
viables, une augmentation des transitions SmCpG : TpA des sites SmCpG a été observée (Wong et
al., 2002). Malgré cette augmentation de mutabilité, ces souris ne développent pas plus de cancers
que les souris sauvages. L’absence de Mbd4 seule n’entraine donc pas de cancers a MSI dans le

; : : Min/+
génome murin. En revanche, chez les souris Apc™"

(Min), qui ont une prédisposition au
développement de cancers colorectaux, 1’absence de Mbd4 accroit le nombre de tumeurs et active la
progression tumorale du tractus gastro-intestinal. Ce phénotype est associ¢ a une augmentation des
transitions mutationnelles SmCpG : TpA des sites SmCpG de la séquence codante de 1’allele
sauvage Apc, entrainant son inactivation (Wong et al., 2002). De plus dans des cellules humaines du
cancer du colon, I’expression de la protéine MBD4 tronquée semble augmenter le spectre
mutationnel et prédisposer les cellules a des translocations réciproques chromosomiques (Bader et

al., 2007;Abdel-Rahman et al., 2008).
L’inactivation de MBD4 pourrait donc moduler le spectre mutationnel durant la tumorigenése et

influencer la progression tumorale (Wong et al., 2002;Bader et al., 2007;Abdel-Rahman et al.,

2008). De¢s lors, il a été proposé¢ que MBD4 soit un gene suppresseur de tumeur (Clarke and
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Sansom, 2003). Le fait d’observer un défaut d’arrét du cycle cellulaire dans les cellules MEF

dérivées de souris Mbd4™" va dans le sens d’une telle fonction (Cortellino et al., 2003).

3- MBD2 ET TUMORIGENESE

D’apres toutes ces données, MBD2 semble étre la protéine a MBD majoritairement impliquée
dans la tumorigenese. En effet, des dérégulations de son expression ont été observées dans
différents cancers (Kanai ef al, 1999;Muller-Tidow et al., 2001;0ue et al., 2001;Sato et al.,
2002;Billard et al., 2002;Muller et al., 2003;Kn et al., 2004;Fang et al., 2004;Tryndyak et al.,
2006b). De plus, cette protéine semble étre liée a de trés nombreux geénes suppresseurs de tumeurs
et apparait étre le répresseur méthylation-dépendant réprimant le plus grand nombre de génes dans
les cancers (Ballestar ef al., 2003;Lopez-Serra et al., 2006;Lopez-Serra et al., 2008). En outre, cette
protéine serait impliquée dans la mise en place des profils aberrants de méthylation dans les cellules
cancéreuses (Stirzaker et al., 2004). Par ailleurs, le réle de MBD2 dans la stimulation de la
prolifération des cellules cancéreuses a été mis en évidence par plusieurs études, démontrant
I’implication de MBD?2 dans de la tumorigénicité (Slack et al., 2002;Sansom et al., 2003;Campbell
et al., 2004).

L’inactivation de I’expression de MBD2 par ARN anti-sens inhibe la formation de colonies dans
un milieu semi-solide, une caractéristique des cellules transformées. Ces données furent les
premicres a mettre en évidence un réle de MBD2 dées les premiers stades de la tumorigenese dans la

perte de la dépendance a I’ancrage de la prolifération cellulaire (Slack et al., 2002).

Cette observation a été confirmée par une étude in vivo, lors de laquelle des souris prédisposées

Min/~+

a développer des néoplasies intestinales fatales (souris Apc™ " ) ont été croisées avec des souris

Min/+ .4 , )
" aussi dénommées souris

invalidées pour le géne Mbd2 (Sansom et al., 2003). Les souris Apc
Min sont hétérozygotes pour le géne suppresseur de tumeur Apc (adenomatous polyposis coli). La
perte d’expression de Mbd?2 chez ces souris a un role protecteur contre le risque de développer des
cancers intestinaux (Sansom ef al., 2003). Les souris Min Mbd2”" ou Min Mbd2"" développent peu
d’adénomes et de cancers intestinaux par rapport aux souris Min. Elles voient ainsi leur durée de vie
s’allonger. Cet effet est, de plus, proportionnel au nombre de copies du gene Mdb?2 invalidées. En
outre, la taille des tumeurs de ces souris est diminuée par rapport a celle observée dans les souris

Min. L’ensemble des ces données suggerent donc une implication de Mbd2 dans la prolifération des
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cellules tumorales. Par ailleurs, ces souris présentent une augmentation de la méthylation des ilots
de CpG. Néanmoins, I’hyperméthylation de 1’1lot de CpG de 1’allele Apc, qui est observée dans les
cancers du colon humains, n’est pas observé chez ces souris. Des résultats trés controversés
proposaient que MBD?2 possédait une activité¢ déméthylase (Bhattacharya et al., 1999). Cependant,
il semble que I’augmentation de la méthylation soit davantage due a un phénomene de
compensation de 1’absence de MBD2. Une étude précédente a montré que la tumorigenese chez les
souris Min est également dépendante de Dnmtl (Laird et al., 1995;Eads ef al., 2002). La double
dépendance a Mbd2 et Dnmtl démontre que le phénotype observé chez les souris Min en absence
de MBD2 est méthylation-dépendant.

L’équipe du Dr Clarke a poussé ces recherches plus loin et a apporté une explication
mécanistique au contrdle épigénétique de la formation de néoplasies intestinales chez les souris Min
(Phesse et al., 2008). L analyse du transcriptome par microarray du tissu intestinal (petit intestin) de
souris invalidées conditionnellement pour le géne Apc a montré une suppression partielle de la voie
Whnt lorsque ces derniéres étaient croisées a des souris Mbd2”". Dans un contexte Apc nul, la
déficience en Mbd2 participe a la stimulation de I’expression de génes cibles de Wnt dont Lect2. Ce
dernier gene est méthylé et fixé par Mbd2 dans le tissu intestinal de souris. De plus, il apparait étre
un répresseur de la voie de signalisation Wnt. La voie de signalisation Wnt joue un role clé dans le
développement et l'organisation normale de l'intestin. En amont de la voie de signalisation Wnt se
trouve le géne 4APC. L’invalidation de ce gene entraine la dérégulation de la voie Wnt qui conduit a
une prolifération anormale des cellules du tissu intestinal. Dans ce contexte, I’inactivation de
MBD?2 permettrait de lever la répression transcriptionnelle de certains répresseurs de la voie Wnt,
tel que Lect2, de rétablir la signalisation cellulaire Wnt dépendante et de stopper la prolifération

anormale des cellules intestinales (Phesse et al., 2008).

Une étude plus récente a également montré que l’inactivation de MBD2 par ARN anti-sens
inhibe la croissance in vitro de lignées cellulaires humaines de cancer du poumon ou de cancer
colorectal. Cette inactivation spécifique inhibe également la croissance tumorale in vivo des ces
cellules cancéreuses humaines greffées a des souris « nude » (Campbell ez al., 2004). Lorsque les
cellules cancéreuses humaines, prétraitées aux anti-sens MBD2, ont été¢ implantées aux souris, une
inhibition de I’implantation tumorale a été observée. Dans le cas ou les cellules ont été implantées
aux souris, puis ces souris traitées par injection d’anti-sens MBD?2, une régression tumorale a été
observée. De plus, un traitement couplé avec un anti-mitotique, la bléomycine, montre un effet
additif sur la régression tumorale (Ivanov et al., 2003). En parall¢le, la toxicité d’un tel traitement a

¢été testée. Les oligonucléotides anti-sens MBD2 n’affectent ni la croissance des cellules saines ou
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des cellules non transformées, ni les parametres du cycle cellulaire in vitro. Ils ne présentent pas
non plus d’effets toxiques in vivo. Ces expériences mettent donc en évidence le role de MBD2 dans
la tumorigenése des cancers humains, ainsi que son importance en thérapie comme agent anti-
tumoral.

En outre, des tests in vitro de migration et d’invasion en chambres de Boyden, réalisés avec des
cellules cancéreuses invasives de cancer de la prostate, PC-3, ont montré que la déplétion en MBD2
par ARN anti-sens, réduit la capacité invasive et migratoire de ces cellules (Shukeir et al., 2006).
L’analyse de I’expression de certains génes connus pour leur implication dans la progression
tumorale des cellules PC-3, a révél¢ une inhibition de la transcription des génes VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) et MMP-2 (Matrix MetalloProteinase-2) impliqués dans la
néoangiogenese et d’un marqueur métastatique uPA (Urokinase-type plasminogen activator) dans
les cellules traitées par ARN anti-sens MBD2. Une diminution du niveau de molécules appartenant
aux voies de signalisation de 1’angiogenese (CD31) et de survie cellulaire (pAkt) a également été
observée lors de 1’étude immunohistochimique de tumeurs issues de xénogreffes de cellules PC-3,
traitées aux anti-sens MBD2, dans des souris BALB/c nu/nu. Le répresseur MBD2 interviendrait

donc également dans le potentiel invasif et métastatique des cellules malignes.

En définitive, la protéine MBD2 posséderait un role central et important au cours de la
tumorigenése. L ensemble de ces données montre en effet, son intervention des les premiers stades
de la tumorigenése dans la perte de la dépendance a I’ancrage de la prolifération cellulaire, puis
dans la croissance et I’implantation tumorale et enfin dans le pouvoir métastatique et invasif des

tumeurs.

Cette propension a lier et a réprimer des genes suppresseurs de tumeurs, combinée a la possible
dérégulation de I’expression des répresseurs a MBD dans les cancers, fait de ces protéines et plus

particulierement de MBD2 de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles en cancérologie.
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4- LES PROTEINES A MBD, DIAGNOSTIC ET THERAPIE
4.1- LES PROTEINES A MBD, UN OUTIL POUR IDENTIFIER DE NOUVEAUX GENES

HYPERMETHYLES DANS LES CELLULES CANCEREUSES

La propriété des protéines a MBD a s’associer aux séquences méthylées et a les réprimer
transcriptionnellement a ¢été utilisée pour identifier des nouvelles cibles de 1’inactivation
épigénétique (nouveaux geénes a ilot de CpG hyperméthylés) dans les cancers humains. Une banque
a ADN fut constituée a partir de ChIP réalisées sur des lignées cellulaires cancéreuses mammaires
avec des anticorps dirigés contre les protéines a MBD. Par le criblage sur puce a ADN de cette
banque, des genes tels que PAX6, un geéne a homéoboite, le gene codant le récepteur de la
prolactine, et le géne codant la dipeptidylpeptidase IV ont été révélés comme des genes candidats a

ilots de CpG hyperméthylés dans le cancer du sein humain (Ballestar ez al., 2003).

Ainsi, comme il 1’a été¢ mentionné dans le paragraphe 1.4, une meilleure connaissance du profil
de méthylation des patients permettrait un diagnostic rapide et facile du type de tumeur. Par
exemple, les tumeurs ayant un répresseur métastatique réprimé tels que 1’E-cadhérine ou DAPK

auront un caractere plus invasif.

4.2- LES PROTEINES A MBD, DES CIBLES PROMETTEUSES POUR DES THERAPIES ANTI-
CANCEREUSES

Au vue de leur implication dans la cancérogenese, les protéines a MBD, de la méme maniere
que la méthylation de ’ADN en elle méme, pourraient étre des cibles pour des traitements

anticancéreux.

4.2.1- POURQUOI CIBLER SPECIFIQUEMENT MBD2 ? LECONS TIREES DES SOURIS

INVALIDEES POUR LES GENES CODANT LES PROTEINES A MBD

La génération de souris nullizigotes Mecp2, Mbdl, Mbd2, Mbd3, ou Mbd4 a montré que
chacune de ces protéines possedent une fonction spécifique qui ne peut pas €tre compensée par
d’autres protéines (Hendrich ef al., 2001;Guy et al., 2001;Wong et al., 2002;Zhao et al., 2003). Ces
résultats suggerent donc qu’une inactivation ciblée est envisageable. Toutefois, seule 1’invalidation
de MBD?2 a été a ce jour considérée. En effet, en dehors de son rdle central dans la tumorigenese par

rapport aux autres protéines a MBD, I’invalidation spécifique de MBDZ2 semble étre 1’invalidation

-92 -



Introduction - Chapitre 3

conduisant a la plus faible incidence phénotypique. L’invalidation de MeCP2 entraine peu de
variations d’expression génique (Tudor et al., 2002;Matarazzo and Ronnett, 2004). Toutefois, la
perte fonctionnelle de cette protéine conduit & des désordres neuro-fonctionnels lourds chez la
souris, assimilés au syndrome de Rett chez I’Homme (Amir et al., 1999;Guy et al., 2001). MBD1
posséderait également un rdéle dans la régulation du développement cérébral. Chez la souris,
I’invalidation de MbdI nous suggere son rdole dans la neurogénese hippocampique adulte, une
fonction nécessaire aux mécanismes de mémorisation (Zhao et al., 2003). De plus, I’analyse du
transcriptome de cellules souches neuronales adultes murines MbdI”~ montre une sur-expression
des rétrovirus endogenes IAP qui pourrait en partie expliquer I’aneuploidie élevée de ces cellules
(Zhao et al., 2003). MBD3 est un membre du complexe HDAC Mi-2/NurD intervenant non
seulement dans la répression transcriptionnelle méthylation-dépendante mais également dans le
processus de répression transcriptionnelle général. Son invalidation aurait donc un impact majeur
sur ’expression génique et semble inenvisageable. L’invalidation de Mbd3 chez la souris est ainsi
létale avant I’étape de neurulation chez la souris (Hendrich ef al., 2001). Enfin, I’invalidation de
MBD4 augmente le spectre mutationnel (voir paragraphe 2.4.4 ci-dessus) (Wong et al., 2002;Bader
et al., 2007;Abdel-Rahman et al., 2008). Au vu de toutes ces données apportées par les souris
invalidées pour les geénes codant les protéines MeCP2, MBD1, MBD3 et MBD4, I’inactivation
ciblée de chacune de ces protéines ne semble pas possible pour des traitements anti-cancéreux. Les
effets secondaires seraient sans doute trop séveres. L’invalidation du gene Mbd2, en revanche, est
viable chez la souris et conduit a peu d’anomalies chez I’adulte (Hendrich et al., 2001;Hutchins et
al., 2002). Seule une anomalie du comportement maternel et une expression ectopique du gene
codant Dl’interleukine 4 dans les lymphocytes T CD4+ (T helper), corrélée a un défaut de
différenciation de ces cellules, ont été observées. Toutefois ces phénotypes restent beaucoup moins
séveres que ceux observés lors de I’invalidation des autres protéines a MBD. En outre, cette
invalidation a la caractéristique avantageuse de présenter un rdle protecteur contre le risque de

r . . . M /+
développer des cancers intestinaux chez les souris Apc™

(Sansom et al., 2003). De plus, 1’équipe
de M. Szif, qui a développé une stratégie thérapeutique a 1’aide d’ARN anti-sens dirigés contre les
transcrits Mbd2, a montré que des injections de ces ARN chez la souris nude ont un fort effet anti-
tumoral sur des tumeurs intestinales et pulmonaires greffées et n’ont révélé aucune toxicité vis-a-vis

des cellules non tumorales murines (Campbell et al., 2004).
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4.2.2- AVANTAGES DE L'INVALIDATION SPECIFIQUE DE MBD2 PAR RAPPORT AUX

TRAITEMENTS HYPOMETHYLANTS

L’absence de Dnmtl entraine une létalité¢ embryonnaire chez les souris alors que les souris
Mbd?2 nulles sont viables et fertiles. Par ailleurs, il a ét¢ montré que I’invalidation de Mbd2
n’accélere pas le développement des lymphomes des souris p53” ou p53”" contrairement a ce qui
est observé lors d’une baisse du taux de méthylation de I’ADN (Sansom et al., 2005).

En outre, les invalidations de MBD2, chez la souris ou transitoire dans des cellules cancéreuses,
ont montré que 1’absence de cette protéine ne conduit pas a une modification générale de la
transcription contrairement a ce qui est observé lors de 1’utilisation des inhibiteurs de la méthylation
a spectre large comme la 5-aza-CdR (Berger et al., 2007;Lopez-Serra et al., 2008). Son inhibition
apparait alors avoir une conséquence spécifique et non globale sur I’expression génique,
relativement restreinte sur 1’organisme et une faible toxicité. L’inhibition ciblée de la protéine
MBD?2 pourrait ainsi étre une alternative aux thérapies déméthylantes pour le traitement des

cancers, dans la mesure ou il existerait chez ce facteur une certaine spécificité de cibles.

Ainsi, I’inactivation ciblée des protéines a MBD, et plus spécifiquement de MBD2, par une
technique d’interférence a I’ARN ou d’ARN anti-sens spécifique, permettrait donc un traitement
ciblé conduisant a la réactivation de certains genes réprimés, a I’inhibition de la croissance
tumorale, mais également a la prévention de la mise en place de I’hyperméthylation des ilots de

CpG.

Pour le développement d’une telle stratégie thérapeutique, moins lourde et alternative aux
traitements impliquant des agents déméthylants généraux, 1’inhibition des interprétes de la
méthylation, et plus spécifiquement de MBD2, pourrait étre envisagée, dans la mesure ou une
spécificité de séquences cibles existerait chez ces facteurs. Aussi, dans la perspective du
développement d’un tel outil thérapeutique, la recherche d’une spécificité des répresseurs a MBD,
I’analyse, le cas échéant, des mécanismes de cette spécificité, ainsi que la recherche de tous leurs

genes semblent nécessaires.
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5- BILAN DE SPECIFICITE DES PROTEINES A MBD

5.1- SPECIFICITE DE SEQUENCES

La liaison des protéines a MBD, via leur domaine MBD, s’effectue sur les dinucléotides CpG
méthylés de fagon séquence-indépendante (Hendrich and Bird, 1998;Fraga et al., 2003). Toutefois,
cette observation a été nuancée par deux études (Fraga et al., 2003;Klose ef al., 2005). En effet, la
liaison de MeCP2 semble étre favorisée par la présence de séquence A/T adjacentes aux CpG
méthylés (Klose and Bird, 2004). De plus, une technique d’électromobilité sur capillaires
permettant de mesurer 1’affinité des protéines a MBD pour différentes s€quences a montré que la
densité et le nombre de CpG méthylés sont des paramétres importants alors que le contexte de
séquence aurait un effet tout relatif (Fraga et al., 2003). La méme constatation a été faite par
Stirzaker et al. (Stirzaker et al., 2004), avec des transgenes GSTPI différentiellement méthylés.
Seule MBD?2 est présente sur des transgenes faiblement méthylés, quand MeCP2 vient a son tour

s’y fixer lorsque ceux-ci sont fortement méthylés.

En définitive, aucune spécificité de séquences proprement dite n’a été a ce jour identifiée pour
les protéines MBD a I’exception de MeCP2. Cependant, les études globales de la distribution des
protéines a MBD, menées dans des cellules cancéreuses, montrent que pres de 50% des sites
méthylés analysés ne sont occupés que par une seule et unique protéine a MBD (Ballestar et al.,

2003;Lopez-Serra et al., 2006).

5.2- SPECIFICITES DE CIBLES
5.2.1- PLUSIEURS PROTEINES SUR UN MEME LOCUS : REDONDANCE POUR UNE

INACTIVATION TRANSCRIPTIONNELLE TOTALE ?

Les profils de localisation nucléaire des protéines a MBD sont semblables, montrant une
fixation majoritaire dans les foyers d’hétérochromatine (Hendrich et al., 1998;Fujita et al., 1999).
L’analyse par ChIP de la répartition de ces protéines sur les séquences satellites Sar2 et NBL2
montre d’ailleurs la présence des quatre principaux répresseurs MBD1, MBD2, MBD3 et MeCP2
sur ces régions riches en CpG méthylés (Ballestar et al., 2003). Il semble en étre de méme pour les
portions régulatrices fortement méthylées des génes soumis a I’empreinte ou de certains genes
impliqués dans la cancérogenese (Lopez-Serra et al., 2006). Matarazzo et al. montrent également
par ChIP suivis d’autres ChIP (ChIP reChIP) que les protéines MeCP2, MBD2 et MBD3 peuvent

fixer simultanément le promoteur du géne a copie unique SYBLI. La protéine Kaiso ainsi qu’un
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complexe polycombe PRC2 impliqué dans la répression transcriptionnelle semblent également
pouvoir occuper le promoteur de ce géne. Ainsi, il semble que deux mécanismes soient mis en place
afin de garantir le verrouillage de cette cible, soit par une redondance des protéines 8 MBD soit par

I’action d’autres protéines de liaison a I’ADN ou complexe.

Toutes ces données suggerent I’importance de la méthylation et de la subséquente inactivation
de certaines cibles. Une certaine redondance entre ces différents répresseurs semble alors nécessaire

pour assurer et maintenir une inactivation totale de ces séquences.

Par ailleurs, les études d’invalidation de genes codant les protéines a MBD menées chez la
souris montrent que leur déficience, a I’exception de Mbd3, ne provoque pas de létalité
embryonnaire (Hendrich et al., 2001;Guy et al, 2001;Wong et al., 2002;Zhao et al., 2003),
suggérant une compensation ou redondance fonctionnelle entre les membres de la famille. De plus,
les analyses des transcriptomes de certains tissus de souris Mecp2”, Mbd2™" et Mbdl”", ne montrent
aucun changement significatif de 1’expression génique globale par rapport aux transcriptomes des
souris témoins (Tudor et al., 2002;Zhao et al., 2003;Matarazzo et al., 2004;Berger et al., 2007).
Seuls quelques genes sont dérégulés. Ceci reste donc en faveur d’une redondance entre ces

protéines a MBD. Toutefois, une certaine spécificité pour quelques genes est a noter.

En outre, les souris hétérozygotes et nullizygotes pour les protéines a MBD ont révélé des
différences phénotypiques comme nous 1’avons vu dans le paragraphe 4.2.1. De plus, différents
doubles mutants ont été créés. Seul le double mutant Mbd2”~ Mbd3™” présente un phénotype aggravé
par rapport aux simples mutants, du a la participation des protéines Mbd2 et Mbd3 a des fonctions
cellulaires communes (Hendrich et al., 2001). Les doubles invalidations Mecp?2 et Mbd2 ne donnent
aucune aggravation des phénotypes, laissant supposer que ces protéines ne partagent pas les mémes

fonctions (Guy et al., 2001;Martin, I et al., 2009).

Ainsi, il semble que les protéines 8 MBD possedent des spécificités tissulaires et fonctionnelles
méme si certains phénomenes de redondance ne peuvent étre exclus. Dans ce cadre, il doit exister
un ensemble de cibles aspécifiques ou plusieurs protéines peuvent étre retrouvées et de cibles

spécifiques d’une protéine a MBD.
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5.2.2- UNE SEULE ET UNIQUE PROTEINE A MBD POUR UN LOCUS SPECIFIQUE

Des approches genes candidats mais aussi des approches globales démontrent une régulation
spécifique de certaines cibles par une protéine a MBD particuliere (Bakker et al., 2002;Auriol et al.,

2005;Lopez-Serra et al., 2006).

Bakker et al. démontrent par ChIP que, dans les cancers hépato-cellulaires humains, le
promoteur de GSTPI est hyperméthylé et que seule la protéine MBD2 vient se fixer sur ce
promoteur afin d’initier la répression de ce géne (Bakker ef al., 2002). De méme d’autres genes
suppresseurs de tumeurs voient leurs promoteurs hyperméthylés occupés par une unique protéine a
MBD. De nombreux exemples sont donnés par I’étude de Lopez-Serra et al. (Lopez-Serra et al.,
2006). Parmi ceux-ci, MBD1 se fixe spécifiquement sur le promoteur de p/6 dans les cellules

H1299 et le promoteur de RASSF 1A dans les cellules MCF7.

De plus, MBD2 lie le promoteur BRCAI-NBR2 et en absence de cette protéine aucune autre

protéine 8 MBD ne vient la remplacer sur ce site (Auriol et al., 2005).

En définitive, la liaison d’une seule protéine a MBD sur un locus révele qu’il existe des
spécificités de cibles pour ces protéines répressives. Ne possédant aucune spécificité de séquence
apparente (du moins connue a ce jour), deux hypothéses ont été émises pour expliquer ce
phénomene, en particulier les concentrations relatives des protéines a MBD et I’existence de

facteurs de ciblage.

5.3- COMMENT EXPLIQUER LES SPECIFICITES DE CIBLES ?

5.3.1- EFFETS DE CONCENTRATION

Il a été suggéré que les quantités intracellulaires des protéines a MBD étaient inférieures au
nombre de CpG méthylés (Bird and Wolffe, 1999). Les concentrations relatives de ces protéines
pourraient donc étre un facteur important pour leur fixation a certaines séquences. Toutes les
protéines a MBD sont ubiquitaires dans les cellules somatiques avec cependant une différence de
distribution selon les tissus et les observations réalisées dans les souris invalidées pour les protéines
a MBD pourraient étre en faveur d’une telle théorie. En effet, MeCP2 est le répresseur le plus

abondant dans le syst¢eme nerveux central et son invalidation conduit & un phénotype sévere, qui
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semble strictement 1i¢ a la fonction nerveuse (Meehan ef al., 1992;Ng et al., 1999;Guy et al.,

2001;Chen et al., 2001).

Toutefois, les effets de concentrations ne suffisent pas a expliquer toutes les spécificités de
cibles. Comme il I’a été dit précédemment, les cellules cancéreuses tendraient a utiliser une protéine
a MBD particuliere mais indépendamment des concentrations intracellulaires de chacune (Ballestar
et al., 2003;Lopez-Serra et al., 2006). De plus, une étude réalisée par notre équipe a montré que
dans des cellules HeLa déficientes en MBD2, la protéine MeCP2 ne se fixe pas au promoteur
BRCAI-NBR? cible du répresseur MBD2 (Auriol et al., 2005). D¢s lors, 1’abondance relative des
protéines a MBD ne peuvent expliquer a elle seule la fixation exclusive d’une protéine a MBD a un
gene spécifique. Ce fut la premicere démonstration de 1’existence d’une réelle spécificité d’une
protéine a MBD pour une région génomique, allant dans le sens de la théorie « un géne - une
protéine a MBD ». Néanmoins, il est a noter qu’une surexpression exogeéne de Mecp2, a des
concentrations non physiologiques, dans les ces cellules HeLa n’exprimant plus MBD2, entraine
(force) sa liaison a la région BRCAI-NBR2 (Auriol et al., 2005). Ainsi, I’environnement dans lequel
se trouvent les protéines a MBD peut influencer leur fixation. Des facteurs nucléaires pourraient

ainsi diriger les protéines a MBD sur des cibles spécifiques.

5.3.2- FACTEURS DE CIBLAGE

Plusieurs études montrent que les protéines a MBD peuvent interagir avec des co-répresseurs
spécifiques de séquences. Ces partenaires pourraient donc « guider » les protéines a MBD sur

certaines cibles.

Ainsi, par double hybride et co-immunoprécipitation, la protéine MiZF a été identifiée comme
partenaire de MBD2 (Sekimata ef al., 2001). L’association de la protéine MBD2 a ce facteur
augmenterait ses capacités répressives HDAC-dépendantes dans un systtme GAL-4. Par ailleurs,
une co-localisation partielle des deux protéines est observée dans des cellules COS7 (Sekimata et
al., 2001). MiZF reconnait, via ses motifs en doigt de zinc, une séquence consensus CGGAC
notamment présente dans le promoteur du gene du rétinoblastome (Rb). Par cette liaison spécifique
MiZF réprime I’expression du géne Rb (Sekimata and Homma, 2004). Néanmoins, la possible
implication du répresseur MBD2 dans ce processus de répression ainsi que le recrutement de ce

dernier par MiZF a proximité de ces séquences consensus reste a vérifier.
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De méme, des facteurs de transcription possédant des sites de liaison spécifiques peuvent
s’associer aux protéines a MBD. Ainsi, la protéine GATA-1 peut se fixer spécifiquement sur le
locus GATA-2 et pourrait participer au recrutement du complexe MeCP1 Des expériences de
spectrométrie de masse et d’immunoprécipitation ont montré une association entre ce facteur de
transcription et ce complexe HDAC contenant MBD2. De plus, des expériences de ChIP ont
confirmés in vivo, dans des cellules MEL, leur co-localisation sur le promoteur GA7A4-2 (Rodriguez
et al., 2005). De la méme facon, une association entre le facteur de transcription PU.1, MeCP2 et le
complexe mSin3A-HDAC sur le géne de la fglobine a été démontré par Suzuki ef al. (Suzuki et
al., 2003).

Enfin, les siRNA, qui s’hybrident avec leurs cibles complémentaires semblent aussi étre des
partenaires des protéines a MBD. En effet, les protéines MBD2 et MeCP2 présentent une région
riche en arginines et glycines donc sont susceptibles d’interagir avec I’ARN. Aprés incubation
d’ARN messager avec les protéines a MBD purifiées, Jeffery et al. (Jeffery and Nakielny, 2004)
montrent qu'un complexe protéine-ARN ou -ribo-nucléo protéiques (RNP) s’est formé. De méme,

les protéines 8 MBD sont capables de former un complexe RNP avec les siRNA.

Ainsi, les associations des protéines a MBD a des co-facteurs, facteurs de transcription et
siRNA de ciblage pourraient étre a I’origine de leur ciblage et participeraient a leur spécificité de

cibles. En revanche, I’implication de ces interactions dans un tel ciblage reste a vérifier.

5.4- BILAN DE SPECIFICITE

Il semble qu’une collaboration existe entre les répresseurs @ MBD pour une régulation globale
de la transcription, sans doute majoritairement au niveau des foyers d’hétérochromatine
constitutive, avec lesquels ils co-localisent pour abaisser 1’expression basale de rétroéléments et
compacter la chromatine. Mais ceci n’exclut pas une régulation spécifique de certains génes de
I’euchromatine, propre a chaque protéine a MBD, a I’image de chaque facteur de transcription. Le
recrutement de ces protéines sur leurs séquences cibles serait alors du a la combinaison complexe
de spécificité de séquences, d’effets de concentration intracellulaire d’une protéine a MBD par
rapport a une autre et d’intervention de facteurs nucléaires. De plus, la redondance des protéines a

MBD ou leurs spécificités semblent dépendantes du tissu et du géne considérés.
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6- CONCLUSION

L’implication des protéines a MBD - MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 et MBD4 - dans
I’établissement et le maintien de la répression transcriptionnelle des séquences méthylées, dans la
conservation du profil de méthylation de ’ADN, ou dans I’intégrit¢ du génome, a permis de

déterminer un lien entre ces protéines et la cancérogenése.

Le role de ces protéines dans la répression transcriptionnelle est aujourd’hui clairement établi.
Ces protéines ont la capacité de réguler I’expression des genes principalement via le recrutement sur
les séquences méthylées de complexes affectant la structure chromatinienne. Dans les cellules
tumorales, les protéines a MBD sont retrouvées sur les ilots de CpG hyperméthylés. Elles
participent ainsi a la répression transcriptionnelle de geénes suppresseurs de tumeurs, de genes

impliqués dans la réparation de I’ADN et de génes impliqués dans les processus métastasiques.

L’implication des protéines 8 MBD dans le maintien des profils de méthylation et de répression
a également été déterminée par des associations entre les protéines a MBD et DNMT1 ou HMT au
niveau des fourches de réplication pendant la phase S. En conséquence, les altérations de
I’expression des génes codant les protéines a MBD décrites dans plusieurs cancers pourraient alors
engendrer des modifications des profils de méthylation telle I’hyperméthylation dans les cellules

cancéreuses.

L’inactivation ou D’altération de 1’expression des genes codant les protéines MBD1 et MBD4
impliquées dans la réparation de ’ADN est une cause d’hypermutabilit¢ qui influence la
progression tumorale. Cette inactivation ou altération pour MBD1 est aussi responsable de la levée
de la répression de certains genes. Ainsi 1’expression ectopique d’oncogenes ou de rétroéléments

entraine des processus de cancérogenese et une instabilité génomique.

Ces protéines ont donc des fonctions régulatrices majeures, qui altérées, auraient un réle dans la

cancérogenese.

A T’heure actuelle, les données disponibles pour comprendre le lien entre les cing protéines a

MBD et la cancérogenese ont ouvert de nouveaux horizons thérapeutiques.
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De nombreuses ¢tudes ont mis en évidence le role central de MBD2 dans la cancérogenese. En
effet, elle serait impliquée dans la répression transcriptionnelle de nombreux geénes a ilot de CpG
hyperméthylés dans les cancers, dans 1’établissement de I’hyperméthylation des cellules
cancéreuses, et dans la progression tumorale.

Des expériences d’ARN interférence anti-MBD2 ont montré la réactivation de genes
suppresseurs de tumeur a ilots de CpG hyperméthylés dans des lignées cellulaires cancéreuses. De
plus, une régression tumorale a été observée par I’inactivation de MBD2 par ARN anti-sens in vitro
comme in vivo.

Ces résultats suggerent donc qu’il serait possible, dans certains cas, de réduire ou bloquer la
prolifération tumorale par I’inhibition de MBD2. Il serait donc important de préciser les

mécanismes en jeu dans ces modeles.
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OBJECTIFS DE TRAVAIL

Les connaissances acquises ces dernicres années dans le domaine de 1’oncologie indiquent que
les différents types de cancers résultent d’un déséquilibre entre division cellulaire (mitose),
différenciation cellulaire et mort cellulaire programmée (apoptose). L’altération de cet équilibre
est liée en partie a I’inactivation par hyperméthylation de nombreux génes suppresseurs de
tumeurs, montrant ainsi le réle prépondérant joué par les modifications épigénétiques. De plus, la
possibilité de réactivation de ces genes, dans les cellules en culture, par une inhibition de la
méthylation, laisse supposer que I’on pourrait agir sur les cancers par ce processus (Issa et al.,
1997).

De nombreux essais thérapeutiques sont actuellement en cours pour évaluer les possibilités de
traitements via des agents hypométhylants comme la 5-aza-2’-desoxycytidine (décitabine).
Toutefois I’inhibition globale et non ciblée de la méthylation par ces drogues serait un facteur
d’instabilité chromosomique (Gaudet et al., 2003). Alternativement, 1’inactivation ciblée des
répresseurs a domaine liant les CpG méthylés pourrait conduire a une levée plus sélective de la
répression (Auriol et al., 2005;Lopez-Serra ef al., 2008). En effet, a I'intérieur de cette famille de
protéines, trois d’entre elles, MeCP2, MBD1 et MBD2, sont directement responsables de la
répression transcriptionnelle méthylation-dépendante et il apparait, qu’au moins pour certains loci,
que I’hypothése un gene - une protéine a8 MBD soit vérifiée (Auriol et al., 2005;Lopez-Serra et al.,
2006). Par ailleurs, il a ét¢ montré que l’invalidation de Mbd2, chez la souris, conduit a un
ralentissement du développement tumoral (Sansom et al., 2003;Campbell et al., 2004) et n’accélere
pas le développement des lymphomes des souris p53” ou p53”" contrairement & ce qui est observé

lors d’une baisse du taux de méthylation de I’ADN (Sansom ef al., 2005).

Afin d’évaluer si chaque protéine a MBD présente un profil de liaison spécifique et si cette
propriété peut étre exploitée dans le cadre de traitements anti-cancéreux, j’ai centré mon étude sur
deux axes :

= d’une part, analyser et définir les patrons de fixation de ces répresseurs sur les
genes impliqués dans les cancers,

= d’autre part, étudier leur capacité a controler I’expression génique.
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Ainsi, l'objectif de ma thése a été d’identifier et de caractériser les répresseurs méthylation-
dépendants spécifiques de geénes éteints dans les cancers. Pour cela, nous avons réalisé une
approche géne candidat et une approche globale permettant d’analyser sur puces promoteurs 25,500

genes, en utilisant les cellules humaines HeLa dérivées de carcinome utérin, comme modele initial.
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Résultats - Article 1

ARTICLE 1
MBD2 SE FIXE ET REPRIME DIRECTEMENT ET SPECIFIQUEMENT

LE GENE H#7TFER TTHYPERMETHYLE DANS LES CELLULES CANCEREUSES

Afin d’étudier la spécificité des protéines a MBD pour des geénes cibles, nous nous sommes
intéressés a 1’étude d’un locus partiellement méthylé : celui du géne codant la sous-unité catalytique

de I’holoenzyme télomérase humaine (hTERT).

Cette étude a été effectuée dans le cadre d’une collaboration avec 1’équipe du Dr Jean Benhattar

de I’Institut Universitaire de Pathologie de Lausanne en Suisse.

1- INTRODUCTION

Le géne hTERT possede un rdle physiologique important au cours de la cancérogenese. En effet,
ce gene code pour la sous-unité¢ catalytique de I’holoenzyme télomérase humaine, enzyme
impliquée dans le maintien de la taille des télomeres. Dans la plupart des cellules somatiques, le
raccourcissement des télomeres est un événement clé de la sénescence réplicative. La réexpression
de hTERT, observée dans 85% des cellules cancéreuses (Kim et al., 1994), entraine les cellules vers
la prolifération continue encore appelée immortalité réplicative. L’étude des mécanismes de
régulation de D’expression du géne ATERT s’inscrit donc dans la compréhension des

mécanismes de ’immortalisation cellulaire.

Plusieurs activateurs et répresseurs de ce gene ont été identifiés, et I’hyperméthylation de son
ilot de CpG dans les cancers laisse supposer une régulation méthylation-dépendante de son
expression (Guilleret and Benhattar, 2004). Dans les cellules cancéreuses télomérase-positives,
I’hyperméthylation de I’flot de CpG du géne ATERT joue un role complexe mais essentiel dans la
régulation de ’expression de ce géne. En effet, paradoxalement I’hyperméthylation de cet ilot de
CpG est nécessaire pour 1’expression du gene hTERT. Cette méthylation empéche la fixation de

facteurs de répression, tel que CTCF (Renaud et al., 2007). Toutefois elle doit étre partielle au
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niveau d’une région (de -165 a -80 pb a partir du site d’initiation de la transcription) comprise dans
le promoteur minimal pour permettre une expression basale du gene ATERT (Guilleret and
Benhattar, 2004;Zinn et al., 2007;Renaud et al., 2007). Pour approfondir nos connaissances sur
les mécanismes épigénétiques qui controlent I’expression du géne hTERT dans les cellules
cancéreuses, nous avons recherché I’implication potentielle des protéines a MBD dans ce

processus.

2- RESULTATS

Dans les cellules humaines HeLa, issues d’un cancer du col de I’utérus, des expériences
d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP) ont montré une fixation exclusive de la protéine
MBD2 au promoteur hyperméthylé du gene ATERT. Par ailleurs, I’absence en protéine MBD?2,
induite par I’expression constitutive d’un transgeéne codant pour des ARN interférents ciblant
I’ARNm MBD?2 (siRNA MBD?2), n’est pas compensée par la fixation d’autres répresseurs a MBD,
MBDI1 et MeCP2, sur la zone promotrice hyperméthylée #TERT. Ces données montrent donc que la
fixation exclusive de la protéine MBD2 au promoteur hyperméthylé du géne hTERT est le
reflet d’une réelle spécificité de ce répresseur pour cette région. De plus, les résultats obtenus
par ChIP-on-chip indiquent que la fixation de la protéine MBD2 n’est pas seulement restreinte a la

région promotrice hyperméthylée mais recouvre les 2,6 Kb de I’ilot de CpG du gene hTERT.

En outre, dans les cellules HeLa, une forte diminution en protéine MBD2 (~90%), induite par
interférence a I’ARN transitoire ou constitutive, conduit a une élévation significative, d’un facteur 2
en moyenne, du taux de transcrits #/TERT. De plus, dans ces cellules HeLa n’exprimant plus la
protéine MBD2, I’expression transitoire d’ADNc Mbd?2 résistant aux siRNA MBD?2 entraine une
baisse statistiquement significative du taux de transcrits #7ERT, ramenant ce taux a celui observé
dans les cellules HeLa. Ces résultats indiquent donc que la protéine MBD2 réprime directement

et spécifiquement le géne hTERT.

La stimulation transcriptionnelle du géne ATERT aprés traitement aux siRNA MBD2 a
¢galement été observée dans d’autres lignées cellulaires dérivées de carcinome mammaire (MCF7),
hépatique (HepG2) et de neuroblastomes (LAN-1). Toutefois, la diminution significative en
protéine MBD2 n’a aucun effet sur I’expression du gene ATERT dans des lignées cellulaires ou

I’1lot de CpG ATERT est non-méthylé. La répression trancriptionnelle du géne ATERT initiée
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par la protéine MBD2 apparait donc étre dépendante du statut de méthylation de I’ilot de

CpG mais indépendante du type cellulaire.

Ainsi, la protéine MBD2 semble étre un répresseur spécifique du géene ZTERT dans les

cellules cancéreuses #”TERT-méthylées télomérase-positives.

3- CONCLUSION

Lors de cette étude, nous avons donc pu identifier un nouveau régulateur négatif de la
transcription du géne hTERT : le répresseur méthylation-dépendant MBD2. La protéine MBD2 se
fixe et réprime directement et spécifiquement le géne ATERT hyperméthylé dans les cellules

cancéreuses télomérase-positives.

I1 est toutefois a noter que dans ce contexte la protéine MBD2 semble plus étre un facteur
limitant qu’un répresseur transcriptionnel strict. En effet, le répresseur MBD2 permettrait, en se
liant aux séquences hyperméthylées entourant la région promotrice non-méthylée, de limiter le

niveau d’expression du gene hTERT.

Ce travail a par conséquent apporté des éléments de réponse concernant les mécanismes
épigénétiques qui contrdlent 1’expression du gene ATERT dans les cellules cancéreuses. Ces
¢léments sont importants lorsque 1’on sait que I’expression du géne ATERT est un pré-requis pour

I’immortalisation cellulaire.
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Human telomerase reverse transcriptase (RTERT) is expressed in
most cancer cells. Paradoxically, its promoter is embedded in
a hypermethylated CpG island. A short region escapes to this
alteration, allowing a basal level of transcription. However, the
methylation of adjacent regions may play a role in the mainte-
nance of low hTERT expression. It is now well established that
methyl-CpG binding domain proteins mediate the transcriptional
silencing of hypermethylated genes. The potential involvement of
these proteins in the control of #TERT expression was firstly in-
vestigated in HeLa cells. Chromatin immunoprecipitation assays
showed that only methyl-CpG-binding domain protein 2 (MBD2)
associated the hypermethylated A”TERT promoter. In MBD2 knock-
down HeLa cells, constitutively depleted in MBD2, neither methyl
CpG binding protein 2 (MeCP2) nor MBD1 acted as substitutes for
MBD2. MBD2 depletion by transient or constitutive RNA interfer-
ence led to an upregulation of ZTERT transcription that can be
downregulated by expressing mouse Mbd2 protein. Qur results
indicate that MBD2 is specifically and directly involved in the tran-
scriptional repression of ”TERT in HeLa cells. This specific tran-
scriptional repression was also observed in breast, liver and
neuroblastoma cancer cell lines. Thus, MBD2 seems to be a general
repressor of hTERT in hTERT-methylated telomerase-positive cells.

Introduction

An increasing body of evidences indicate that the alterations of DNA
methylation patterns are a characteristic of cancer cells (1). Generally,
global reduction of DNA methylation level is associated with localized
hypermethylation (1). Specifically, an aberrant hypermethylation of
CpG islands at the 5’ end of tumor suppressor genes, leading to tran-
scriptional repression, has been described both in cancer cell lines and
tumor tissues (2,3).

In human epithelial and fibroblast cells, telomere shortening is
a key event in replicative senescence. In >85% of cancer cells, telo-
mere length is maintained through telomerase holoenzyme activity
(4.5). Although germ cells and stem cells also exhibit high telomerase
activity (4), in normal somatic cells, the catalytic subunit of the telo-
merase [human telomerase reverse transcriptase (hTERT)] is si-
lenced, leading to a limited life span (6). The regulation of hTERT
transcription has been extensively investigated and several inductors
and repressors have been identified, including c-Myc, Sp1, hALP, Hif-1,
Mbi-1, USF1/2, estrogen response element, p53, Madl, myeloid-

Abbreviations: ChIP, chromatin immunoprecipitation; hTERT, human telo-
merase reverse transcriptase; KD, knockdown; MBD, methyl-CpG-binding
domain; mRNA, messenger RNA; nt, nucleotide; PCR, polymerase chain
reaction; RT, reverse transcription.
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specific zinc finger protein 2, transforming growth factor-f, Wilms’
Tumor 1 and CTCF (7-9). In addition, the h”TERT promoter region is
embedded in a large CpG island spanning nucleotides (nt) —1100 to
+1500 from the transcription start site, suggesting that transcription
of the gene might be regulated by DNA methylation.

The first studies examining the methylation status of the "”TERT CpG
island had led to a paradox. In normal somatic cells, this CpG island
was found unmethylated while the gene was transcriptionally silent.
However, in most of cancer cells, this region was aberrantly methylated,
whereas telomerase activities and h/TERT messenger RNAs (mRNAs)
were unambiguously detected (10-13). This paradox was recently
solved. hTERT methylation prevents the binding of negatively acting
transcription factors such as CTCF inhibitor (9), and a partial hypome-
thylation of the h”TERT promoter region can result in some level of
transcriptional activity (14). In several cancer cell lines and tumor
tissues, careful analysis of hTERT methylation patterns has shown
that a short region of the CpG island (positions nt —165 to nt —80) is
unmethylated or slightly methylated despite highly methylated border
regions (14). This unmethylated region is located in the hTERT core
promoter (positions nt —279 to nt +5) (15), and chromatin immuno-
precipitation (ChIP) assays have shown that active chromatin marks are
associated with this unmethylated region (16). Moreover, studies using
plasmid expression vectors and patch methylation techniques indicate
that the A”TERT core promoter does not show any activity when all CpG
sites are methylated (17). In contrast, the selective demethylation of
a small region upstream the transcription start site significantly activates
the A”TERT promoter in a reporter plasmid. Nevertheless, the activity of
the promoter under these conditions is significantly lower than when
using the unmethylated core promoter. In this condition, h/TERT does
not provide a real exception to the general model of gene silencing by
promoter methylation and the hypermethylation around the unmethy-
lated region seems to play a major role in the reduction of hTERT
transcriptional activity. Indeed, in telomerase-positive cancer cells, only
0.2-6 mRNA molecules per cell can be detected (18,19), suggesting
that the transcriptional activity of the hTERT promoter is limited by
cellular factors since high transcription rates are induced when the
unmethylated promoter is used in plasmid expression vectors (14).

Transcriptional repression mediated by CpG methylation often in-
volves methyl-CpG-binding domain (MBD) proteins. The five MBD
proteins identified to date, methyl CpG binding protein 2 (MeCP2),
MBDI1, MBD2, MBD3 and MBD4, share a highly conserved MBD.
With the exception of MBD4, which is primarily a thymine glycosy-
lase involved in DNA repair (20), all MBD proteins are involved in the
transcriptional repression mediated by DNA methylation. It has now
been well established that MeCP2, MBD1 and MBD?2 bind to meth-
ylated DNA and recruit different histone deacetylase complexes and
histone methyl transferases, belonging to the chromatin remodeling
complexes that control chromatin compaction and induce gene silenc-
ing (21-23). MBD3 lacks a functional MBD but is an integral subunit
of histone deacetylase complex the Mi2-NuRD complex that is re-
cruited through MBD2 (24,25).

These data have prompted us to investigate whether MBD proteins
are involved in the repression of ATERT expression when hyperme-
thylated in telomerase-positive cells.

Materials and methods

Cell culture

Five human tumor cell lines, HelLa (cervical adenocarcinoma), MCF7 (breast
adenocarcinoma), HepG2 (hepatocellular carcinoma), LAN-1 (neuroblastoma)
and NCCIT (teratocarcinoma) and a normal human embryonic lung fibroblast
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cell line, MRCS, were used in this study. Cells were obtained from the American
Type Culture Collection (Rockville, MD), except for LAN-1, and grown in the
medium recommended at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere.

ChIP assays

ChIP was done as described previously (26). Cross-linked chromatin was im-
munoprecipitated using 15 pl of two different polyclonal anti-MBD2 antibodies
(kindly provided by Dr P.Wade and Dr E.Ballestar) or 20 pl of polyclonal anti-
MeCP2 (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY), anti-MBD1 (Abcam, Paris,
France) antibodies or anti-mouse IgG (Dakocytomation, Trappes, France).

Purified DNAs obtained from the input, unbound and bound fractions were
quantified by densitometry using the VersaFluor™ Fluorometer (Bio-rad, Ivry,
France) and RiboGreen reagent (Molecular Probes, Interchim, Montlugon,
France).

Polymerase chain reaction (PCR) analysis was then performed to assess the
binding of MBD proteins to the ATERT core promoter. An equal quantity
(0.4 ng) of each DNA fraction was amplified by dose-dependent PCR (supple-
mentary Figure S1 is available at Carcinogenesis Online) using HotStar Taq
polymerase Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France), 5% of dimethyl sulfoxide and
0.5 uM of primers spanning a region from nt —296 to nt —84 of h"TERT (hTERT
ChIP, see supplementary Table S1 available at Carcinogenesis Online). The
thermal cycler program was 37 cycles of 94°C for 30 s, 65°C for 60 s and 72°C
for 90s. PCR products were analyzed on a 2% agarose gel containing 1 pg/ml
ethidium bromide and were quantified by densitometry using a Fluor’s fluo-
rimeter and Quantity One software (Bio-rad).

ChIP-on-chip

For ChlIP-on-chip analysis, the specific protein-DNA complexes were ob-
tained from independent immunoprecipitations using two different polyclonal
anti-MBD?2 antibodies (kindly provided by Dr P.Wade and Dr E.Ballestar). The
ChIP DNAs from the input and bound fractions were amplified, labeled and
hybridized on microarrays by ProfileXpert service according to Affymetrix™
protocols. Briefly, the ChIP DNA was amplified by ligation-mediated PCR. To
test for enrichment of MBD2-bound sites, PCR amplification of NBR2 (26) and
pS2 promoters was performed on each ChIP samples before and after ampli-
fication. The amplified DNAs were then labeled using the GeneChip® WT
Double-Stranded DNA Terminal Labelling Kit and hybridized to the human
tiling arrays (Human Promoter 1.0R Arrays), which were then washed and
scanned. Raw data from the scans were analyzed using Affymetrix® Tiling
Analysis Software and the results were viewed in Affymetrix’ Integrated
Genome Browser Software.

DNA methylation analysis

Bisulfite sequencing used to determine the CpG methylation pattern of "”TERT
promoter and proximal exonic region was performed as described previously
(12,14). Briefly, bisulfite-modified genomic DNA was amplified by two primer
sets [P1, positions nt —442 to nt —219 (12) and P2, positions nt —206 to nt
+108 (14)] to analyze a region from nt —442 to nt +108 from the transcription
start site of A”TERT. PCR amplifications were accomplished using the master
mix (Promega, Madison, WI), with the following conditions: 40 cycles of 94°C
for 30 s, 54°C (P1) or 57°C (P2) for 45 s and 72°C for 50 s. DNA methylation
status was then established by a direct sequencing of PCR products or by
a sequencing of cloned PCR products. For the last procedure, PCR products
were cloned into the pGEM-T vector using the pGEM-T vector system II (Prom-
ega). After transformation of JM109 Escherichia coli competent cells (Promega),
plasmid DNA was extracted from clones with the QIAprep Spin Miniprep
Kit (Qiagen). Each clone was sequenced with the M13 forward primer
(5'-GTAAAACGACGGCCAG-3"), using a Big Dye Terminator Cycle Sequenc-
ing Kit and an ABI Prism 3100 sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Transient transfection

siRNA duplexes for MBD2 (sense: 5'-GGAGGAAGUGUACCGAAAATT-3’
and antisense: 5'-UUUUCGGAUCACUUCCUCCTT-3"; Eurogentec, Seraing,
Belgium); non-specific small interfering RNA (siRNA) control (Eurogentec);
pRev-Mbd2 (kindly provided by Dr A.Bird) (26) and pGL3 basic (Promega)
were transfected in cell lines using lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad,
CA) according to the manufacturer’s recommendations. Briefly, cells were
seeded at 2 x 10° cells per well in six-well plates and grown to 50-60%
confluence on the day of transfection. All transfections were done in Opti-
MEM medium (Invitrogen) with 625 nM of MBD2 siRNA or 1 pg of Mbd2
expression plasmid. Lipofectamine 2000 complexes were incubated for 4-5 h.
The medium was then removed and replaced with fresh medium. Cells were
grown and harvested at various time after the transfection.

RNA extraction and reverse transcription—PCR analysis

Total RNA was extracted from cells using the RNeasy Mini Kit (Qiagen). After
extraction, the integrity of total RNA was examined on a 1.2% agarose gel
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containing 1 pg/ml ethidium bromide and quantified by densitometry using
a Fluor’s fluorimeter and Quantity One software (Bio-rad) by comparison with
serial dilutions of a standard RNA (Roche Molecular Biochemicals, Maylan,
France).

MBD2 mRNA was quantified by competitive quantitative reverse transcrip-
tion (RT)-PCR as described previously (27). hTERT mRNA levels were mon-
itored by relative RT-PCR using One Step RT-PCR kit (Qiagen) and 0.1 pg of
total RNA. Cycling parameters were 50°C for 30 min followed by 95°C for
15 min and then 32 cycles of 94°C for 30 s, 55°C for 60 s and 72°C for 90 s.
KhTERT transcripts were co-amplified with PBGD transcripts used as internal
controls (for primers ATERT RT-PCR and PBGD RT-PCR, see supplementary
Table S1 available at Carcinogenesis Online). PCR products were analyzed on
a 2% agarose gel containing 1 pg/ml ethidium bromide and quantified by
densitometry. The ratio between hTERT and PBGD signals was determined.
To quantify more precisely h”TERT mRNA, real-time RT-PCR was also carried
out on a Rotorgene 6000 cycler (Corbett Research, Sydney, Australia) using
C. therm. Polymerase One-Step RT-PCR System (Roche Molecular Biochem-
icals, Maylan, France). Each reaction mixture included 50 ng of template RNA,
250 nM of FAM-labeled probe (see supplementary Table S1 available at
Carcinogenesis Online) and 500 nM of primers specific for A”TERT (hTERT
RT-PCR Q, see supplementary Table S1 available at Carcinogenesis Online).
Cycling parameters were 60°C for 30 min followed by 95°C for 5 min and then
45 cycles at 95°C for 15 s and 60°C for 60 s. f-Actin mRNA levels were used to
normalize h”TERT expression. The relative level of each mRNA was calculated on
the basis of two standard curves using the relative quantification method.

Results

hTERT hypermethylated CpG island is selectively associated with
MBD?2 in HelLa cells

To explore the potential involvement of MBD proteins in hTERT
regulation, we have chosen cervical cancer cell line HeLa, as a first
model. In these telomerase-positive tumor cells, as was shown in our
earlier studies, the hTERT core promoter is also regionally hyperme-
thylated (17) and might be a target of MBD proteins.

To address this issue, ChIP assays were performed using antibodies
directed against MeCP2, MBD1 and MBD2. As a control, the frac-
tions immunoprecipitated with a non-MBD protein-specific antibody
(anti-mouse IgG) were also analyzed. The relative amounts of A”TERT
core promoter were determined by a dose-dependent PCR assay (sup-
plementary Figure S1 available at Carcinogenesis Online) using a con-
stant amount of DNA from each fractionation process: input, unbound
and bound fractions. Representative data from at least three indepen-
dent experiments are shown in Figure 1A. A strong enrichment in
hTERT promoter was observed in the fraction immunoprecipitated
by anti-MBD2 antibodies when compared with input or non-retained
fractions (Figure 1A ‘input’, ‘unbound’ and ‘IgG’). Since dose-
dependent PCR assays were performed with a constant amount of
DNA, these data strongly suggest that MBD?2 is associated with the
methylated region of the A”TERT promoter. In contrast, analysis of the
fractions immunoprecipitated by anti-MeCP2 or anti-MBD1 antibod-
ies showed that these fractions were depleted in h”TERT DNA (Figure
1A), indicating that these two proteins are not bound to hTERT pro-
moter in HeLa cells. Furthermore, the depletion in A/TERT DNA ob-
served in the fractions bound by anti-MeCP2 and anti-MBD1
antibodies suggests that these two proteins are probably linked to
other chromatin domains in HeLa cells.

Taken together, these data strongly suggest that the methylated
regions adjacent to the unmethylated region of the h”TERT core pro-
moter are selectively associated with MBD2.

Recently, we have developed high-throughput analyses of MBD2-
binding pattern using a ChIP-on-chip approach (A. Chatagnon,
L. Perriaud, J. Lachuer and R. Dante, in preparation). DNAs obtained
from the chromatin immunoprecipitated by anti-MBD2 antibodies
were hybridized to Affymetrix Human Promoter 1.0R Array. On this
chip, 25 500 human promoter regions tiled at 35 bp resolution are
representing. Each promoter region covers ~7.5 kb upstream through
2.45 kb downstream of 5' transcription start site and for 1300 cancer-
associated genes, additional 2.45 kb are also represented. Data
obtained from two independent experiments performed with two dif-
ferent anti-MBD?2 antibodies indicated that MBD2 not only bound the
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Fig. 1. MBD2 specifically binds the hypermethylated region of the h”TERT
promoter in HeLa cells. (A) ChIP analysis of MBD proteins binding to the
hypermethylated region of the A”TERT promoter (positions nt —296 to nt —84
from the ATG translational start site) in HeLa cells. Cross-linked chromatin
was immunoprecipitated using anti-MeCP2, anti-MBD1 and anti-MBD2
antibodies or anti-mouse IgG. The relative amounts of A”TERT core promoter
were determined by a dose-dependent PCR assay using a constant amount of
DNA from each step of the fractionation process: input, unbound and bound
fractions. The intensities of the bands corresponding to representative PCR
products amplified from the input, unbound and bound fractions are shown.
(B) Genomic bisulfite sequencing profiles of A”TERT promoter and proximal
exonic region in wild-type HeLLa and MBD2 KD HeLa cells. A 550 bp region
(positions nt —442 to nt +108) of the h”TERT CpG island is presented on

a schematic map. White dotted box, core promoter; black arrows,
transcription start sites. Bisulfite-sequencing status of ”TERT promoter and
proximal exonic region is shown (number of analyzed clones for each cell
line, n = 10). Each line represents a single-DNA template molecule. Filled
and open squares, respectively, represent methylated and unmethylated
CpGs. Sequencing was performed from two different regions that do not
overlap (see Materials and Methods), leading to unanalyzed CpGs, barred
squares. The slightly methylated region (positions nt —165 to nt —80) is
framed. (C) MeCP2 and MBD1 do not compensate for MBD2 depletion at
the h”TERT promoter in MBD2 KD HeLa cells. Representative examples of
ChIP assays performed in MBD2 KD HeLa cells are presented.

hypermethylated region of the h”TERT core promoter but also covered
all the hypermethylated h/TERT CpG island (Figure 2A). As a control,
results obtained for a previously identified MBD2-free hypermethy-
lated promoter (28), PARVG, are also shown on Figure 2B. As ex-
pected, no MBD2-positive signal was observed along this
hypermethylated promoter (Figure 2B).

The hypermethylated hTERT promoter remains free of MBD proteins
in MBD2-depleted cells

In HeLa cells, among the MBD transcripts, MBD2 mRNAs are the
most abundant (27), suggesting that the selective binding of MBD2 to
hTERT promoter might be due to its prominent expression. Thus, we
investigated h/TERT promoter occupancy in a HeLa clone cell line
[MBD2 knockdown (KD) HeLa cells] constitutively depleted in
MBD2 by a transgene expressing a siRNA targeting the mRNA cod-
ing for this protein (26).

Quantitative competitive RT-PCR assays indicated that 89-96%
MBD2 mRNA depletion was obtained and maintained over many
passages in MBD2 KD HeLa cells. This low level of MBD?2 transcripts
was correlated with a very low level of MBD2 protein, which was
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almost undetectable in western blot experiments (26). In addition,
neither the amounts of MeCP2 and MBD1 transcripts nor the amounts
of the corresponding proteins were altered by MBD2 depletion (data
not shown).

As MBD?2 belongs to the DNA methylation machinery, a prolonged
MBD2 depletion might alter DNA methylation patterns. Therefore, the
DNA methylation patterns of the A”TERT promoter were determined in
MBD2 KD HelL a cells. DNA extracted from the cell lines was modified
and amplified by PCR with primers specifically designed to amplify
bisulfite-modified DNA sequence of the h”TERT promoter and proximal
exonic region. PCR fragments were cloned and sequenced. The anal-
ysis of 10 clones from wild-type HeLa cells and MBD2 KD HeLa cells
indicated that over the hypermethylated A”TERT promoter and proximal
exonic region, a small sequence (positions nt —165 to nt —80), corre-
sponding to a part of the ”TERT core promoter, was hypomethylated in
the two cell lines analyzed (Figure 1B). Indeed, this region exhibit
a low level of methylation (~30%) but no significant difference was
observed between wild-type HeLa cells and HeLa cells depleted in
MBD2. Thus, the methylation patterns of the ATERT promoter in
MBD?2 KD HeLa cells were not altered by the absence of MBD2.

As expected, in HeLa cells depleted in MBD2 proteins, ChIP assays
indicated that MBD2 was no longer detected at the hypermethylated
region of the hTERT core promoter (Figure 1C). Furthermore, this
region seemed to remain free of MBD proteins since the immunopre-
cipitated fractions are depleted in the methylated h'TERT promoter
when anti-MeCP2 or anti-MBD1 antibodies were used in ChIP ex-
periments (Figure 1C).

Thus, the hypermethylated region of the h”TERT promoter is specif-
ically targeted by MBD2 in HeLa cells and no redundancy between
MBD2 and MeCP2 or MBD1 was observed at this hypermethylated
region.

MBD?2 depletion enhances hTERT gene transcription in HeLa cells

MBD?2 is a member of the MBD protein family and their methylation-
dependent repressive activities are now well established (29). There-
fore, we investigated the potential involvement of MBD2 in the
repression of the endogenous h/TERT promoter in HeLa cells.

First, we determined the consequence of a transient MBD2 depletion
on the expression of h/TERT in HeLa cells. At 24 h intervals after
MBD2-specific siRNA transfection, RNA was extracted and the levels
of h"TERT and MBD? transcripts determined by RT-PCR assays were
compared with their levels in HeLa cells transfected with a non-specific
siRNA. Quantitative competitive RT-PCR assays (27) indicated that
a reduction of ~90% in MBD2 mRNA level was reached 24 h after
transfection with MBD2 siRNA and maintained >96 h after transfec-
tion (Figure 3A). Western blot analysis also showed a dramatic de-
crease in MBD2 proteins in these cells (data not shown). In HeLa
cells, 48 h after the MBD2 siRNA transfection, an elevation of 1.2-fold
of h”TERT mRNA level was observed when compared with HeLa cells
transfected with a non-specific siRNA. This stimulation increased to
a maximum of 1.9 at 96 h after MBD2 siRNA treatment. The expres-
sion level of hTERT was determined using relative RT-PCR (Figure
3A) and identical results were obtained with real-time RT-PCR for
critical points (Figure 3B). It should be noted that neither the level of
MBD? transcripts nor the level of h'TERT transcripts were altered by
non-specific siRNA transfection when compared with untreated wild-
type HeLa cells (data not shown).

These data suggest that MBD2 actually represses hTERT expres-
sion in HeLa cells.

Stimulation of hTERT transcription in MBD2 KD HeLa cells is
reversed by ectopic expression of Mbd2

The MBD2 KD HelLa cell line offers the opportunity to investigate the
functional control of the specific repression of A”TERT by MBD2. In this
cell line, MBD2 expression can be rescued using pRev-Mbd2, a vector
coding for a mouse Mbd2 RNA containing five silent point mutations
and, therefore, refractory to siRNA-mediated decay (26). We also ob-
served a 2-fold stimulation of hTERT expression in the MBD2 KD
HeLa cells as compared with wild-type HeLa cells (Figure 4). In these
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Fig. 2. ChIP-on-chip analysis of MBD2-binding sites on A”TERT promoter. (A) Array peaks on ATERT promoter of MBD?2 log2 signal ratio (MBD2/input) values are
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cells, the ectopic expression of Mbd2 reduced hTERT transcription to
a level similar to the level observed in wild-type HeLa cells (Figure 4),
suggesting that MBD2 directly represses hTERT expression in Hel.a
cells. In wild-type HeLa cells, the abundance of MBD2 does not seem
to be a limiting factor since the overexpression of MBD2 mediated by
pRev-Mbd2 transfection did not modify h/TERT expression level in cells
containing normal amounts of MBD2 (Figure 4).

Our results demonstrate that MBD2 specifically binds to h”TERT
and represses its expression in HeLa cells.

MBD2 hTERT repression is specifically observed in hTERT-
methylated telomerase-positive cancer cell lines and independent of
the cellular types

Data obtained suggest that MBD2 might be a general repressor of
hTERT transcription in h”TERT-methylated telomerase-positive cells.
In order to address this point, we tested whether the above-mentioned
MBD?2 KD-mediated hTERT stimulation in HeLa cells could be re-
capitulated in other h"TERT-methylated cell lines. A functional study
was undertaken in different cell lines exhibiting characteristic ATERT
DNA methylation patterns: (i) MCF-7, LAN-1 and HepG?2 cells, three
telomerase-positive cancer cell lines showing an hTERT core pro-
moter unmethylated or slightly methylated despite an hypermethy-
lated CpG island (ii) NCCIT cells, an ATERT-unmethylated
telomerase-positive teratocarcinoma cell line and (iii) MRCS5 cells,
an hTERT-unmethylated telomerase-negative normal embryonic cell

line. The hTERT core promoter methylation status of these cell lines
and the corresponding transcript levels are shown in Figure 5. Control
experiments indicated that these cell lines exhibited approximatively
the same level of MBD2 transcripts (4.8 = 2.7 x 10® mRNA mole-
cules per microgram of total RNA), with the exception of NCCIT (7 x
10* mRNA molecules per microgram of total RNA).

As observed in HeLa cells, a significant decrease of MBD?2 tran-
scripts (60-79%) was observed in the different cell lines 96 h after
MBD?2 siRNA transfection. Relative to the transfection with a non-
specific siRNA, a ~2-fold increase in h”TERT mRNA was observed in
all A”TERT-methylated cell lines, LAN-1, MCF7 and HepG?2 cells. In
contrast, MBD2 depletion did not affect A”TERT expression in hTERT-
unmethylated cell lines, NCCIT and MRCS5 cells (Figure 6). Since
MBD?2 does no bind to unmethylated DNA (24,25), these data in-
dicate that A”TERT induction due to MBD2 depletion is not mediated
by an indirect effect.

Taken together, the specific transcriptional repression of h”TERT by
MBD?2 does not seem to be restricted to a particular cancer cell line
since this effect was observed in cervix, breast, liver and neuroblas-
toma cancer cell lines. Thus, MBD2 seems to be a general repressor of
KhTERT in hTERT-methylated telomerase-positive cells.

Discussion

Most (~96%) of the CpG islands are unmethylated in normal cells
(30), whereas hypermethylation of these sequences is a characteristic
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Fig. 5. DNA methylation patterns of ATERT and the corresponding transcript

of cancer cells (1). These aberrant DNA methylation patterns have
been correlated with the transcriptional silencing of genes undergoing
such alterations at their 5’ end CpG islands. The hTERT gene has
provided an interesting exception since a bimodal alteration of the
DNA methylation status of its 5" end CpG island is associated with its
expression in ~85% of cancer cells and tumors tissues (4,5). The large
CpG island, 2.6 kb in length, lying from nt —1102 to nt 41519 from
the hTERT transcription, is hypermethylated at the exception of a short
region (positions nt —165 to nt —80) that is unmethylated or slightly
methylated despite highly methylated border regions (16,17). This
particular pattern of methylation seems crucial for establishing
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levels in different cell lines. (A) Bisulfite sequencing of five telomerase-
positive cancer cell lines (HeLa, MCF7, HepG2, LAN-1 and NCCIT) and
one normal telomerase-negative fibroblast cell line (MRCS). Bisulfite-treated
DNA was PCR amplified using a primer set spanning the end of the promoter
and the proximal exonic region of h”TERT. PCR products were then directly
sequenced. The analyzed 314 bp region (—206 to +108) is presented on

a schematic map and results are shown for each cell lines. Filled and open
squares, respectively, represent complete methylated and unmethylated CpG
sites, whereas gray squares correspond to partial methylated CpG sites. (B)
Quantitative expression of A”TERT in MRCS5, NCCIT, HepG2, LAN-1, MCF7
and HeLa cells. Real-time RT-PCR was done on cell lines, and B-actin was
used as a reference.
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Fig. 6. Depletion of MBD2 by siRNA results in transcriptional activation of
hTERT in h”TERT-methylated telomerase-positive cancer cell lines. Fold
change of hTERT expression between MBD2-depleted cells (MBD2 siRNA-
transfected cells) and control cells (scrambled siRNA-transfected cells).
hTERT expression was monitored by quantitative RT-PCR 96 h after
transfection. Mean values (+ standard deviation) obtained from at least three
independent transfection experiments are shown.

hTERT expression at a basal level. Indeed, hypermethylation of
CpG islands seems to be a crucial event in carcinogenesis. Thus,
the methylation-free region in ATERT promoter may result from
antagonistic pressure between the mechanisms leading to aberrant
methylation and the need to keep hTERT expressed for unlimited life
span of cancer cells.

A body of evidence has been accumulated concerning association
between hypermethylation of CpG islands, transcriptional silencing
and MBD-proteins binding (21). ChIP experiments and ChIP-on-chip
analysis indicate that MBD2 associated the hypermethylated CpG
island of ATERT. In this context, MBD2 seems to be a limiting factor
rather than a transcriptional silencer.

Recently, a large screening of tumor suppressor gene promoters
in 10 cell lines showed that human cancer cell lines tend to use a
particular MBD protein (31). Furthermore, in MRCS5 cells, ChIP ex-
periments have indicated that MeCP2 and MBD2 proteins have non-
overlapping binding specificities in vivo (23). These data, as well as
our data are in favor of the ‘one gene—one MBD’ hypothesis, at least
for some genes. Indeed, MBD2 was specifically associated with the
methylated region of the hTERT CpG island, whereas MeCP2 and
MBDI1 were not detected at this locus. Moreover, MBD2 depletion
did not induce MeCP2 or MBD1 binding at this methylated area in
HeLa cells. Thus, the specificity of MBD proteins does not seem to be
driven by their relative concentrations in a cell line, as it was sug-
gested in an other study (31): a strong expression of a particular MBD
is not necessarily associated with its preferential use in promoters.

Several studies have shown that transcriptional activation could be
realized upon depletion of MBD proteins by RNA interference
(RNAIi) (26,28). A large-scale microarray analysis indicated that
15% of 6386 genes analyzed exhibit an increased expression change
between untreated and triple MBD-depleted cells (28). It should be
noted that for single-MBD interference, MBD2 depletion was the
protein most commonly involved in the observed release of gene
silencing by far (28). These data suggest that MBD2 plays an impor-
tant role in methylation-dependent gene silencing. MBD2 depletion
mediated by RNAi stimulates h/TERT expression, either in stable KD
HeLa clones or in transiently transfected HeLa cells. A 2-fold stim-
ulation of ATERT expression upon MBD2 depletion was observed,
suggesting that MBD2 plays an important role in the regulation of
this gene. Indeed, in human cell lines, fold changes induced by MBD2

MBD2 is a selective repressor of hTERT

depletion is also of the same range, 2-fold for NBR2 induced by
MBD?2 siRNA (26) and microarray analysis of MBD2-depleted cells
exhibited a mean fold change of 7 (28). Furthermore, the fold change
observed in Mbd2-deficient mouse cells is not very different from our
own data. For example, it has been shown (32) that Mbd2—/— fibro-
blasts had 3-fold higher levels of Xist than wild-type cells. Moreover,
elevated hTERT transcription upon MBD2 depletion is not limited to
cervix (HeLa cells) since this effect was observed in breast, liver and
neuroblastoma cancer cell lines. MBD2 RNAi experiments in cell
lines exhibiting unmethylated AhTERT CpG island (MRCS5 and
NCCIT) did not affect h'TERT transcription indicating that MBD2
specifically and directly represses hTERT expression in methylation-
dependent manner. Collectively, these data strongly suggest that
MBD?2 is a general repressor of h”TERT expression in cancer cells.

A considerable number of transcription factors have been proposed
as negative regulators of ATERT transcription. Nevertheless, direct
evidence indicating that h”TERT gene transcription is downregulated
remains to be firmly established. Thus, MBD2 may represent a new
factor directly involved in the negative regulation of h'TERT expres-
sion. In cancer cells, MBD2 seems to play a specific role since its
binding to the hypermethylated part of the h/TERT promoter estab-
lishes a direct link between a common DNA alteration of tumor cells,
CpG hypermethylation and a reduced level of hTERT transcription.
The binding of MBD2 represents an additional layer for the control of
hTERT expression, thereby underlying the importance of hTERT reg-
ulation in immortalized and cancers cells.
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oxfordjournals.org/
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Résultats - Article 2

ARTICLE 2
LA PROTEINE MBD2 MODULE SPECIFIQUEMENT

LA REPONSE (ESTROGENO-DEPENDANTE DU GENE PS2/TFF{

Dans le but de poursuivre notre €tude sur la spécificité des protéines a MBD pour des génes
cibles, mais aussi dans le but d’approfondir nos connaissances sur les mécanismes de répression
transcriptionnelle induits par les protéines a MBD, nous nous sommes également intéressés a la

régulation de I’expression du gene pS2/TFF1.

1- INTRODUCTION

De méme qu’hTERT, pS2 posséde des roles physiologiques importants au cours de la
cancérogenese. En effet, ce géne est un géne oestrogéno-régulé, dont la détection est un marqueur
tumoral classique du contrdle par les cestrogeénes de 1’expression génique et de la prolifération
cellulaire dans les cancers du sein notamment (Perry et al., 2008;Amiry ef al., 2009). La fonction de
la protéine pS2 reste encore mal connue. Cependant, elle aurait un role protecteur contre la mort par
apoptose, I’augmentation de la mobilité cellulaire et la stimulation de 1’angiogenése (Perry ef al.,
2008;Amiry et al., 2009). Ce gene serait également un geéne suppresseur de tumeur gastrique

spécifique (Perry et al., 2008;Amiry et al., 2009).

Dans les cancers du sein, D’expression du géne pS2 est un exemple -caractéristique
d’hypométhylation dans les cancers (Martin ef al., 1997;Dietrich et al., 2009). Son expression est
inversement corrélée a la méthylation de sa région 5’ régulatrice pauvre en CpG (Martin et al.,
1997). Toutefois, dans quelques biopsies tumorales mammaires exprimant les récepteurs aux
oestrogénes (dites RE-riches), I’expression du gene pS2 est observée malgré la méthylation de sa
région promotrice (Martin et al., 1997). Ces observations nous ont alors amené a étudier les
mécanismes de régulation de ’expression du gene pS2 initiés par la méthylation de sa région

5’ et leur potentielle implication dans la réponse a une stimulation aux oestrogénes.
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Pour explorer les roles relatifs de la méthylation de ’ADN et du trans-activateur naturel,
le récepteur aux oestrogénes o (REa), dans la régulation de ’expression du géne pS2, nous
avons choisi d’utiliser trois lignées cellulaires possédant différents profils de méthylation de la
région 5’ régulatrice de ce géne : non-méthylée, pour les cellules MCF7 ; partiellement méthylée
pour les cellules HeLa ; et totalement méthylée, pour les cellules MDA MB231. Ces trois profils de
méthylation sont caractéristiques de ceux observés dans les biopsies de tumeurs mammaires (Martin
et al., 1997). Les cellules HeLa, contrairement aux cellules MCF7 et MDA MB231, ne sont pas des
cellules cancéreuses mammaires. Cependant, elles ont été retenues pour notre étude car apreés un
large crible des profils de méthylation de diverses cellules cancéreuses mammaires aucune ne
présentait une méthylation partielle de la région 5° du géne pS2. En revanche, les cellules HelLa
possedent un profil de méthylation similaire a celui des biopsies mammaires partiellement
méthylées, c'est-a-dire non-méthylé au niveau de la région 5’ contenant 1’élément de réponse aux

oestrogenes (ERE) et méthylé au niveau de la région promotrice plus en aval contenant la « boite
TATA ».

2- RESULTATS

L’analyse des profils de méthylation de la région 5’ régulatrice (-464 a +294 pb a partir du site
d’initiation de la transcription) du géne pS2 dans ces trois lignées cellulaires, associée a I’étude de
I’expression transcriptionnelle de ce geéne, a permis de préciser la corrélation inverse entre
Pexpression du geéne pS2 et la densité de méthylation de son extrémité 5°. Ces résultats
suggerent ainsi un impact des profils de méthylation autour du site d’initiation de la transcription

sur I’activité du promoteur pS2 dans ces cellules.

La recherche de fixations potentielles de protéines a MBD sur le promoteur pS2 par ChIP a
ensuite montré une association exclusive et spécifique de la protéine MBD2 aux promoteurs
méthylés des cellules HeLa et MDA MB231. De plus, I’analyse hautement résolutive du profil de
fixation de la protéine MBD2 par ChIP-on-chip a indiqué que MBD2 se lie spécifiquement a la
région promotrice pS2 méthylée et que cette fixation ne se propage pas a la région non-méthylée,
contenant ’ERE, dans les cellules HeLa. Ces données ont donc démontré que la fixation exclusive
de la protéine MBD2 est parfaitement en phase avec les profils de méthylation de la région 5’
régulatrice du géne pS2. De plus, cette liaison, observée dans deux lignées cellulaires différentes,

semble étre le reflet d’une réelle spécificité de ce répresseur pour cette région méthylée.
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Afin de déterminer I’implication de la fixation de la protéine MBD2 dans la répression
transcriptionnelle du géne pS2, nous avons utilisé une approche d’interférence a I’ARN spécifique
des transcrits MBD2 permettant ’invalidation transitoire de cette protéine. La forte diminution en
protéine MBD2, ainsi induite, ne conduit pas a la ré-expression du gene pS2 dans les cellules MDA
MB231 ou la région 5’ du geéne pS2 est totalement méthylée. En revanche, dans les cellules HeLa,
ces expériences entrainent a une élévation significative du taux de transcrits pS2 (d’un facteur 3,5
en moyenne). De plus, dans ces mémes cellules dépourvues de protéines MBD2, 1’expression
transitoire d’ADNc Mbd?2 résistant aux siRNA MBD?2 induit une baisse statistiquement significative
du taux de transcrits pS2, ramenant ce taux a celui observé dans les cellules HeLa. Ces résultats
mettent ainsi en évidence la participation directe et spécifique de la protéine MBD2 dans la
répression transcriptionnelle du géne pS2 méthylé. En outre, la diminution significative en
protéine MBD2 n’a aucun effet sur I’expression du géne pS2 dans la lignée cellulaire MCF7 ou la
région régulatrice 5’ du geéne est non-méthylée. Ces dernieres données confirment donc que
I’augmentation de I’expression du geéne pS2 induite par la dégradation des transcrits MBD?2 dans les

cellules HeLa n’est pas due a un effet indirect.

L’influence de la méthylation de I’ADN et de la protéine MBD2 dans la réponse hormono-
dépendante du geéne pS2 a ensuite été évaluée. Pour se faire, nous avons manipulé artificiellement le
niveau protéique en REa dans les cellules HeLa et MDA MB231 qui n’expriment pas de manicre
endogene cette protéine. Les expériences de ChIP réalisées a partir des cellules MCF7, HeLa, MDA
MB231 et des cellules HeLa et MDA MB231 transfectées transitoirement avec un vecteur
d’expression des REo, HEGO, ont montré que les REa lient uniquement et spécifiquement

I’ERE non méthylé indépendamment du statut de méthylation du promoteur.

En outre, dans les cellules HeLa, 1’expression transitoire des REa stimule d’un facteur 4 en
moyenne 1’expression du géne pS2. Cette stimulation par les REa est totalement reversée par un
traitement au tamoxiféne, un antagoniste des cestrogenes, démontrant ainsi I’cestrogéno-dépendance
de la trans-activation. Comme attendue, 1I’expression du géne pS2 n’est pas induite par I’expression
ectopique des REa dans les cellules MDA MB231. En effet, les REa sont incapables de lier I’ERE
méthylé dans cette lignée cellulaire. Ces résultats suggerent donc que I’hypométhylation de ’ERE

permet une réponse de I’expression du géne pS2 a une stimulation aux cestrogénes.
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L’expression ectopique des REa dans les cellules HelLa conduit a leur fixation sur I’ERE non-
méthylée et a la subséquente activation de I’expression du gene pS2 mais ceci sans modifier le statut
de méthylation du promoteur. Nous avons donc voulu savoir si le répresseur MBD2 était toujours
présent sur le promoteur pS2 dans ces conditions. Des expériences de ChIP, réalisées dans cet
objectif, ont montré que I’expression ectopique des REa dans les cellules Hela n’entraine pas la
dissociation de MBD2 au promoteur pS2. De plus, I’enrichissement en fragment « promoteur pS2 »
dans les fractions immunoprécipitées grace a des anticorps anti-MBD2 a partir de chromatine issue
de cellules HelLa n’est pas affecté par la présence des REa Ces résultats suggéraient donc la co-
existence du trans-activateur REa et du répresseur méthylation-dépendant MBD2 sur la région 5’
régulatrice du gene pS2. Afin de répondre a cette question, des expériences d’immunoprécipitation
de chromatine en série (ChIP reChIP) ont été réalisées et ont vérifié cette hypotheése. L’ensemble de
ces données a permis de mettre en évidence que les REa peuvent partiellement pallier I’effet
inhibiteur de la protéine MBD2, lorsqu’ils lient PERE du géne pS2, sans affecter le statut de

méthylation de son promoteur et I’association de MBD2 a cette région.

Les effets opposés de MBD2 et des REa sur 1’expression du geéne pS2 suggéraient une action
antagoniste de ces deux régulateurs transcriptionnels. Pour explorer cette possibilité les
concentrations en protéines MBD2 et REa ont été artificiellement manipulées. Dans les cellules
HeLa, I’expression des REa, concomitante a I’inhibition de la synthése en protéines MBD?2,
entraine une stimulation importante (d’un facteur 31 en moyenne) du niveau d’expression du gene
pS2, ce dernier devenant similaire a celui observé dans les cellules MCF7, cellules RE-riches sur-
exprimant sous effet d’cestradiol le géne pS2 non méthylé. Les réponses de 1’expression du gene
pS2 a I’activation par les REa (d’un facteur 4 en moyenne) et a I’inhibition de MBD2 (d’un facteur
3,5 en moyenne) n’apparaissent donc pas étre additives et suggerent que 1’activité de ce gene est le
produit de ces deux régulateurs transcriptionnels. Il est toutefois a noter que dans les cellules MDA
MB231, possédant une région 5’ régulatrice pS2 totalement méthylée, ni I’invalidation transitoire de
MBD?2, ni ’expression ectopique des REa, ni la combinaison des deux, menent a la ré-expression
du gene pS2, suggérant que la méthylation totale de la région 5’ régulatrice du gene pS2 induit des
changements chromatiniens importants qui préviennent de toute stimulation. Toutefois, dans les
cellules possédant un profil de méthylation bimodale, telles les cellules HeLa, une stimulation
synergique est observée. Ces données montrent donc que la liaison de MBD2 a la région
promotrice méthylée du géne pS2 réduit mais n’abolit pas la réponse de I’expression du gene
pS2 aux REa, suggérant que I’hypométhylation régionale de I’ERE, « prépare» la
transcription de pS2.
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Les protéines MBD2 et REa régulent la transcription génique via le recrutement de complexes
enzymatiques catalysant des modifications post-traductionnelles des histones (Klose and Bird,
2006;Sahar and Sassone-Corsi, 2007). Ainsi, les REa interagissent avec plusieurs co-activateurs
possédant des activités histones acétyltransférases (CBP, p300, p/CAF et des membres de la famille
pl60) (Sahar and Sassone-Corsi, 2007) ou histones déméthylases (LSD1). A I’opposé¢, MBD2
recrute des co-répresseurs assocics a des activités histones désacétylases (Mi2/NuRD) (Klose and
Bird, 2006). L’ acétylation et la méthylation des histones sont des marques chromatiniennes qui ont
fait ’objet de nombreuses ¢tudes ces derniéres années. Elles apparaissent respectivement étre
associées a des promoteurs actifs ou réprimés. Pour explorer de maniére plus approfondie les
mécanismes associés aux effets antagonistes de MBD2 et des REa sur la transcription du géne pS2,
nous avons regardé les marques chromatiniennes du promoteur pS2 dans les cellules HelLa par
ChIP. La stimulation de I’expression du géne pS2 par les REa est ainsi associée a une augmentation
de I’acétylation des histones H3 (d’un facteur 2, en moyenne) et a une diminution importante de la
tri-méthylation des lysines 9 des histones H3 (d’un facteur 500 en moyenne) au niveau du
promoteur pS2. En outre, la stimulation synergique du geéne pS2, induite par la concomitante
expression des REa et inhibition de la synthése en protéines MBD2, conduit a plus forte induction
de I’acétylation des histones H3 (d’un facteur 28 en moyenne), tandis que le taux de tri-méthylation
des lysines 9 des histones H3 reste faible. En définitif, le répresseur méthylation-dépendant
MBD?2 et le trans-activateur REa co-participent a la régulation de I’expression du géne pS2 en
induisant une balance entre les marques activatrices d’acétylation et les marques répressives

de méthylation des histones H3.

3- CONCLUSION

L’ensemble de ces données montre que la protéine MBD2 module spécifiquement la réponse
eestrogéno-dépendante du géne pS2 quand elle est recrutée sur la région TATA-box méthylée et
suggere que le roéle des protéines a MBD ne se limite pas a des répresseurs stricts de
P’expression génique. La méthylation de ’ADN pourrait ainsi représenter un mécanisme

additionnel pour la régulation génique.
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ABSTRACT

In human Estrogen Receptor a (ERa)-positive breast cancers, 5 end dense methylation of the
estrogen-regulated pS2/TFF1 gene correlates with its transcriptional inhibition. However, in some
ERa-rich biopsies, pS2 expression is observed despite the methylation of its TATA-box region.
Herein, we investigated the methylation-dependent mechanism of pS2 regulation. We observed
interplay between Methyl-CpG-Binding Domain protein 2 (MBD2) transcriptional repressor and ERa
transactivator: (i) the pS2 gene is poised for transcription upon demethylation limited to the
enhancer region containing the estrogen responsive element (ERE); (ii) MBD2-binding sites
overlapped with the methylation status of the pS2 5’ end; (iii) MBD2 depletion elevated pS2
expression and ectopic expression of ERa partially overcame the inhibitory effect of MBD2, when the
ERE is unmethylated. Furthermore, serial chromatin immunoprecipitation assays indicated that
MBD2 and ERa could simultaneously occupy the same pS2 DNA molecule; (iv) concomitant ectopic
ERa expression and MBD2 depletion resulted in synergistic transcriptional stimulation, while the pS2
promoter remains methylated. Indeed, MBD2 and ERa drive opposite effects on pS2 expression,
which are associated with specific steady state levels of histone H3 acetylation and methylation
marks. Thus, epigenetic silencing of pS2 could be dependent on balance of the relative intracellular
concentrations of ERa and MBD2.



INTRODUCTION

Global loss of DNA methylation and localized CpG island hypermethylation is a common characteristic of
cancer cells (1-3), leading respectively to aberrant ectopic gene activation or inversely to gene silencing. The
pS2 gene (also called TFF1) has been identified by differential screening of a cDNA library from the human
breast cancer cell line MCF7 (4). In this cell line, its transcription is directly controlled by estrogens (5) and
an estrogen responsive element (ERE) has been identified at nt positions -405 to -393, from transcription
start site (5). In breast tumors, expression of the pS2 gene is correlated with the presence of estrogen
receptors (ER), and it had been suggested that pS2 expression increases cell proliferation and tumor cell
survival (6, 7). Analysis of breast cancer biopsies or microdissected cells from formalin-fixed breast tissues
has shown that pS2 is hypomethylated in sub-classes of breast cancers (8, 9).

We have previously shown (8) that the hypomethylation of the CCGG site close to the pS2 ERE
correlates with its expression in human breast cancer biopsies. Southern blots performed with methylation
sensitive enzymes and bisulphite sequencing have indicated that the breast tumors analyzed exhibited
different DNA methylation patterns at the 5 end of pS2 (8). Biopsies can display either methylated,
unmethylated and partially methylated 5’ end pS2 sequences at CpGs analyzed (nt positions -84 to +16) (8).
These observations prompted us to investigate the methylation-linked mechanisms of pS2 gene repression
and the potential involvement of DNA methylation in its response to estrogen stimulation.

In mammals, mechanisms implicated in the generation of a repressive state of chromatin associated with
methylated DNA sequences have been investigated for over 20 years (10-13). Pioneering studies led to the
discovery of the Methyl-CpG-binding domain (MBD) proteins family (14), which mediate DNA methylation-
dependent gene silencing. The five bona fide MBD proteins, MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3, and MBD4,
share a canonical MBD. Biochemical and genetic analyses of these proteins have provided evidence of a
direct link between DNA methylation and repressive chromatin architecture. MeCP2, MBD1 and MBD2
proteins bind to methylated DNA and recruit different histone deacetylase (HDAC)- and histone
methyltransferase (HMT)-containing complexes that control chromatin compaction and gene silencing (15-
17). Mammalian MBD3, which lacks a functional MBD, does not recognize methylated DNA but is part of the
histone deacetylase and chromatin remodeling Mi2/NuRD complex (18-20). The last member of this protein
family, MBD4, is a thymine glycosylase primarily involved in DNA repair (21).

The involvement of MBD proteins in gene imprinting (22), X inactivation (23), and transcriptional
silencing of genes possessing hypermethylated CpG islands in cancer cells (2, 3) is now well documented.
However, in contrast to the situation observed for DNMT-deficient mice, which either fail to develop or else
die shortly after birth (24), the loss of MBD proteins, with the exception of MBD3, does not result in dramatic
phenotypes (17), suggesting that MBD proteins deficiency causes subtle gene-expression changes.

Although the involvement of MBD proteins in gene silencing is well established, new facets regarding the
links between DNA methylation, MBD proteins and gene transcription are emerging. For instance, it has
been reported that DNA methylation in the body of genes can alter chromatin structure and reduce
transcriptional elongation (25). In parallel with the above findings, we have shown that the association of
MBD2 with a methylated CpG island located downstream of the promoter region reduces the transcription of
NBR2 gene (26).



The density of methylation seems to be an important parameter in the MBD proteins-dependent
repression. Several years ago, using in vitro methylated plasmids, it had been shown that the density of
methylated CpG and promoter strength modulate transcriptional repression mediated by MeCP1 complexes
containing MBD2 (27). Furthermore, analysis of the transcriptional activity of patch-methylated plasmids
microinjected into Xenopus oocytes has suggested a competition between transactivators and MBD proteins
for the establishment of an open conformation (28). All together, these data suggest that transcriptional
repression mediated by DNA methylation is a consequence of a cross-talk between methylated CpG density,
MBD proteins and transactivators.

To further explore the relative roles of methylated CpG patterns and the competition between
transactivators and MBD proteins to influence or modulate gene transcription, we here investigate the
expression of the estrogen-regulated pS2/TFF1 gene (29) in cell lines exhibiting different DNA methylation
patterns at its 5’ end, unmethylated, regionally methylated, and fully methylated. In these cell lines, it was
possible to manipulate artificially the Estrogen Receptor-a (ERa), the natural transactivator of pS2, and MBD

protein levels, and therefore, use them to determine the contribution of these proteins to pS2 expression.



MATERIALS AND METHODS
Cell culture

MDA MB231, MCF7, and HelLa cells were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD). Cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) containing 1g/l
glucose (Eagle, Sigma, L’isle d’Abeau, France) and supplemented with 10% of heat inactivated fetal bovine
serum (Lonza, Vervier, Belgium) and grown at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere.

Due to the poor efficiency of repeated siRNA treatments associated with vector transfections in estradiol
depleted medium by charcoal extraction, all the experiments were performed in standard DMEM medium
supplemented with-fetal bovine serum. To investigate the estrogen dependence of pS2 expression, cells

were exposed to estradiol or to 5 uM 4-hydroxytamoxifen (OHT).
Sodium bisulphite modification

Sodium bisulphite reactions were carried out as previously described (30). Two regions (nt positions -464 to
+67, and nt positions +37 to +314 from the pS2 transcription start site) within the pS2 promoter gene were
analyzed. PCR amplifications were accomplished in 100 ul using the HotStart Tag DNA polymerase Kit
(Qiagen, Courtaboeuf, France) and 0.25 uM of the primers (Supplementary Table S1), after 15 min at 95°C
for Tag polymerase activation and 35 cycles (30 s denaturation at 94°C, 1 min annealing at 52°C, and 1.5
min extension at 72°C). To determine accurately the proportion of methylated CpG, PCR products were
cloned into a pGEM-T vector (Promega, Lyon, France) and 10 random clones from each sample were

analyzed by automatic sequencing (Biofidal, Lyon, France).
Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) assays

Nucleoprotein complexes were sonicated to reduce the length of DNA fragments to 300-600 bp, and ChIP
assays were carried out as described previously (26). Fithteen ul of two different polyclonal anti-MBD2
antibodies (kindly provided by Dr. P. Wade and Dr. E. Ballestar) or 20 pl of polyclonal anti-MBD1 (Abcam,
Cambridge, UK), anti-MeCP2 (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY) antibodies, or 2.5 ug of polyclonal
anti-ERo antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA) or anti-mouse IgG (Dakocytomation,
Trappes, France), were used for immunoprecipitation. DNA samples obtained from the input, unbound and
bound fractions were quantified by densitometry using the VersaFluor™ Fluorometer (Biorad, Ivry, France)
and RiboGreen reagent (Molecular Probes, Interchim, Montlugon, France). The amounts of DNA in IgG
control fractions were at the limit of the fluorometric detection methods. Thus, PCR quantification of DNA
fragments in IgG fractions was not accurate as in other fractions, since we have used very large parts of the
“IgG fractions” when compared with the other fractions.

PCR assays were performed to assess the binding of the proteins to the pS2 5’ flanking sequence. Two
regions were analyzed: “pS2 ERE fragment” (from nt positions -461 to -204 from the pS2 transcription start
site) and “pS2 promoter fragment” (from nt positions -11 to +292). We amplified, by dose-dependent and

quantitative PCR (Q-PCR), equal amounts of total DNA (0.5 ng) from the input, unbound and bound



fractions. HotStar Tag polymerase kit (Qiagen) and 0.4 pM of the primers (Supplementary Table S1) were
used in classical PCR. After 15 min at 95°C for Taq polymerase activation and 37 cycles (30 s denaturation
at 94°C, 1 min annealing at 53°C, and 1.5 min extension at 72°C) for the “pS2 ERE fragment” or 36 cycles
(30 s denaturation at 94°C, 1 min annealing at 58°C, and 1.5 min extension at 72°C) for the “pS2 promoter
fragment”, PCR products were analyzed on a 2% agarose gel containing 1 ug/ml ethidium bromide and were
quantified by densitometry. Real-time PCR was carried out using LightCycler ® Fast Star DNA Master PLUS
SYBR Green | System (Roche Molecular Biochemicals, Maylan, France) and 0.4 pM of the primers
(Supplementary Table S1). Cycling parameters were 95°C for 10 min followed 45 cycles at 95°C for 10 s,
64°C for 5 s and 72°C for 10s.

ChiP-on-chip

For ChIP-on-Chip analysis, the specific protein-DNA complexes were obtained from independent
immunoprecipitations using two different polyclonal anti-MBD2 antibodies (kindly provided by Dr. P. Wade
and Dr. E. Ballestar). The ChIP DNAs from the input and bound fractions were amplified, labelled and
hybridized on microarrays by ProfileXpert service according to AffymetrixwI protocols. Briefly, the ChIP DNA
was amplified by random PCR. Enrichment of MBD2-bound sites during the amplification procedure was
assayed, by PCR amplification of NBR2 (26) and pS2 promoters, on each ChIP samples before and after
amplification. The amplified DNAs were then labelled using the GeneChip® WT Double - Stranded DNA
Terminal Labelling Kit and hybridized to the human tiling arrays (Human Promoter 1.0R Arrays), which were
then washed and scanned. Raw data from the scans were analyzed using Affymetrix® Tiling Analysis

Software (TAS) and the results were viewed in Affymetrix’ Integrated Genome Browser (IGB) Software.
Serial ChIP assays (ChlIP re-ChlIP)

The ERE and the TATA box regions of pS2 are placed about 450 bp apart. In order to immunoprecipitate,
from the same DNA fragments, the proteins bound to both regions, nucleoprotein complexes were sheared
to reduce the length of DNA fragments to 500-1000 bp. In serial ChIP experiments, following primary
immunoprecipitation, the cross-linked complexes were eluted from the immunoprecipitated fraction by
incubation with elution buffer (1% SDS, 50 mM NaHCO;) at room temperature for 30 min, and then diluted
1:10 in ChIP dilution buffer (0.01% SDS; 1.1% Triton X-100, 1.2 mM EDTA, 16.7 mM Tris-HCI, pH 8.0, 167

mM NaCl) followed by reimmunoprecipitation with a second set of antibodies.
Transient MBD2 siRNA knockdown and ERa vector transfections

siRNA  duplexes for MBD2 (sense: 5-GGAGGAAGUGUACCGAAATT-3; antisense: 5'-
UUUUCGGAUCACUUCCUCCTT-3) and non-specific siRNA control were obtained from Eurogentec
(Eurogentec, Seraing, Belgium). HEGO, an expression vector coding for human ERa (31), and the empty
vector pSG5, were provided by Prof. P. Chambon. MBD2 siRNA and ERa vector was transfected with
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the manufacturer’'s instructions. Briefly, cells

were seeded at 2 x 10° cells per well in six-well plates, and grown to 50-60% confluence on the day of



transfection. All transfections were done in Opti-MEM medium (Invitrogen) with 625 nM of MBD2 siRNA and
1 pg of ERa expression plasmid. Lipofectamine 2000 complexes were incubated for 4-5 hours. The medium
was then removed and replaced with fresh medium. Cells were grown and harvested at various times after
the transfection.

Reverse-transcription-PCR analysis

Total RNA was extracted from the cell lines using the RNeasy Mini kit (Qiagen). After extraction, the integrity
of total RNA was examined on a 1.2% agarose gel containing 1 pg/ml ethidium bromide and quantified by
densitometry using a Fluor’'s fluorimeter and Quantity One software (Biorad, Ivry, France) by comparison
with serial dilutions of a standard RNA (Roche, Molecular Biochemicals, Maylan, France).

pS2 mRNA was detected by relative RT-PCR using primers described in Supplementary Table S1.
Briefly, 0.1 pg of total RNA were amplified simultaneously for g-actin and pS2 using the One Step RT-PCR
kit (Qiagen). After 30 min incubation at 50°C, RT was inactivated by heating at 95°C for 15 min. PCR
amplification was then performed under the following conditions: 30 cycles, 30 s denaturation at 94°C, 1 min
annealing at 55°C and 1.5 min extension at 72°C. PCR products were analyzed on a 2% agarose gel and
quantified. The ratio between pS2 and fS-actin signals was then determined.

Real-time RT-PCR were also carried out to quantify pS2 mRNA using LightCycler® RNA Master SYBR
Green | One-Step RT-PCR mix on a LightCycler® 2.0 system according to the manufacturer’s instructions
(Roche). p-actin mRNA was used as a reference. The primers sequences used for reverse-transcription-
PCR are available in Supplementary Table S1.

MBD2 mRNA was quantified by competitive quantitative RT-PCR as previously described (32).



RESULTS

Correlation between methylation patterns and pS2 transcriptional repression

Expression of pS2 is driven by a complex promoter containing a promoter/enhancer region responsive to
estrogens, EGF, a phorbol ester tumor promoter, c-Ha-ras oncoprotein, and c-jun protein (33). Specifically,
the 5 end of pS2 possesses an estrogen-responsive element (ERE), conferring potential estrogen
inducibility. In the ERa-rich MCF7 cell line, it has been shown (34) that proteins present on the pS2 promoter
in the absence of estradiol (E,) include basal transcriptional factors, active polymerase I, certain HATs and
HMTs. This basal transcriptional activity implies steroid-independent expression of pS2. Moreover, the 5’ end
of pS2 (nt positions -464 to +314) is included in a CpG-poor region, G + C = 0.54 %, CpG observed / CpG
expected = 0.35. A correlation between the methylation status of the pS2 promoter region and its expression
has been observed in human tissues and the breast cancer cells lines (8, 35). Experimental evidences are
also in favour of a role of DNA methylation in the repression of pS2 transcription. In the ERa-rich MCF7 cells,
pS2is unmethylated and transcriptionally active while in the ERa-negative MDA MB231 cell line the 5’ end of
pS2 (nt positions —665 to +17) is fully methylated and the pS2 gene is silenced, (35). We have extended this
analysis to the downstream region of pS2 promoter, since it had been suggested that DNA methylation of the
regions adjacent to a promoter region may affect transcription (26, 36, 37).

The methylation status of the 5’ end of pS2, from nt positions -464 to +294, was investigated in MCF7
cells expressing pS2 at a high level and MDA MB231 a pS2 negative cell line (Fig. 1A). Bisulphite
conversion of DNA and sequencing of cloned PCR fragments, indicated that this region is unmethylated in
MCF7 and fully methylated in MDA MB231 cells (Fig. 1B). A screening failed to detect a human breast
cancer cell lines exhibiting intermediate methylation patterns similar to that observed in breast cancer
biopsies by Southern blot experiments (8). Nevertheless, some of these patterns, associated with low level
of pS2 transcripts (Fig. 1A), are very similar to that observed in HelLa cells (8). Thus, these cells were
chosen for further analysis. HelLa cells exhibit an intermediate DNA methylation pattern, the CpGs spanning
the -464 to -84 region, which includes the ERE are unmethylated, while the TATA-box region is methylated
(Fig. 1B). These data confirm the inverse correlation between pS2 expression and the density of the
methylation of its 5’end, suggesting that the methylation patterns around the transcription start site impact in

the activity of pS2 promoter in these cells.

Specific binding of MBD2 to the methylated pS2 promoter

Among the proteins involved in the methylation-dependent repression of transcription, MBD proteins seem to
play a major role. Therefore, we assessed the presence of MBD proteins on pS2 promoter by chromatin
immunoprecipitation (ChlP) assays using antibodies directed against MBD1, MBD2 and MeCP2.
Representative experiments from at least three independent assays for each antibody are shown in Fig.
2A. As a control, the fractions immunoprecipitated with a non-MBD protein-specific antibody (anti-mouse
IgG) were also analyzed. In order to determine pS2 DNA fragment enrichment in MBD immunoprecipitated

fractions, a dose-dependent and quantitative (Q-PCR) amplifications (Fig. 2 A and B) using an equal



quantity of DNA (0.5 ng) per PCR assay, were performed with each fraction obtained from the ChIP
procedure. We focused this analysis on the pS2 methylated promoter region, shared by HeLa and MDA
MB231 cells (nt positions -11 to +292).

In the pS2-methylated cells, MDA MB231 and Hela, when antibodies against MBD2 were used, the
amount of pS2 promoter per ng of total DNA in immunoprecipitated fraction (Fig. 2A, “bound”) was greater
than in the input, or in the non-retained fractions (Fig. 24, “input”, “unbound”, and “IgG”), indicating that this
methylated region is immunoprecipitated by anti-MBD2 antibodies. In contrast, ChIP assays with anti-MeCP2
or anti-MBD1 antibodies led to a depletion of this DNA segment in the bound fractions (Fig. 2A). Western
blot analysis, using antibodies directed against MeCP2 and MBD1, produced a signal of the expected sizes
(14), ~85 kDa and ~70 kDa, respectively (data not shown), indicating that both proteins are expressed in
MDA MB231 and Hela cells. As an additional control of MBD2-ChIP assays, we also amplified the -11 to
+292 pS2 region from MCF7-chromatin immunoprecipitated by anti-MBD2 antibodies (Fig. 2A). As expected,
no enrichment was observed in the bound fraction, since this region was unmethylated in the MCF7 cell line
(Fig. 2A). Taken together, these data strongly suggest that MBD2 binds selectively and specifically the

methylated region of this promoter.

High resolution MBD2 binding profiles analysis of pS2 promoter indicates that MBD2 specifically
binds the methylated pS2 promoter region and does not spread to the umethylated ERE in HeLa cells

In HelLa cells, the bimodal methylation status of the pS2 5 end suggests that only some regions would
actually be bound by MBD2. The unmethylated region containing the ERE (nt positions -405 to -393) is very
close to the methylated TATA-box region (beginning at nt -9). ChIP experiments are not appropriate to
discriminate between these two regions, as they are below the limit of resolution of the assay. Standard
sonication of crosslinked chromatin leads to 300-500 bp DNA fragments and attempts to reduce its length
(100-200 bp) resulted in a loss of efficiency in immunoprecipitation. Therefore, to precisely map the MBD2
binding sites we used a high-resolution method based on a ChlP-on-chip approach (Chatagnon et al.,
manuscript in preparation). DNAs obtained from HelLa cell chromatin immunoprecipitated by anti-MBD2
antibodies were hybridized on an Affymetrix Human Promoter 1.0R Array (ChlP-on-chip).

ChIP-on-chip experiments indicated that MBD2 associated specifically the region containing the
methylated pS2 TATA-box, where a strong positive signal (red bars) is observed, while the region containing
the unmethylated ERE is devoid of MBD2. Thus, the positive signals for MBD2 binding parallels the
methylation status of the pS2 5’ end and indicates that MBD2 does not spread outside the methylated region
on pS2 promoter (Fig. 3A). As a control, results obtained for a previously identified MBD2 free promoter
(26), BRCA1, are also shown on Fig. 3B. Consistent with previous findings, no MBD2 positive signal was
observed in the region spanning the nucleotides —1000 to +1000 of BRCA1 (Fig. 3B).

MBD2 acts as a methylation-dependant transcriptional repressor of pS2 transcription
The correlation between levels of pS2 expression and the presence of MBD2 in the TATA-box region argues

in favour of a repressive effect of MBD2 on pS2 transcription. To examine this further, we depleted cells from
MBD2 by transient transfection of siRNA targeted MBD2 transcripts. Quantitative competitive RT-PCR



assays indicated a significant reduction of the MBD2 mRNA level (by 87-93%) (Supplementary Fig. S1A).
Moreover, in HelLa cells, western blot analysis also revealed a dramatically lower abundance of MBD2
proteins in the MBD2 siRNA-treated cells compared with control cells (Supplementary Fig. S1B).
Furthermore, the expression of MeCP2 and MBD1 was not different in MBD2 knockdown HelLa cells than in
wild-type or mock-treated cells (Supplementary Fig. S1B).

In the pS2-fully methylated cells MDA MB231, MBD2 depletion (about 90%), did not induce pS2
expression (Supplementary Fig. S1C). However, in MBD2 siRNA-treated HelLa cells, pS2 expression is
stimulated approximately 3-fold (Fig. 4), while the methylation level of pS2 TATA box region and ERa
expression remain unaffected (data not shown). In MBD2 siRNA-treated HelLa cells, transient expression of
an Mbd2 cDNA, refractory to siRNA-mediated decay (26), shifted down the pS2 mRNA level (Fig. 4).
Additional dose of Mbd2 in HelLa cells, containing normal levels of MBD2 proteins, did not affect pS2
expression (Fig. 4). Thus, the amount of MBD2 protein is not a limiting factor in the transcriptional repression
of pS2 in these cells. In MCF7 cells, quantitative RT-PCR showed that the level of pS2 expression is
unaffected by MBD2 depletion, indicating that MBD2 siRNA did not elevate pS2 expression by an off-target
effect since pS2 is not bound by MBD2 in these cells (Supplementary Fig. S1C).

ERa only bound pS2 ERE when unmethylated in cell lines

To determine whether ERa can be recruited on the pS2 ERE sequence when this region or the adjacent
region is methylated, we artificially manipulated the level of ERa in MDA MB231 and Hela cells, which are
deficient in this protein.

ChIP assays, using anti-ERa antibodies, were performed from, HeLa and MDA MB231 cells transiently
transfected with the vector HEGO encoding ERa. ERa-richMCF7 cells were used as a positive control and
untransfected HeLa and MDA MB231 cells as negative controls. As expected, ChlIP assays performed from
MCF7 chromatin indicated that the amount of pS2 DNA per ng of total DNA in immunoprecipitated fraction
(Fig. 5, “bound”) is higher (about 8-fold, Q-PCR assays) than in input, or non-retained fractions (Fig. 5,
“input”, “unbound”, and “IgG”) while no enrichment in pS2 sequence was observed in immunoprecipitated
fraction obtained from untransfected HeLa and MDA MB231 cells (Fig. 5). All together, these data indicate
that anti-ERa antibodies specifically precipitated chromatin bound by ERa.

In HelLa cells, transient expression of the vector HEGO coding for ERa, leads to enrichment in pS2
sequence in the immunoprecipitated fraction (Fig. 5). This enrichment (about 10 fold, Q-PCR assays) was
comparable to that observed in MCF7 cells, indicating that ERa is efficiently recruited on the pS2 ERE site in
HelLa cells. In contrast, in MDA MB231 cells, despite ectopic expression of ERa, pS2 sequence was not
selectively immunoprecipitated by the anti-ERa antibodies (Fig. 5). Thus, ERa does not bind the methylated
pS2 ERE in MDA MB231 cells, suggesting that full DNA methylation induces chromatin changes that prevent
ERa binding.
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Ectopic expression of ERa enhances pS2 gene expression only when its 5’ end region is partially

methylated, in ERa negative cells

The ERE of the pS2 promoter can act as a strong enhancer in the presence of E, and ERa (29, 33). To
analyze the potential antagonistic activity of MBD2 and ERa on pS2, ectopic expression of ERa was induced
in MDA MB231 and HelLa cells.

Transient expression of ERa elevated pS2 expression by a 4-fold (Fig. 6), in HeLa cells. This stimulation
by ERa of pS2 transcription did not affect the methylation status of HeLa pS2 promoter (data not shown).
ERa stimulation of pS2 expression was fully reversed by antiestrogen (4-hydroxytamoxifen, OHT) treatments
(Fig. 6), while the basal level of pS2 expression was conserved. These results indicate the existence of
estrogen-dependent transactivation of pS2 in HelLa cells. As expected, pS2 expression was not induced in
MDA MB231 cells (data not shown), since ERa did not bound pS2-ERE sequence in this cell line (Fig. 5).

These results suggest that demethylation of ERE region allows the estrogen response of pS2 in HelLa cells.

MBD2 is not displaced from the pS2-methylated promoter region by ERa transactivation, in HeLa

cells

Hela cells expressing the vector encoding ERa were used to identify the proteins bound to the 5’ end of
pS2. Dose-dependent and quantitative PCR amplifications of each fraction obtained from the ChIP
procedure were performed. These assays showed that MBD2 was still present on the methylated region of
pS2 promoter (Fig. 7A), and the enrichment in the bound fraction was not modified by the presence of ERa
on the ERE (Fig. 7A). These results provide evidence that ERa can overcome, at least partially, the inhibitory
effect of MBD2 binding to pS2 promoter and imply that both proteins can occupy the 5’ end of the pS2 gene.
To address this matter, we performed serial ChIP assays. A first round of immunoprecipitation was
carried out with an anti-ERa antibody from Hela cells transiently transfected with the vector HEGO encoding
ERa. Then, immunoprecipitated cross-linked DNA-protein complexes were isolated and subjected to
reimmunoprecipitation using antibodies directed against MBD2. PCR amplification of pS2 promoter region
from the fraction reimmunoprecipitated with anti-MBD2 antibodies gave a positive signal (Fig. 7B). In control
reactions, as expected, no signal was detected with non-specific antibodies, while a positive signal was
observed in the fraction reimmunoprecipitated with anti-ERa antibodies (Fig. 7B). Thus, the binding of ERa
on the ERE of pS2 does not displace MBD2 from the methylated TATA-box region, since both proteins were

present on the same DNA molecules.

Synergic activity of MBD2 depletion and ectopic ERa expression on pS2 transcription, in HeLa cells

The opposite effects of MBD2 and ERa proteins on pS2 expression suggest an antagonistic action between
these two transcriptional regulators, in HelLa cells. To investigate this possibility, the concentrations of MBD2
and ERa proteins were artificially manipulated in these cells. After MBD2 depletion mediated by RNA
interference, ectopic ERa expression resulted in a dramatic (approximately 31-fold) enhancement of pS2
mRNA concentration, approaching the level to that observed in MCF7 (Fig. 8A, B). Thus, pS2 responses to

ERa activation (4-fold increase) and MBD2 depletion (3-fold increase) are not additive and suggest a cross-
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talk between these two transcriptional regulators. Concomitant exposure to OHT knocked down pS2
expression to the level observed in HelLa cells transfected by MBD2 siRNA alone, (about 3-fold) when
compared with control HelLa cells (Fig. 8A, B). It should be noted that pS2 transcription cannot be induced by
concomitant ectopic expression of ERa and MBD2 depletion when its 5’ end is fully methylated, as observed
in MDA MB231 cells (data not shown). In cells exhibiting a bimodal methylation profile as HelLa cells, a
synergic activation was observed. Thus, the binding of MBD2 to the methylated TATA-box of pS2 reduces
but does not abolish pS2 response to ERa, suggesting that as a result of regional demethylation, pS2 is

poised for transcription.

Post-translational modifications of histone H3 are associated with pS2 expression induction

To get further insight on the mechanism involved in the opposite effect of MBD2 and ERa on pS2
transcription, we investigated histone modifications in HeLa cells. It is well known that both proteins, MBD2
and ERa, regulate the transcription by the recruitment of chromatin remodeling complexes (15, 38)
Importantly, ERa has been shown to interact with several coactivators with histone acetyltransferase activity
(CBP, p300, p/CAF and the members of p160 family) (38), or histone demethylase (LSD1) (39). Conversely,
MBD2 recruits corepressors with histone deacetylase activity (Mi2/NurD) (17). Histone H3 acetylation (H3Ac)
and histone H3 lysine 9 (H3K9) trimethylation chromatin marks have been the subject of intense
investigation during the past few years and appear to be associated with active and silent promoters,
respectively.

In our study, ChIP assays indicated that ERa pS2 stimulation was associated with increase in histone H3
acetylation (~2.5 fold) and enhanced the demethylation of H3K9 (~500 fold) at pS2 promoter, when
compared with wild type HelLa cells (Fig. 9). Moreover, in HelLa cells, the synergic activity of MBD2 depletion
and ectopic ERa expression on pS2 transcription led to a stronger induction of histone H3 acetylation (~28
fold) at pS2 promoter, while H3K9 methylation was still lowered (~10 fold), (Fig. 9). From these findings we
conclude that the transcriptional MBD2 repressor and ERa transactivator co-participate to the regulation of
pS2 expression by mediating a balance between repressive histone H3 lysine 9 trimethylation and active
histone H3 acetylation marks at pS2 promoter. Thus, the repressive effect of MBD2 on the transactivation of

pS2 mediated by ERa is linked to histone modifications.
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DISCUSSION

In cancer tissues and cell lines, transcriptional silencing associated with aberrant methylation of promoter
regions is now regarded as an almost universal epigenetic marker of malignant transformation (1-3). Since
the first experiments showing that the MBD2 binds in vivo to the methylated regulatory regions of p76 and
p14 and could thereby contribute to gene silencing in colon carcinoma cell lines (40), a body of evidence has
accumulated concerning associations between MBD proteins and hypermethylated promoter regions (41-
43). In non-pathological situations, MBD proteins are also directly involved in the repression of imprinted
genes and differentiation-dependent gene expression (17).

In unmethylated MCF7, methylated MDA MB231, and regionally methylated HelLa cells, we found that
MBD2 binding profiles parallel the methylation patterns of the pS2 5’ end, while MeCP2 and MBD1 were not
detected in this region. Furthermore in HelLa cells, high resolution mapping of MBD2 binding sites indicated
that MBD2 only associated the methylated region close to the TATA-box, whereas the unmethylated region,
including the pS2 ERE, was not targeted by this repressor.

MBD2 depletion by siRNA targeting MBD2 transcripts elevated pS2 transcription by a factor of ~3 in
Hela cells, while, in unmethylated cells (MCF7), pS2 expression was not affected by MBD2-specific siRNA
transfection suggesting a direct relationship between pS2 repression and MBD2 binding.

Injection in Xenopus laevis oocytes of regionally methylated plasmids has shown that a few methylated
cytosines can inhibit a flanking promoter but a threshold of modified sites is required to organize a stable,
diffusible chromatin structure. From these data and results obtained with chemical inhibitor of histone
deacetylase, these authors have proposed that a specialized chromatin structure, formed not only by MBD
proteins but also by other structural and remodelling activities, is organized on the modified DNA, when the
number of methylated sites is increased and reaches the threshold that leads to diffusion of gene silencing
on the DNA fiber (28). In agreement with this hypothesis, MBD2 depletion did not induce pS2 transcription in
MDA MB231 cells exhibiting fully methylated pS2 5’ end.

The present study also indicates that ERa only associates the unmethylated pS2 ERE independently of
the methylation status of the TATA-box region, since the same level of ERa was observed at the ERE region
in MCF7 cells and in HelLa cells transiently transfected with the HEGO vector encoding this receptor. In
contrast, strong expression of ERa upon transient transfection with HEGO, did not lead to ERa binding in
MDA MB231 cells, suggesting that full methylation of the 5’ end of pS2 prevents its binding. Although a direct
effect cannot be totally excluded, we have previously shown, using electrophoretic mobility assays, that
methylated oligonucleotides containing the pS2 ERE are efficiently recognized by ERa (44). In vivo
experiments also suggest an indirect effect of DNA methylation. In the HE5 cell line derived from MDA
MB231 that expresses functional ERa, but not pS2, DNase | hypersensitive sites are not modified by ERa
expression, while in the ERa and pS2 positive MCF7 cells display hormono-dependent hypersensitive
DNase sites at the pS2 ERE region (45). Thus, the methylation of TATA-box region does not seem to lead to
diffusible alteration of chromatin structure, in Hela cells.

As expected from the analysis of methylation and ERa binding sites profiles, ectopic expression of ERa
in MDA MB231 cells did not stimulate pS2 expression. In HeLa cells, ERa induction of pS2 expression was

observed suggesting that the demethylation of ERE region seems to be a prerequisite for estrogen-

13



dependent pS2 stimulation. Nevertheless, the level of pS2 transcript remained relatively low when compared
with that observed in E, treated MCF7 cells. The present study indicates that high levels of ERa can at least
partially overcome the transcriptional repression mediated by MBD2 without affecting the methylation status
of the pS2 promoter. Thus, the binding of MBD2 to the methylated TATA-box of pS2 reduces but does not
abolish pS2 response to ERa.

The mapping of MBD2 binding sites at pS2 locus indicated that MBD2 proteins lay downstream the
initiation start site. The analysis of the 5' region of the endothelin receptor B gene in human cell lines shows
that extensive methylation closely downstream of the initiation site does not abolish gene expression (46).
However, the impact of intragenic methylation has been studied from transgenes methylated exclusively in a
region downstream of the promoter, into a specific genomic site. This methylation pattern induces a close
chromatin conformation and decrease transcription levels, suggesting that this epigenetic mark may reduces
the efficiency RNA polymerase |l elongation (25). Thus, we cannot exclude that DNA methylation and MBD2
binding downstream pS2 promoter region may impact elongation rate. However, we observed post-
translational modifications of histone H3 (acetylation and demethylation) at the promoter region, when pS2
transcription is induced by MBD2 siRNA and/or ERa expression, suggesting that MBD2 depletion influences
chromatin conformation at pS2 promoter.

Recently, it has been published that, upon E; induction, synchronized human cell lines exhibit a cyclical
methylation/demethylation of the pS2 ERE region correlated with cyclical binding of transcriptional
repressors/activators (47, 48), when the 5’ end of pS2 is unmethylated (35, 48). Although the maintenance of
DNA methylation patterns begin to be well described, it will also be important to consider mechanisms that
enable the removal of these marks to fully comprehend the dynamic behavior of DNA methylation, as
suggested by recent reports (47, 48). Nevertheless, the mechanisms and enzymatic activities that are
responsible for DNA demethylation in mammals although potentially linked to DNA repair are controversial
(47-53).

Transcriptional repression mediated by MBD proteins can be reversed by various mechanisms. In
mouse and rat, Mecp2 is directly involved in a depolarization-controlled repression of the brain-derived
neurotrophic factor (Bdnf) gene in neurons (54, 55). This protein, associated with the corepressor Sin3a,
binds to a CpG-poor methylated region of Bdnf promoters. Upon the initiation of Ca™ signaling, Mecp2
becomes phosphorylated and is liberated from the promoter as Bdnf is activated. Mbd2 is also able to
repress CpG-poor methylated promoter. In Mbd2 null mice, ectopic expression of interleukin-4 (114) disrupts
T-helper cell differentiation, suggesting that Mbd2 is a transcriptional repressor of 114 in naive T cells. Indeed,
in naive wild type T cells, overexpression of the transcription factor GATA-3, normally required for Il4
expression, displaces Mbd2 from the promoter and activates I14 transcription (56).

The interplay between ERa and MBD2 in pS2 transcription indicates that the partial reversion of
transcriptional repression mediated by MBD2 does not necessary involve the displacement of this repressor
from its CpG-poor promoter region. In the model studied, the amount of pS2 gene immunoprecipitated by
anti-MBD2 antibodies was not affected by the binding of ERa. In addition, serial ChIP assays showed that
pS2 promoter region can be simultaneously bound by ERa and MBD2 proteins. Furthermore, the synergic
effects of ectopic ERa expression and depletion of MBD2 on pS2 transcription also suggest that both
proteins do not compete for pS2 promoter occupancy.

Data, obtained from experiments performed on cell lines, indicate that methylation-dependent repression
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of pS2 expression is mediated by MBD2. Nevertheless, ERa. binding can counteract the inhibitory effect of
DNA methylation without displacing MBD2 proteins from the TATA-box region. Taken together these data

might explain pS2 expression in some ERa-rich breast cancers despite the methylation of its TATA-box.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Expression of endogenous pS2 gene and DNA methylation patterns of its 5’ sequence in MCF7,
HelLa and MDA MB231 cells. (A) The expression of endogenous pS2 gene in MCF7, HeLa and MDA MB231
cell lines. pS2 MRNA levels were monitored by relative RT-PCR. Briefly, pS2 transcripts were simultaneously
amplified with g-actin transcripts as a loading control and expression standard. (B) Methylation patterns at
CpG sites of pS2 5’ flanking sequence from nt positions -464 to +314 in MCF7, HeLa, and MDA MB231 cell
lines. A schematic representation of the human pS2 gene is shown. The transcription start site is indicated
by a black arrow. Black box, AP1 site; dark-grey box, Estrogen-Responsive Element (ERE); light-grey box,
TATA-box; hatched boxes, pS2 exons. The studied region (from nt positions -464 to +314) is presented on
an expanded scale. This region contains 20 CpG sites, represented by white circles. The bisulphite-
sequencing status of this 5’ pS2 region in MCF7, HeLa and MDA MB231 cells (humber of analyzed clones,
n=10) is represented. Each line corresponds to a single DNA template molecule. Black and open circles

represent methylated and unmethylated CpGs, respectively.

Figure 2. Specific association of MBD2 to the methylated promoter region of pS2 gene. Detail of the pS2
gene region analyzed (from nt positions -464 to +314). CpG sites are represented by circles. The black line
represents the position of the fragment amplified by dose-dependent and quantitative PCR after ChiP. MBD
proteins binding to the methylated region of the pS2 promoter (from nt positions -11 to +292) was analyzed
by ChIP in MDA MB231, HeLa and MCF7 cells. Cross-linked chromatin was immunoprecipitated using rabbit
polyclonal anti-MBD2, anti-MeCP2 and anti-MBD1 antibodies. Purified DNAs from the input, unbound, bound
or IgG fractions were quantified and an equal quantity of each fraction (0.5 ng) of this DNA was amplified by
dose-dependent (A) or quantitative (B) PCR. (A) Representative experiments of MBD occupancy in the pS2
promoter are shown. (B) Relative amounts of immunoprecipitaded pS2 promoter to the input fraction
measured by quantitative PCR. Each bar represents the mean + standard deviation of at least three

independent experiments.

Figure 3. ChIP-on-chip analysis of MBD2-binding sites on pS2 5’ end regionally methylated in HelLa cells.
(A) Array peaks on pS2 5 end of MBD2 log2 signal ratio (MBD2 / Input) values are shown below the
Affymetrix’ Integrated Genome Browser (IGB) window. Red peaks, MBD2 binding sites; yellow peak, MBD2
free sites. Genes are transcribed from right to left. pS2 methylation status from nt positions -464 to +314 is
shown by a diagram. “pS2 ERE fragment” and “pS2 promoter fragment” analyzed by PCR following ChIP are
represented by a white box. (B) BRCA1 5’ end viewed as a MBD2 free control.

Figure 4. MBD2 specifically and directly represses pS2 transcription. Real time RT-PCR analysis of pS2
transcripts in HeLa and MBDZ2-depleted Hela cells (HeLa cells pretreated for 72 h with MBD2 siRNA)
transfected with an MBD2 vector expressing a transcript resistant to RNAi (pRev-MBD2 vector) or with an
empty basic vector pGL3. Transcriptional expression of pS2 was analyzed 24 h after transfection. The fold
change of pS2 expression was calculated from the relative pS2 mRNA in pRev-MBD2-transfected cells

compared to pGL3-transfected cells. Values are presented as the mean * standard deviation of at least three
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independent transfection experiments. A significant difference between the two cell groups is represented by
an asterisk * (P<0.05).

Figure 5. ERa only associates hypomethylated ERE region. Representative experiments of ERa ChIP
assays in ERa-rich MCF7 cells, in ERa-negative HeLa and MDA MB231 cells, and in HeLa and MDA MB231
expressing the vector HEGO encoding ERa (HelLa::ERa, and MDA MB231::ERa. ChIP assays were
performed as described in Fig. 2. The position of the “pS2 ERE fragment” analyzed by PCR are represented
on the pS2 5’ end schema.

Figure 6. ERa stimulates pS2 transcription in HelLa cells. Real time PCR quantification of pS2 mRNA in
Hela cells ectopically expressing ERa. HelLa cells were transfected with the vector HEGO coding for ERa.
and pS2 expression was monitored 24h after. To investigate the estrogen dependence of pS2 expression,
cells were exposed to 5 uM of antiestrogen (4-hydroxytamoxifen or OHT). Bar chart show the fold change of
pS2 expression calculated from the relative pS2 mRNA in HEGO-transfected cells compared to pSG5, empty
vector-transfected cells. Each bar represents the mean + standard deviation of three analyses. A significant

difference between the two cell groups is represented by an asterisk * (P<0.05).

Figure 7. The transactivators ERa and the methylation-dependant repressor MBD2 can simultaneously
bound the pS2 promoter in HelLa cells. (A) MBD2 ChIP assays in HelLa cells expressing ERa (HeLa::ERa).
Relative amounts of immunoprecipitaded pS2 promoter measured by quantitative PCR from Hela or
HelLa:ERa cells. Each bar represents the mean + standard deviation of at least three independent
experiments. (B) Serial ERa-MBD2 ChIP assays to pS2 promoter. Chromatin prepared from HelLa cells
transfected with a human ERa expression vector was subjected to the ChIP procedure with the anti-ERa
antibody, and again immunoprecipitated using antibodies as indicated at the top of the figure (Non-specific
antibody, IgG; anti-ERa antibody, ER; anti-MBD2 antibody, MBD2).

Figure 8. MBD2 modulates the estrogen response of pS2 gene. (A) Transcriptional expression of pS2 was
analyzed using relative RT-PCR in Hela cells expressing ERa and/or depleted in MBD2. Mock, mock-
treated HelLa cells. ER, HelLa cells 24 h after transfection with a human ERa expression vector, HEGO.
MBD2 siRNA, Hela cells pretreated for 72 h with MBD2 siRNA and again for 24 h. MBD2 siRNA + ER, Hela
cells pretreated for 72 h with MBD2 siRNA, then cotransfected with MBD2 siRNA and HEGO for 24 h. OHT,
24 h treatment with 4-hydroxytamoxifen. MCF7, MCF7 cells. (B) Bar chart showing the fold change of pS2
expression in HelLa cells expressing ERa and/or depleted in MBD2. pS2 transcripts were quantified by real
time RT-PCR. The fold change was calculated from the relative pS2 mRNA in treated compared to mock-
treated cells. Each bar represents the mean + standard deviation of three analyses. A significant difference

between the two cell groups is represented by an asterisk * (P<0.05).

Figure 9. Histone H3 acetylation and histone H3 trimethylation marks on pS2 promoter in presence or
absence of MBD2 and/or ERa in HelLa cells. HeLa cells, wild type (HelLa), expressing ectopically ERa
(HeLa::ERa) and depleted in MBD2 and expressing ectopically ERa. (MBD2 KD Hela::ERa), were subjected
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to ChIP analysis using anti-histone H3 acetylation (H3Ac) or an anti-histone H3 lysine 9 trimethylation
(H3K9me3) antibodies. The pS2 promoter was amplified by real-time PCR from an equal amount (0,5 ng) of
total DNA immunoprecipitated by the different antibodies. Relative amounts of H3Ac or H3K9me3 marks
were measured by comparing fractions immunoprecipitated by the anti-H3Ac or anti-H3K9me3 antibodies to
fractions immunoprecipitated by the anti-histone H3 pan antibody. Each bar represents the mean + standard

deviation.
Supplementary Data

Figure S1. MBD2 siRNA treatments, supplementary data. (A) MBD2 expression in MBD2 siRNA transfected
cells. Bar chart representing the efficiency of MBD2 siRNA in HeLa, MCF7 and MDA MB231 In mock treated
cells, the initial amount of MBDZ2 molecules / ug of total RNA was : 7.4 10°+ 1.3 x 106, in HelLa cells; 5.8 x
10° + 1 x 10° in MDA MB231 cells and 3.2 x 10° + 0.6 x 10°%, in MCF7 cells. The efficiency of MBD2 siRNA
was calculated from the MBD2 mRNA in treated cells compared with mock-treated cells. Each bar
represents the mean + standard deviation of, at least, three independent analyses. (B) MBD1, MBD2 and
MeCP2 protein quantifications in HeLa cells expressing transient MBD2 siRNA. Hela cells were pretreated
for 72 h with MBD2 siRNA and again for 24 h. Mock-treated cells were transfected with a non-specific
siRNA. Immunoblot analysis of MBD2, MBD1 and MeCP2 proteins in mock-treated and in MBD2 siRNA-
treated HelLa cells. MBD2, MBD1 and MeCP2 proteins were probed using rabbit polyclonal antibodies. The
same membrane was then stripped and probed using a mouse B-tubulin antibody as a loading control. (C)
Bart chart showing the fold change of pS2 expression in MCF7 and MDA MB231 cells depleted in MBD2.
pS2 transcripts were quantified by real-time RT-PCR. The fold change was calculated from the amount of
pS2 mRNA in treated cells compared with mock-treated cells. Each bar represents the mean + standard

deviation of, at least, three independent analyses.
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Figure 3 Chatagnon et al.
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Figure 7 Chatagnon et al.
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Figure 8 Chatagnon et al.
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ARTICLE 3

Genome wide distribution of MBD2 binding sites,
DNA methylation profiles and silencing potential.

Chatagnon A, Perriaud L, Nazaret N, Benhattar J, Lachuer J, Dante R.
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ARTICLE 3
ROLE PREPONDERANT DE MBD2 DANS LA REPRESSION TRANSCRIPTIONNELLLE

METHYLATION-DEPENDANTE DES CELLULES CANCEREUSES HELA

Au cours des deux précédentes études, nous avons pu démontrer une réelle spécificité de la
protéine MBD2 pour les loci ATERT et pS2, et caractériser son role dans leur régulation
transcriptionnelle méthylation-dépendante. L’association de ce répresseur aux promoteurs
hyperméthylés dans les cancers a déja été largement constatée (Nguyen et al., 2001;Bakker et al.,
2002;Koizume et al., 2002;Ballestar ef al., 2003;Lin and Nelson, 2003;Kondo ez al., 2005;Auriol et
al., 2005;Lopez-Serra et al., 2006). De plus, une étude réalisée par 1’équipe du Dr Esteller, en
collaboration avec notre équipe, a montré¢ que MBD?2 serait de loin le répresseur méthylation-
dépendant réprimant le plus grand nombre de genes (~900 genes sur 967) dans les cancers (Lopez-
Serra et al., 2008). Toutefois, tous ces résultats sont issus d’études réalisées sur un nombre restreint
de genes, il apparaissait donc intéressant d’élargir 1’analyse des profils de fixation de la protéine
MBD?2 a I’ensemble des promoteurs du génome afin de vérifier si cette protéine est réellement

un répresseur méthylation-dépendant important.

1- INTRODUCTION

Le premier réle attribué a la protéine MBD2 a été son rdle dans la répression transcriptionnelle
méthylation-dépendante (Ng ef al., 1999). Toutefois, quatre études récentes ont montré que MBD2
serait également un activateur transcriptionnel (Fujita ez al., 2003;Ego et al., 2005;Angrisano et al.,
2006;Wischnewski et al., 2007). De plus, dans des neurones, la carte de liaison de la protéine a
MBD, MeCP2, aussi initialement décrite comme un répresseur transcriptionnel, a montré que 63%

des sites MeCP2 sont des promoteurs de génes actifs (Yasui ef al., 2007).

Par ailleurs, la protéine MBD2, via la régulation de I’expression de geénes spécifiques,

posséderait un role central et important au cours de la tumorigenese, faisant d’elle une nouvelle
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cible thérapeutique potentielle en cancérologie (Slack ef al., 2002;Sansom et al., 2003;Campbell et
al., 2004;Shukeir et al., 2006;Wischnewski et al., 2007;Phesse et al., 2008).

Dans ce contexte, caractériser spécifiquement le role de MBD2 dans la régulation génique des
cellules cancéreuses apparait étre important. Nous avons donc voulu mettre en parall¢le les profils
de méthylation de ’ADN, de fixation de MBD2 et de I’ARN polymérase II pour 1’ensemble des
promoteurs du génome. Pour se faire, ’utilisation de techniques de MeDP-on-ChIP ou de ChIP-
on-chip, soit d’hybridation d’ADN spécifiquement précipité pour son statut de méthylation (MeDP,
Methylation DNA Precipitation) ou de liaison a MBD2 ou a I’ARN polymérase II (ChIP-on-chip)
sur des puces a ADN génomique, semble les plus adaptées. Ce travail a été réalisé en collaboration
avec la plateforme ProfilExpert de Lyon, qui a effectué les hybridations sur puces et nous a aidés
dans 1’analyse bioinformatique de nos données. Les cellules cancéreuses HelLa ont été choisies

comme modele d’étude.

2- RESULTATS

Afin de sélectionner les régions génomiques spécifiques associées a la protéine MBD2 et a
I’ARN polymérase II, des expériences de ChIP ont été réalisées avec des anticorps anti-MBD?2 et
des anticorps anti-ARN polymérase II.

Nous avons choisi 1’absence d’ARN polymérase II comme indicateur de répression
transcriptionnelle. En effet, la fixation d’ARN polymérase II sur ’ADN n’induit pas forcément la
transcription (Sandelin ef al., 2007). Néanmoins, cette protéine est indispensable a la transcription,
donc si I’ARN polymérase II est absente, le gene est silencieux.

La spécificité des ChIP MBD2 et ARN polymérase II ont été vérifiée et validée par I’analyse de
régions réprimées ou non, connues pour étre fixées ou pas par la protéine MBD2 dans les cellules
HeLa, tels que les promoteurs BRCAI, RASSF1A et GAPDH actifs et non fixés par MBD?2, les
promoteurs hTERT et pS2 actifs et fixés par MBD2, le promoteur NBR2 réprimé et fixé par MBD2
et le promoteur PARVG réprimé et non fixé par MBD2 (Auriol ef al., 2005;Lopez-Serra et al.,
2006;Chatagnon et al.,2009;Chatagnon et al.,2009 en soumission).

Les fragments d’ADN méthylés ont eux été sélectionnés grace a ’utilisation d’une protéine
recombinante contenant 4 domaines MBD (4xMBD), clonés a partir du domaine MBD de MBD1
(Jorgensen et al., 2006). Cette protéine est capable d’immunoprécipiter de I’ADN double brin
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méthylé avec une forte affinité (0,5x10° M 4 0,2x107 M, dépendant du nombre de CpG méthylés)
(Jorgensen et al., 2006). La spécificité de cette protéine recombinante 4xMBD pour I’ADN
méthylé, dans nos conditions d’expérimentation, a été testée par gel retard. Pour cela, nous avons
utilisé des oligonucléotides double brin de 43 pb contenant 5 CpG méthylés ou non et effectué des
contrdles négatifs via une protéine 4xMBD porteuse d’une mutation ponctuelle R22A inhibant son
activité de liaison a ’ADN méthylé (Jorgensen et al., 2006). Puis, nous avons vérifi¢ ’effet
potentiel de la densité en CpG sur l’interaction de la protéine 4xMBD aux fragments d’ADN
méthylés. L’ADN extrait de cellules HeLa fragmenté (~400pb) a été ainsi incubé avec la protéine
4xMBD puis les fragments d’ADN associés a cette protéine ont été purifiés. L’enrichissement
relatif des fragments spécifiquement retenus par la protéine par rapport a I’ADN total a été par la
suite déterminé par PCR quantitative. Pour valider cette expérience, nous avons utilisé¢ des génes a
promoteurs pauvres en CpG ou riches en CpG connus pour étre méthylés ou non dans les cellules
HeLa, tels que les promoteurs BRCAI et RASSF1A contenus dans des ilots de CpG et non-
méthylés, les promoteurs NBR2 et hTERT contenus dans des ilots de CpG et méthylés, les
promoteurs GAPDH et pS2 pauvres en CpG et méthylés (Auriol et al., 2005;Lopez-Serra et al.,
2006;Chatagnon et al.,2009;Chatagnon et al.,2009 en soumission). Ainsi nous avons pu montrer
que la protéine 4xMBD est aussi bien capable de reconnaitre spécifiquement des fragments

d’ADN endogenes riches en CpG et méthylés que des fragments méthylés pauvres en CpG.

La quantit¢ d’ADN immunoprécipité par ChIP ou par précipitation sélective d’ADN méthylé
(MeDP) étant tres faible (~3 a 5 ng), deux étapes d’amplification, par PCR aléatoire (random
PCR) de ces ADN ont été réalisées avant hybridation sur puces. Apres vérification et validation de
ces étapes d’amplification (efficacité, conservation de la complexité et de la diversité de la
population initiale, fixation et non-fixation de MBD2 et de I’ARN polymérase, statut de
méthylation des zones connues), les échantillons « ADN total » et « ADN spécifiquement
précipité » ont ét¢ déposés sur puces a promoteurs Affymetrix (GeneChip® Human Promoter
1.0R Array, Affymetrix). Ces puces comprennent 4,6 millions de sondes et couvrent environ 25,500
promoteurs humains. Les sondes sont réparties entre -7,5 Kb et +2,45 Kb par rapport au site
d’initiation de la transcription ; et pour 1,300 geénes associ€s au cancer 2,5 Kb supplémentaire en
amont des -7,5 Kb sont également représentés. Les sondes font 25 pb de long et sont espacées tous

les 10 pb.

Les données ainsi générées ont ¢t¢ traitées par différents logiciels. L’une des premieres

étapes a consisté, a partir des données brutes issues du scanner Affymetrix, a créer un fichier
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contenant ’intensité des signaux et leurs positions sur le génome. Ceci a été effectué par le
logiciel proposé par Affymetrix, GCOS (Affymetrix® GeneChip Operating Software). Puis, le
logiciel TAS (Affymetrix® Tiling Analysis Software) a permis de normaliser les signaux des
puces sur lesquelles I’ADN spécifiquement immunoprécipité avait été¢ hybridé par rapport aux
signaux obtenus par les puces contrdles ou les échantillons d’ADN total ont été déposés. Puis, par
ce méme logiciel, les régions statistiquement appauvries ou enrichies par rapport a P’ADN
total ont été définies. Pour cela, un seuil propre a chaque critére, méthylation (log2 > 0,1),
fixation de MBD2 (log2 > 0,3) et absence d’ARN polymérase II (log2 < -0,1), a été déterminé
expérimentalement en visualisant, sous le logiciel IGB (Integrated Genome Browser), les données
obtenues pour les régions utilisées lors de la validation des ChIP et des MeDP (BRCAI, NBR2,
hTERT, pS2, GAPDH, RASSF 14, et PARVG). Ensuite, les régions ont été¢ annotées par le logiciel
CisGenome afin de pouvoir associer ces régions aux genes. Les données ont été par la suite filtrées
suivant quelques critéres : chromosomes, distance par rapport aux sites d’initiation de Ia
transcription... Les données du chromosome X ont été éliminées car les cellules HeLa sont des
cellules femelles donc elles possédent un chromosome X inactif qui pourrait induire un biais dans
notre analyse. De plus, dans les cellules HeLa des anomalies et des duplications du chromosome X
ont été observées (Macville ef al., 1999). Enfin, les données obtenues pour chacun des trois critéres,
méthylation, fixation de MBD?2 et absence d’ARN polymérase II, ont été croisées grace au logiciel
commercial de création et de gestion de bases de données, Microsoft Access, afin d’établir s’il
existe des corrélations entre la méthylation de I’ADN, la fixation de MBD2 et la répression

transcriptionnelle.

Dans ce but, nous avons tout d’abord étudié¢ la répartition des signaux de méthylation, de
fixation de MBD2 et d’absence d’ARN polymérase II par rapport aux sites d’initiation de la
transcription pour savoir si ces trois signaux co-localisent. Cette étude a été effectuée sur
I’ensemble des génes du chromosome 1. La distribution des signaux a été déterminée par le ratio du
nombre de sondes « positives » versus le nombre de sondes présentes sur la puce dans la région
correspondante car les sondes ne sont pas également réparties sur la puce. Ces pourcentages ont été
ensuite normalisés par la valeur de la médiane pour chaque parameétre et ont été reportés par rapport
a leur distance au site d’initiation de la transcription avec une résolution de 50 pb. Cette analyse a
ainsi révélé une co-localisation de I’enrichissement en sites méthylés, MBD2 positifs, et ARN
polymérase négatifs sur une région comprise entre -700 pb et + 200 pb autour du site
d’initiation de la transcription. Ces résultats suggéraient donc une certaine corrélation entre ces

trois parametres sur cette région, qui fut donc retenue pour la suite des analyses.
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A partir des seuils et de la zone d’étude retenus, nous avons validé de maniére plus
approfondie nos résultats obtenus par ChIP-on-Chip MBD2 et MeDP-on-Chip grace a des
données publiées ou obtenues par des laboratoires indépendants. Nous avons ainsi trouvé 80%
(15 sur 19 geénes) de concordance entre nos résultats de ChIP-on-chip MBD2 et ceux de ChIP
MBD2 publiés par I’équipe du Dr Esteller (Lopez-Serra et al., 2006). En outre, plus de 80%
d’analogie a été observée entre nos résultats de MeDP-on-chip et des données obtenues par 1’équipe
du Dr Benhattar sur les profils de méthylation de promoteurs dans les cellules HeLa réalisées par de
digestions aux enzymes de restriction sensibles a la méthylation de I’ADN. Par ailleurs, la liste des
genes silencieux, identifiés par ’absence d’ARN polymérase 11 en ChIP-on-chip, a été¢ comparée a
une analyse du transcriptome des cellules HeLa sur puce d’expression CodeLink, effectuée par nos
soins. 76% de concordance entre les deux listes obtenues par ces deux différentes techniques a été
observée, validant notre approche de ChIP-on-chip ARN polymérase II. La validation de nos
approches de ChIP-on-chip MBD2, ARN polymérase II et MeDP effectuée, nous avons recherché
les potentielles corrélations entre la fixation de MBD2, la méthylation de I’ADN et la répression

transcriptionnelle,

Parmi les génes méthylés sur la région de -700 a +200 pb, 71% (10,355 sur 14,532) ont été
trouvés ARN polymérase II négatifs. Cette association significative (test v*=7,87x 10?"?) est en
accord avec les données de la littérature qui décrivent une corrélation inverse entre la
méthylation de PADN et P’expression génique (Bird, 2002). De plus, 70,5% des génes ARN
polymérase II négatifs, donc silencieux, sont méthylés, suggérant que la méthylation de ’ADN est
un mécanisme important de répression transcriptionnelle.

Comme attendu pour les protéines a MBD, la majorité des sites de liaison de MBD2 (74%,
6,108 sur 8,257) sont associés a la méthylation des promoteurs. L’analyse statistique a indiqué
que cette association n’est pas le fruit du hasard (test y* = 1,08 x 10"*°), suggérant un
recrutement spécifique de MBD2 sur les sites méthylés. La liste des genes MBD2 positifs a
également €té croisée par celle des genes non associés a I’ARN polymérase II. Une association
non-aléatoire entre les génes fixés par MBD2 et non liées par ’ARN polymérase II a été
observée (test y° = 7,7 x 107). En effet, la majorité des génes MBD2-positifs (65%, 5,355 sur
8,257) sont silencieux, comme déterminé par I’absence d’ARN polymérase, suggérant que MBD2
est impliquée dans la répression transcriptionnelle de ces génes.

Enfin, lorsque les trois parametres ont été croisés, S1% des génes fixés par MBD2 ont été
trouvés méthylés et silencieux. De plus, parmi les promoteurs méthylés et silencieux, ~41%
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sont liés par MBD2, démontrant une grande importance de cette protéine dans la répression
transciptionnelle méthylation-dépendante. Ces données indiquent par ailleurs une
interdépendance entre ces trois paramétres (analyse des correspondances multiples, p<0,0001).
En outre, parmi les 23,054 régions promotrices représentées sur la puce Affymetrix et trouvées
associées a des geénes par CisGenome, environ 18% sont MBD2 positives, méthylées et ARN
polymérase II négatives. De plus, il est a noter que parmi ces genes environ la moitié (2,290 sur
4,201) possede un promoteur inclus dans un ilot de CpG et 1’autre moitié (1,911 sur 4,201) possede
un promoteur dit « pauvre en CpG », suggérant que la densité en CpG n’est pas un élément

discriminant dans cette répression épigénétique, dans les cellules HeLa.

3- CONCLUSION

En définitive, nous avons développé des approches globales de MeDP-on-chip et de ChIP-
on-chip, nous permettant d’analyser les profils de méthylation de I’ADN et de fixation de MBD2 et
de I’ARN polymérase II pour I’ensemble des promoteurs du génome. Ainsi, nous avons pu mettre
en évidence une association significative entre la méthylation de I’ADN, la fixation de MBD2 et
I’absence d’ARN polymérase II, soit la répression transcriptionnelle. La méthylation de
I’ADN apparait ainsi €tre un mécanisme largement impliqué dans la répression
transcriptionnelle et ce en grande partie via MBD2. Ces données démontrent ainsi que MBD2
posséde toutes les caractéristiques d’un répresseur transcriptionnel méthylation-dépendant et
qu’il apparait étre le répresseur méthylation-dépendant le plus utilisé dans les cellules

cancéreuses HelLa, comme le suggérait les travaux antérieurs (Lopez-Serra et al., 2008).
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ABSTRACT

The Methyl-CpG-Binding Domain proteins (MBD) are though to be key molecules in the
interpretation of DNA methylation signals leading to gene silencing trough recruitment of
chromatin remodeling complexes. In cancer, one member of this protein family, Methyl-CpG-
Binding Domain protein 2 (MBD2), seems to play an important role in loss of expression of
aberrantly methylated genes. To determine at whole genome level the potential relationship
MBD2 and transcriptional repression, we analyzed DNA methylation patterns, MBD2 and RNA
polymerase Il (POLR2) binding sites on microarray representing 25,500 promoters regions
spanning from 7.5 kb upstream to 2.5 kb downstream the 5’ transcription start sites (TSS). This
first whole genome mapping of MBD2 binding sites indicated that MBD2 associated methylated

145

regions (p = 1.1 x 107™), in HeLa cells. Transcriptional silencing was also correlated with DNA

methylation (p = 7.9 x 10"

) and a non-random association (p < 0.0001) between silent genes,
DNA methylation and MBD2 binding was observed. Furthermore, distance of MBD2 binding
sites from TSSs, lessened the strength of this association, suggesting that MBD2 may repress
transcriptional initiation. Among the silent genes, about 42% of them exhibited methylated
sites bound by MBD2 in the TSS regions, indicating that MBD2 may be predominant in
repression associated with DNA methylation. Categorization of these genes revealed that the
emerging groups (cell death and cell cycle) were directly related to cancer, suggesting that

MBD?2 is involved in the neoplastic process.



INTRODUCTION

Since the discovery of an inverse correlation between the methylation of the cytosine in 5’-C-G-3’
dinucleotide (also called CpG) and transcriptional activity, the potential relationship between DNA
methylation and gene silencing has been investigated in many organisms [Bird and Tweedie 1995]. A
large part of these studies has been performed from human and mouse cell lines and has shown that
specific proteins or complexes can recognized methylated DNA and mediate transcriptional repression
by changing the local chromatin structure [Bird and Wolffe 1999].

The first protein, able to associate methylated CpGs, independently of the surrounding sequences,
was identified over 15 years ago and called MeCP2 [Nan et al. 1997]. Further studies have shown that
MeCP2 belongs to a protein family of 5 members sharing, with the exception of MBD3, a same
functional methyl-CpG-binding domain (MBD) responsible of this binding specificity [Hendrich and Bird
1998]. Among this family, 3 of them, MBD1, MBD2, and MeCP2, mediate transcriptional repression by
targeting chromatin remodeling co-repressors complexes to methylated DNA sequences [Dhasarathy
and Wade 2008; Klose and Bird 2006; Sasai and Defossez 2009]. Although MBD3 lacks methyl-CpG-
binding activity because of amino acid changes at critical positions [Hendrich and Bird 1998], this
protein is part of the histone deacetylase (HDAC) and chromatin remodeling Mi2/NuRD complex
[Sakai et al. 2002; Wade et al. 1999]. MBD4 was first identified as thymine glycosylase primarily
involved in DNA repair [Hendrich et al. 1999] However, recent works indicate that this last member of
MBD protein family is also involved in gene silencing [Kondo et al. 2005; Majumder et al. 2006]. MBD
proteins do not exhibit a strict specificity toward DNA interacting complexes and DNA sequences.
MeCP2 interacts with the Sin3A/HDAC complex, the nucleosome remodeler ATRX, and also
associates with an H3K9 methyltransferase activity [Fuks et al. 2003; Jones et al. 1998; Nan et al.
1998]. MBD2 recruits the histone deacetylase NurD complex, while MBD1 interacts with the H3-K9
histone methyltransferases SETDB1 and SUV39H1, and the heterochromatin-binding protein HP1
[Fujita et al. 2003b; Sarraf and Stancheva 2004]. Furthermore, MBD4 seems to associate the
Sin3A/HDAC complex [Kondo et al. 2005]. DNA sequence specificity has not been described for the
MBD protein binding sites, with the exception of MeCP2 which preferentially associates methylated
CpG in DNA stretches surrounded by A/T rich sequences [Klose et al. 2005]. However, in human cell
lines, MBD1, MBD2, and MeCP2 associate different genes, independently on their relative
concentrations [Lopez-Serra et al. 2006]. Moreover, in MBD2 depleted Hela cells, neither MeCP2 nor
MBD1 bind the MBD2 binding sites at the methylated area of the BRCA1 CpG island [Lopez-Serra et
al. 2006].

Although the MBD proteins seem to be directly involved in transcriptional repression, Mbd1, Mbd2,
and Mecp2, knockout experiments indicate that the loss of these genes is not associated with global
misexpression of methylated genes [Guy et al. 2001; Hendrich et al. 2001; Zhao et al. 2003].
Nevertheless, Mbd1 depletion leads to neuronal maturation deficits and significant increase in the
expression of the endogenous virus, AP, associated with chromosome instability in cultured neuron

cells [Zhao et al. 2003]. In mouse, Mecp2 deletion also induces neurological disorders. Mecp2'/' mice



exhibit phenotypes that resemble some of the symptoms observed in the RETT syndromes [Guy et al.
2001]. This human pathology is caused by MeCP2 mutations and represents one of the most common
causes of mental retardation in females [Amir et al. 1999]. Furthermore, several neuronal genes are
silenced by Mecp2, when they are methylated [Sasai and Defossez 2009] and methylation-dependent
binding of MeCP2 at methylated loci have been described from many in vivo analysis of chromatin
[Klose and Bird 2006].

The involvement of MeCP2 in the RTT syndrome has stimulated the interest of the scientific
community. Recently ChIP on chip analysis of MeCP2 binding sites in neuroblastoma cell lines on
tiling array [Yasui et al. 2007] and identification of new partners [Chahrour et al. 2008] have suggested
that MeCP2 may have a dual role and can activate silent genes. Thus, further studies are needed for a
full understanding of the role of MeCP2 in mental retardation.

Loss of Mbd2 does not induce specific phenotypes in mouse, with the exception of an abnormal
maternal behavior [Hendrich et al. 2001]. Nevertheless, transcriptomic analysis, using either gene-
candidate or microarray approaches, indicates that Mbd2 is a methylation-dependent transcriptional
repressor of many genes, including, interlleukin-4, during T helper cell differentiation [Hutchins et al.
2002]; exocrine pancreatic genes [Barr et al. 2007], in colon; and Xist on the active X-chromosome
[Barr et al. 2007].

In human cell lines, MBD2 protein deletion also induces gene expression. For example, MBD2
knock down, mediated by RNA interference, alleviates methylation-dependent repression of GSTP1
[Lin et al. 2001], NBR2 [Auriol et al. 2005; Chatagnon et al. 2009], hTERT [Chatagnon et al. 2009],
p14ARF [Martin et al. 2008], TFF1 [Chatagnon et al. submitted], and in human colon cancer cell line,
HCT116, MBD2 depletion activates exocrine pancreatic genes as observed in Mbd2" mice [Berger et
al. 2007].

Although MBD2 is not, as MeCP2, directly involved in a specific human pathology, data obtained
from mouse models are in favor of an important role of MBD2 in cancer cell survival and/or
proliferation. Strong reduction of intestinal adenomas have been observed in Mbd2 knockout mice

derived from Apc""™"

mice [Sansom et al. 2003], suggesting that loss of Mbd2 protects the mice from
gene-hypermethylations associated with Apc mutation [Eads et al. 2002]. In human cell lines, MBD2
antisense inhibitors suppress tumorigenesis in vitro and in vivo, when these cells are implanted in
nude mice as a model [Campbell et al. 2004]. The anti-tumoral action of MBD2 depletion is not due to
intrinsic cellular toxicity, since morpholino, antisense RNA [Campbell et al. 2004] or siRNA targeting
MBD2 (~ 10 cell lines analyzed, unpublished data) affect neither cell survival nor growth cell rate.
Taken together, these data suggest that MBD2 protein is involved in the complex steps leading to the
outgrowth of malignant cells in a new organ environment.

Aberrant hypermethylation of CpG islands at the 5’ end of tumor-suppressor genes, leading to
transcriptional repression, seems to be a characteristic of cancer cell lines and tumor tissues [Baylin
and Ohm 2006; Ehrlich et al. 2002; Esteller 2007]. Futhermore, ChIP on chip experiments from limited
number of genes (7,776) indicate that MBD proteins are associated with hypermethylated silenced
genes in human breast cancer cell lines. Among the 3 MBD proteins analyzed (MeCP2, MBD1, and

MBD2), MBD2 exhibit the widest binding profile [Ballestar et al. 2003]. In HeLa cells, a human uterine



cervical cancer cell line, depletion of MBD proteins by RNAIi induces a release of transcriptional
silencing of hypermethylated genes. In addition, the data indicate that for single MBD interference,
MBD2 depletion is the protein most commonly involved in the observed release of gene silencing by
far [Lopez-Serra et al. 2008]. All together, these studies are in favor of prominent role of MBD2 in
silencing hypermethylated genes in cancer cell lines. |

Nevertheless, some data suggest that MBD2 may act as a gene activator. Yeast two-hybrid
interaction screening has led to the discovery of two interacting proteins: TACC3 (transforming-acid-
coiled—caoil) [Angrisano et al. 2006] and MBD2in [Lembo et al. 2003], data obtained from methylated
expression vectors indicate both proteins are able to relieve MBD2 repression [Angrisano et al. 2006].
Association between MBD2 and a viral transcriptional stimulator (Tax) of the human T-cell leukemia
virus type 1 (HTLV-1) has been reported [Ego et al. 2005]. Moreover, the authors have also found that
the complex MBD2-Tax activates methylated expression vectors containing the HTLV-1 long terminal
repeat as a promoter [Ego et al. 2005]. A role of MBD2 in activation of unmethylated expression
vectors has been also suggest from a study indicating that MBD2a (the long isoform of MBD2
transcripts) selectively interacts with RNA helicase A (RHA), a component of CREB transcriptional
coactivator complexes [Fujita et al. 2003a].

Taken together these data raise the question of the major role of MBD2 in transcriptional
expression in cancer cells. In order to address this point, we have analyzed the characteristic of MBD2
binding sites in HelLa cells, a human cervix carcinoma cell line. Fragmented chromatin segments were
selected by immunoprecipitation by antibodies directed against MBD2 and the corresponding DNA
fragments were analyzed on high-density tilling array representing the transcription start site regions
(7.5 kb upstream and 2.5 kb downstream) of about 25,000 human promoters (ChIP on chip). The map
of MBD2 binding sites were, then, compared with the map of methylated DNA sites and RNA
polymerase Il (POLR2) binding sites determined using methylated DNA precipitation (MeDP) and
ChIP on chip approach, respectively. This genome wide analysis has correlated the MBD2 binding
sites with DNA methylation and silent genes, indicating that MBD2 behaves like a true methylation-

dependent transcriptional repressor in the human cancer HelLa cells.



RESULTS

Chromatin immunoprecipitation assays

DNA fragments (about 300 bp in length) associated with MBD2 or POLR2 were analyzed by chromatin
immunoprecipitation (ChlP). ChIP experiments were performed from cross-linked chromatin as
previously described [Auriol ef al. 2005; Chatagnon et al. 2009]. We used antibodies directed against
MBD2 and antibodies directed against POLR2. In order to identify silent genes we used the absence
of POLR2 as an indicator of the absence of transcriptional activity. The quality of each ChIP
experiment was evaluated using a set of genes (BRCA1, pS2, and hTERT) previously analyzed in our
own laboratory [Auriol et al. 2005; Chatagnon et al. 2009] and data (PARVG, RASSF1A, and GAPDH)
previously published [Lopez-Serra et al. 2008] (Figure 1).

Selective precipitation of methylated DNA fragments

Methylated DNA fragments were selected using a recombinant protein (4xMBD) containing four
Methyl-CpG-Binding Domain (MBD) cloned from the Methyl-CpG-Binding Domain protein 1 (MBD1).
This protein associates methylated double-stranded (ds) DNA and binds ds-oligonucleotides with high
affinity (O.5x10"‘3 M to 0.2x107 M, depending on the number of methylated CpG) [Jorgensen et al.
2006]. Thus, the 4xMBD represents an interesting tool for selecting methylated DNA fragments.

The specificity of this protein for methylated CpGs, in our own experimental conditions, was
determined by band-shift assays using a double-stranded 43-bp probe, containing 5 CpGs. The
methylated oligonuclotide was efficiently recognized by the 4xMBD protein, while the 4xMBD protein
did not interact with the unmethylated probe (Figure 2). Moreover, negative controls were performed
with the 4xMBD-R22A protein which carried a R22A point mutation that disrupts its DNA binding
activity [Jorgensen et al. 2006]. As expected, the mutated recombinant protein interacted neither with
the methylated nor with the unmethylated probes (Figure 2).

Next, we investigated the potential effect of CpG density on the interaction between the 4xMBD
and methylated genomic DNA fragments. Sonicated DNA was incubated with 4xMBD proteins and
DNA fragments associated with these proteins were purified. The relative amounts of a set of genes,
previously analyzed by bisulfite sequencing [Auriol et al. 2005; Chatagnon et al. 2009; Lopez-Serra et
al. 2006], were determined by quantitative PCR (Q-PCR). We chosen three methylated DNA
fragments: a segment of the BRCAT 5 end embedded in a CGi (CpGopsiexp = 0.65; G+C = 57%), a
segment of a non-CGi PARVG, and a segment of pS2/TFF1 5 end not included in a CpG island.
Three unmethylated DNA segments were also quantified: a segment including the exon 1 of BRCA1
(also included in the BRCA1 CGi), a segment of the 5" end of GAPDH included in a CGi (CpGopsfexp =
0.72; G+C = 67.4%), and a segment of the 5’ end of RASSF1A CGi (CpGqpsiexp = 0.79; G+C = 62%).
Q-PCR analysis (Figure 1) indicated a significant enrichment in methylated DNA segments (BRCA1, p
= 0.0017; PARVG, p = 0.0028; and pS2/TFF1, p = 0.02) and a significant depletion in unmethylated
DNA sequences (BRCA1 exon1, p = 0.002; GAPDH, p = 0.02; RASSF1A, p = 0.01), in the bound
fractions. Thus, the CpG density does not seem to affect selection efficiency of methylated DNA

fragments.



MBD2, DNA methylation and POLR2 free sites colocalized around the TSS regions

We performed 6 independent ChIP assays from 6 independent batches of HelLa cells for each
parameter (MBD2 sites, POLR2 sites, and DNA methylation). DNAs were divided into two independent
pools and separately amplified. Control experiments indicated that the PCR amplification step had
retained the specificity of the starting ChIP samples (data not shown). Therefore, we analyzed
selected DNA fragments using a promoter-array containing 4.6 x 10°® 25 mer probes. Each promoter
region covers approximately 7.5 kb upstream through 2.45 kb downstream of the putative transcription
start sites. In this analysis the probes corresponding to the promoter regions of the chromosome X
were excluded, since HelLa cells were derived from a female donor and contains three copies of
chromosome X [Macville et al. 1999], and, this abnormal copy number may induce bias, due to X
inactivation, in the determination of its methylation patterns.

In order to gain insight on the colocalization of the signals corresponding to MBD2 binding sites,
absence of POLR2, and DNA methylation positive regions, we first analyzed their distributions relative
to the transcription starting sites (TSS). This study was performed using the chromosome 1 as a
model. The distribution of the signals were determined by the ratio between the number of “positive”
probes versus the number of the probes present on the array in the corresponding regions, since the
probes were not equally distributed on the arrays. These percentages were, then, normalized using
the median value for each parameter and plotted against the distance to the TSS at a 50 bp resolution
(Figure 3).

This genome-wide averaging analysis revealed enrichment of MBD2 binding sites that peaked just
inside the TSS (Figure 3). Furthermore, as expected from transcriptional repressor, the MBD2 binding
site peak colocalized with the silent gene peak, defined by the absence of POLR2 at their 5° end
(Figure 3). These two peaks are also associated with enrichment in methylated DNA fragments at
TSS regions (Figure 3). Indeed, these data indicated that MBD2 binding sites are preferentially
localized at methylated DNA regions and silent genes, inside TSS regions. The positive signals, for
each parameter, grown up at a distance ~700 bp upstream the TSS and exhibited maximum values
between 0 and ~200 bp downstream the TSS. This region (position -700 bp to +200) was, thus, used
for further analysis.

Validation of data obtained from microarray analysis of promoter regions in HeLa cells

As a training set, we used the data previously obtained during control experiments of PCR
amplification step for BRCA1/NBR2, TFF1, RASSF1A, GAPDH, hTERT, and PARVG. We visualized
the microarray signals using the integrated genome browser (IGB) and we determined the thresholds
(log2 > 0.3 for MBD2; Log2 > 0.1 for DNA methylation, and Log2 < -0.1 for the absence of POLR2)
providing the expected negative and positive regions. These threshold values were, then, used for the
analysis of microarray data. We validated new regions identified with these threshold values, using
data published from an independent laboratory for MBD2 sites [Lopez-Serra et al. 2006] or data
obtained from methylation sensitive restriction enzyme (Cfol) digestion, and expression profiles

determined from microarray analysis of two independent batches of HelLa cells. We found a good



concordance (80%, 15/19) between MBD2 sites independently identified by direct ChIP assays
[Lopez-Serra et al. 2006] and our own microarray analyses. Among the 38 genes exhibiting a
methylated 5 end, determined from a method based on a Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification protocol (MLPA), more than 80% of them were also found methylated using the ChIP on
chip approach. The list of silent genes identified by the absence of POLR2 was compared with the
analysis of HelLa cell transcripts using CodeLink microarray. Among this list, 5,250 genes were
unambiguously identified on the list generated by the transcriptomic method. We find that the
transcripts corresponding to 3,987 of them (76% of concordance) were not detected using this latter
method. All together these data (supplementary data, Table S1, S2, and S3) indicated that we have
established a reliable approach to MBD2 binding sites identification and their potential relationship
with DNA methylation and POLR2 binding sites.

Mapping of methylated DNA regions

Among the genes methylated at their 5° end (from position -700 to +200 bp) 71% (10,370 out of
14,532) also exhibited a POLR2 free 5’ end (Figure 4). This significant association (N2 test=7.7x10
212) was in line with many studies reporting an inverse correlation between DNA methylation and gene
expression. Furthermore, more than 70% of POLR2 negative regions were methylated, suggesting
that DNA methylation is a crucial event in gene silencing.

Bisulfite DNA sequencing has indicated that TSS regions of chromosomes 6, 20, 21, and 22,
exhibit low amounts of methylated CpGs [Eckhardt et al. 2006; Zhang et al. 2009]. Nevertheless the
presence of a methylated DNA peak in the TSS regions might suggest that these regions were more
methylated than the surrounding sequences, in HelLa cells. In order to address this question, the
percentage of methylated probes was normalized by their CpG density, since the amounts of
methylated DNA fragments do not represent the number of methylated CpG. To obtain a reliable
estimation of the methylated CpG density, the ratio CpGs observed versus CpG expected was
determined. When the percentage of methylated probes was normalized by the CpG density and
plotted, at a 200 bp resolution, against the distance to the TSS regions. We observed that the relative
DNA methylation gradually decreased when approaching the TSS regions both from upstream and
downstream and reached its minimum value at the TSS position (Figure 5). Therefore, this analysis
suggests that the TSS region of chromosome 1 is hypomethylated as it was observed at the TSS
regions of chromosomes 6, 20, 21, and 22 in normal and transformed cells [Eckhardt et al. 2006;
Zhang et al. 2009].

MBD2 preferentially associated methylated and POLR2 free sites, in HeLa cells
As expected for a methyl-CpG-binding protein, the majority of the MBD2 binding sites (74%; 6,108 out
of 8,257) associated genes methylated at their 5’ end (-700 to +200). Statistic analysis indicated that

this association was not the result of a random process (X% test = 1.1 x 10™*)

suggesting a specific
recruitment of MBD2 at methylated sites. The list of MBD2-positive genes was also compared with the
genes exhibiting a POLR2 free TSS region (Figure 4). A non-random association between MBD2-

positive genes and POLR2 free genes was observed (Nz =7.7x 10'3). Indeed, the majority of MBD2-



positive genes (65%, 5,365/8,273) were silenced, as determined by the absence of POLR2,
suggesting that MBD2 is involved in the transcriptional repression of these genes. Finally, when data
obtained from the analysis of the regions (-700 to +200) surrounding the TSSs are compared we find
that 51% of MBD2-positive genes were also methylated and silenced. These data indicate a non-
random association (multiple correspondence analysis; p < 0.0001) between these parameters
(Figure 4) and that among the 23,054 promoter regions represented on the microarray, about 18% of
them exhibit MBD2-positive, methylated, and POLR2 free TSS regions.

MBD2-positive, methylated, and POLR2 free sites were not biased towards CpG islands

CpG sites are under-represented, about 1/5 of the frequency that can be expected from base
composition of human genome. The majority of CpG sites dispersed throughout the genome are
generally methylated [Klose and Bird 2006]. In contrast, short sequences (0.5 kb to ~3 kb) exhibiting a
relatively high C+G content and little CpG suppression are generally unmethylated in normal cells.
However these sequences, called CpG islands, are frequently methylated in cancer cells and lead to
gene silencing [Baylin and Ohm 2006; Ehrlich et al. 2002; Esteller 2007]. Using the criteria defined by
Takai and Jones: regions of DNA of greater than 500 bp with a G+C equal to or greater than 50% and
observed CpG expected CpG of 0.65 or greater [Takai and Jones 2002] and the data from USCS data
bank, we identified genes exhibiting a CpG island at TSS regions (from position —700 to +200).

The analysis of ChIP on chip experiments performed from HelLa cells indicated that about 19%
(2,290/1,1846) of the genes, possessing a CpG island at their 5’ end, were MBD2-positive, methylated
and silent. However, these characteristics were also observed for about the same number (1,911) of
genes without CpG island, suggesting that the presence of a CpG island is not a discriminating factor

for these epigenetic modifications, in Hela cells.

Relationship between distance from transcription start sites of the MBD2 binding sites and
gene silencing

Although both MeCP2 and MBD1 exhibit a long-range effect on gene expression, the efficiency of the
transcriptional repression mediated by the transcriptional repression domains (TRD) of MeCP2 and
MBD1 is differentially affected by distance from TSS of reporter genes carried by expression vectors
[Nan et al. 1997; Ng et al. 2000]. The strength of the repression driven by the MBD1-TRD is not
affected by distance even when it is more than 2,000 bp distant from the TSS [Ng et al. 2000], while
the repressive effect of MeCP2-TRD progressively declines with distance from TSS in the regions
analyzed, -400 to —2,200 bp [Nan et al. 1998].

In the coarse of these experiments we have mapped the MBD2 binding sites in large regions (10
kb) around the TSSs. We have taken this opportunity to investigate the effect of distance from TSSs
on repression linked to MBD2. The percentage of genes deprived of POLR2 at their TSS and
exhibiting a methylated region bound by MBD2, was plotted against distance of MBD2 binding sites
from their TSSs (Figure 6). We observed a progressive decrease of the percentage of silenced gene
with distance from TSSs. In addition the numbers of silent genes also lessened with distance, we
identified 498, and 1,129 silent genes associated with MBD2 binding located in the intervals, -1,600 to



-2,500 and +1,100 to +2,000, respectively, while 4,201 were deprived in POLR2 when MBD2 binding
sites are located in the -700 to +200 region. These data indicated that a MBD2 binding near the TSSs

had a predominant role in gene silencing.

MBD2 preferentially associated genes involved in cell death and cell cycle in HeLa cells

The biological functions of silent genes exhibiting methylated 5’ end region and bound by MBD2 (-700
to +200 interval) were analyzed using Ingenuity Pathway Analysis software. Categorization by
molecular and cellular function of these genes leads to 3 majors groups (Table 1), gene expression,
cell death, and cell cycle. Therefore, among the 62 categories analyzed, the emerging groups are
directly related to biological functions altered in cancer cells, suggesting that MBD2 is involved in the

neoplastic process.
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DISCUSSION

Evidences for an involvement in gene silencing of proteins possessing a methyl-CpG-binding domain
have been obtained from a large variety of cell lines [Esteller 2007]. However, recent reports suggest a
dual role for these MBD proteins. Several experiments, using different approaches (identification of
interacting proteins, expression of transfected vectors...) have suggested that MBD2 may act as a
gene activator. Furthermore, genome-wide promoter analysis has failed to correlate MeCP2 binding
sites with silent genes [Yasui et al. 2007]. In order to define the major role of MBD2, at whole genome

level, we have analyzed in a cancer cell line, HeLa cells, the characteristics of MBD2 binding sites.

Distribution of MBD2, POLR2, and methylation sites on the promoter region of chromosome 1
MBD2, POLR2, and methylation sites were mapped on microarray representing more that 25,000
promoter regions. Using chromosome 1 as a model, the position relative to TSS of MBD2 binding sites
were determined. The percentage of probes hybridized to DNA fragments selected by ChIP assays,
using antibodies directed against MBD2, reached a maximum value at TSSs, suggesting that MBD2 is
involved in the regulation of the transcription initiation process. Nevertheless small variations were
observed throughout the regions (-7,500 to +2,450) represented on the array. Recent study of GATA-4
locus has shown that MBD2 may participate to long-range chromatin interaction mediated by loops
structure and leads to gene silencing [Tiwari et al. 2008]. Thus, we cannot exclude that these MBD2
binding sites were not involved in the transcriptional process. Full understanding of these patterns
awaits technological development allowing a genome-wide analysis of chromatin loops.

When the map of MBD2 binding sites was compared with POLR2 binding sites, we observed a
correlation between the presence of MBD2 and the absence of POLR2. Although the absence of
POLR2 does not mark all the silent genes, since POLR2 needs to be assembled in a complex prior
initiating transcription [Sandelin et al. 2007], we choose this criterion for two reasons. Comparison
between the presence of MBD2 with the absence of POLR2 avoids potential biases due to
hybridization kinetics and/or probes present on the array, since we compared a positive signal with a
negative signal. The absence of POLR2 unambiguously indicates that the gene is not transcribed at
the sites analyzed. Therefore, the colocalization between the presence of MBD2 and the absence of
POLR2 is also in favor of a repressive role of MBD2 in the transcriptional initiation process.

Methylated DNA sites also colocalized with MBD2 binding sites, as expected from a protein
containing a methyl-CpG-binding domain. The method used for selecting DNA fragments is based the
affinity of a recombinant protein (4xMBD) containing four MBD domain derived from MBD1. Gel shift
assays and quantification of the efficiency of 4xMBD to recognize methylated DNA fragments
indicated that methylated DNA fragments were targeted by 4xMBD protein independently of their CpG
density. For example, the 5’ end of pS2 [Chatagnon et al. submitted] and the methylated part of the
BRCA1 CGi [Auriol et al. 2005] were efficiently selected, while the bound fraction was depleted in the
unmethylated part of BRCA1 CGi.

The intensity of the signals obtained from DNA fragments analyzed on the array did not allow an

accurate quantification of methylation levels. As illustrated by the experiments mentioned above, the
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4xMBD protein binds DNA fragments containing a few methylated CpG as well as fully methylated
fragments from CGi. Mapping DNA methylation regions using this method should not alter the
potential correlation between MBD2 binding sites and DNA methylation. Indeed, it has been previously
shown that MBD2 can bind oligonucleotides containing only one CpG site [Hendrich and Bird 1998]
and, in vivo, MBD2 associates methylated CpG in a non-CGi context [Hutchins ef al. 2002]. Thus, it is
likely that the methylated DNA fragments selected by the use of the 4xMBD protein contain enough
methylated CpG to associate MBD2.

The DNA methylation peaks observed at TSSs of chromosome 1 might suggest that these regions
were hypermethylated. However, DNAs were fragmented at random by sonication to a median length
of 300 bp. Thus, if the majority of CpGs were methylated in fragments selected by the 4xMBD protein
in an interval containing several probes, the percentage of probes hybridizing with the bound fractions
should be proportional to the CpG density. In order to evaluate this hypothesis, the percentage of
probes hybridizing to DNA fragments were normalized by the CpG density at a 200 bp resolution. We
choose this interval because it corresponds to about 6 probes, which can, therefore, hybridize to
different DNA fragments. Data obtained indicated that the percentage of methylated probes,
normalized by CpG density, was lower at TSSs than in surrounding sequences. As expected from
bisulfite sequence data obtained from the analysis of genomic region from chromosomes 6, 20, 21,
and 22 and whole genome sequencing [Eckhardt et al. 2006; Zhang et al. 2009], this analysis

indicated that the percentage of methylated CpG reached is lowest value at TSSs.

MBD2 preferentially associated methylated and POLR2 free sites, in HeLa cells

The analysis of the distribution of MBD2, POLR2, and DNA methylation on the promoter regions of
chromosome 1 (-7,500 to +2,450; 2,547 genes) indicated that the corresponding signals peak at the
TSS region, -700 to +200. In addition, this region include the majority of the first exons, since the
medium length of an exon 1, in the human genome, is inferior to 200 bp and, consequently, the
absence of POLR2 is a marker of silent genes. Therefore, we have identified the genes exhibiting
MBD2 binding sites and/or absence of POLR2 and/or methylated regions, in the -700 to +200 interval,
to determine the potential correlation between these signals at each promoter region of autosomes
represented on the array (23045 genes).

The large majority (74%) of the genes bound by MBD2 also exhibited methylated sites. Thus, at
whole genome level the correlation between DNA methylation and MBD2 binding sites was still
observed. We also found MBD2 binding sites in DNA methylation free regions, and we cannot exclude
that some unmethylated DNA sequences were targeted by MBDZ2. It had been suggested that MBD2
may interact with DNA binding proteins which associate DNA sequences independently of their
methylation status and recruit MBD2 at unmethylated sites [Fujita et al. 2003a]. Nevertheless, it should
be noted that microarray data were analyzed using a software (TAS) that excluded potentially non-
significant signals. For example, 1 or 2 positive probes are not taken in account if they are surrounded
by negative probes. Although this analysis leads to a reliable identification of positive regions, some
DNA fragments with only one methylated CpG may be missed in this analysis, whereas MBD2 can

associate DNA sequences containing one methylated CpG [Hendrich and Bird 1998]. Taken together,
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these data indicate that the major mechanism involved in the association of MBD2 with DNA is the
methylation of the targeted regions.

This analysis has also confirmed the correlation between DNA methylation and gene silencing,
72% of methylated genes were deprived in POLR2 and 72% of silent genes exhibited methylated
sequences in the -700 to +200 region. As expected from the data described above, MBD2 binding
sites were non-randomly distributed (p < 0.0001) among the methylated and the silent genes. The
percentage (51%) of genes exhibiting MBD2 binding sites, methylated at their 5’ ends and silent, may
be under-evaluated, since the criterion used for the identification of untranscribed genes is the
absence of POLR2. However, a comparison between TAF-1 (TATA box binding protein associated
factor) and POLR2-bound promoters have indicated a marked concordance between these two
parameters [Weber et al. 2007]. Taken together, these data indicated that about 18% of 23,045
autosomic promoter sequences, represented on the array, are silent, methylated and targeted by
MBD?2, in HelLa cells.

Distance of MBD2 binding sites, from TSSs, lessened the strength of association between the
presence MBD2 and gene silencing

We observed a significant association between MBD2 binding, DNA methylation and gene silencing, in
TSS regions (-700 to +200). The number of silent genes associated with MBD2-methylated regions
gradually decreased with distance, of positive MBD2-methylated regions, from TSSs. These data
suggest that the strength of transcriptional repression mediated by MBD2 is lessened with distance.
The effect of distance on the repressive activity of MBD1 and MeCP2 has been investigated in
upstream regions of the TSS of reporter genes [Nan et al. 1997; Ng et al. 2000], in this study we also
show that MBD2 binding in the downstream regions may impact gene activity in a distance-dependent
manner. The association between MBD2 binding and silent gene was predominantly observed at the
TSS regions and, therefore, suggest that MBD2 inhibits the initiation of the transcription. Nevertheless,
we cannot exclude that MBD2 binding at downstream region from the TSSs alters transcriptional
elongation. In line with this hypothesis, it was shown that intragenic methylation strongly reduces the
efficiency of POLR2 elongation [Lorincz et al. 2004].

MBD2 a major actor in methylation-dependent gene silencing

Among the silent genes, about 42% of them exhibited methylated sites in the -700 to +200 region and
were also bound by MBD2, suggesting that MBD2 is predominant in the transcriptional repression
mediated by DNA methylation, in HelLa cells. Moreover, 41% of the methylated and silent promoters
were also targeted by MBD2 indicating that this protein account for almost half of the genes silenced in
a methylation- dependent manner. This value is relatively high, since the other MBD proteins, MBD1
and MeCP2, were expressed in HelLa cells [Chatagnon et al. 2009] and methylation-dependent
repressors, such as Kaiso, were also present [Sasai and Defossez 2009]. In addition, methylation-
dependent repression may be also driven by other proteins, for example, it has been shown that DNA-
Methyl Transferase 1 may recruits HDAC activities and represses transcription [Robertson et al. 2000].

The analysis of gene transcription also indicated that MBD2 may play a major in gene silencing.
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Using an array representing a limited number of genes (7,327 cDNA sequences), a release of
transcriptional silencing upon depletion of MBD proteins by RNAi was observed and MBD2 depletion
was the protein most commonly involved in gene re-activation in HelLa cells [Lopez-Serra et al. 2008].
Furthermore, Mbd2 seems to be the most prominent methylation-dependent repressor. In mouse-tail
fibroblast cell lines lacking Mbd2, in vitro methylated expression vectors are inefficiently repressed,
while Mecp2 deletion does not affect the repression of transiently transfected methylated templates
[Hendrich et al. 2001].

Thus, genome-wide analysis and experimental manipulation of MBD2 levels argue in favor of a

predominant role of MBD2 in methylation-dependent gene silencing in epithelial cancer cells.
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MATERIALS AND METHODS

Cell culture

The cervical cancer cell line HeLa was obtained from ATCC (Rockville, MD) and grown in DMEM
(Eagle, Sigma, L’isle d’Abeau, France) supplemented with 10% fetal bovine serum. Cells were grown
at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere.

Recombinant 4xMBD proteins production and purification

pET-4xMBD and pET-4xMBD-R22A plasmids encoding in bacterial system recombinant wild type
Hise-tagged 4xMBD and mutant Hisg-tagged 4xMBD-R22A proteins,repectively, were kindly provided
by Dr. A. Bird [Jorgensen et al. 2006]. Both recombinant proteins were purified, from induced E. coli
Rosetta (DE3 pLysS) cultures, on Ni-NTA agarose (Qiagen, Courtaboeuf, France) using denaturation
and renaturation by stepwise dialysis.

Electrophoretic mobility shift assays

Electrophoretic mobility shift assays were performed using LightShift Chemiluminescent EMSA kit
(Thermo Scientific, Rockford) in accordance to manufacturer's instructions. Briefly, 200 ng purified
Hisg-tagged 4xMBD protein in 1X binding buffer, 5 % glycerol, 5 mM MgCl,, 50 ng/uL poly dl.dC,
0.05% NP-40, and 0.5 M Urea were pre-incubated 20 minutes in room temperature before the addition
of 0,25 fmol biotin-5’end-labeled double-strand probes corresponding to the sequence ATC-AGA-
CGT-TCG-CCG-GCG-GAT-TGG-CTT-GGC-TGC-GAA-GAA-GAT-A, either symmetrically methylated
at CpG sites or unmethylated (Eurogentec, Seraing, Belgium). After further 20 min incubation at room
temperature, binding reactions were loaded on a 6% polyacrylamide gel in 0.5X TBE and ran at 100V
for about 50 minutes. Binding reactions were then transferred (1 hour, 230 mA, 4°C) to nylon
membrane and UV cross-linked for 12.5 minutes. Biotin-labelled probe was detected by

chemiluminescence.

Methyl DNA precipitation (MeDP)

Fifteen pg of Hisg-tagged 4xMBD proteins and 500 ng of HeLa DNA sheared to an average length of
300 - 600 bp were incubated 1 hour at room temperature in interaction buffer containing 10 mM Tris
pH 7.8, 50 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0.05 % NP-40, 0.5 mM DTT, 0.5 M urea and 5 % glycerol. Ni-NTA
magnetic agarose beads (Qiagen) were added 1 hour. Then, beads were washed four times with the
interaction buffer plus 0.3 M NaCl and eluted in 40 mM Tris pH 7.8, 10 mM EDTA, 0.5 % SDS. A
digestion with proteinase K (400 pg) was performed before purification of precipitated DNA by two
phenol-chloroform. This bound fraction was compared with input fraction which corresponds to
sonicated DNA that was only digested and purified. To test for enrichment of methylated sites, PCR
amplifications of BRCA1-NBR2 [Auriol et al. 2005], hTERT [Chatagnon et al. 2009], pS2 and GAPDH
promoters were performed on each MeDP samples. Five independent MeDP experiments were

performed and DNA from input and bound fractions were collected.
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Chromatin Immunoprecipitation (ChIP)

ChIP assays were carried out as previously described [Auriol et al. 2005]. Nucleoprotein complexes,
sheared to an average length of 300 - 600 bp, was immunoprecipitated with 15 ul of two different
polyclonal anti-MBD2 antibodies (kindly provided by Dr. P. Wade and Dr. E. Ballestar); and 20 ul of
polyclonal anti-RNApolll (8WG16, Covance, California). The relative concentrations in the bound and
input fractions of immunoprecipitated DNAs were assessed by real-time PCR amplification of BRCA1-
NBR2, hTERT, pS2, and GAPDH DNA segments. Three independent ChIP experiments were
performed for each antibody and DNA from input and bound fractions were collected and pooled. This
procedure was performed twice time to obtain 2 pools of input fraction and 2 pools of bound fraction

for each antibody.

ChIP-on-Chip and MeDP-on-Chip

The ChIP and MeDP DNAs from the input and bound fractions were amplified, labelled and hybridized
on microarrays by ProfileXpert service according to Affymetrix'" protocols. Briefly, DNA fragments
from ChIP and MeDP experiments were independently amplified by random PCR. The conservation of
relative concentrations, in the bound and input fractions, DNA fragment precipitated by anti-MBD2,
anti-RNApolll antibodies and 4XMBD was assayed by real-time PCR amplification of BRCA71-NBR?2,
hTERT, pS2 and GAPDH promoters, on each ChIP or MeDP samples before and after amplification.
The amplified DNAs from each ChIP and MeDP fractions were pooled to obtain only one bound and
one input fractions from MBD2-ChIP, RNApolll-ChIP or MeDP. These 6 samples were then labelled
using the GeneChip® WT Double - Stranded DNA Terminal Labelling Kit and hybridized to the human

tiling arrays (Human Promoter 1.0R Arrays), which were then washed and scanned.

ARRAY analysis

Raw data from the scans were analyzed using Affymetrix® Tiling Analysis Software (TAS) and the
results were viewed in Affymetrix’ Integrated Genome Browser (IGB) Software. Data were analyzed
using CisGenome software (www.biostat.jhsph.edu/~hji/cisgenome) and Ingenuity Pathway Analysis
software (Redwood City, CA, USA).
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Table 1. Chatagnon et al.

Name p-value Number of molecules
Gene expression 1.81 x 10-% — 1.66 x 10-%2 469
Cell death 1.43 x 10-° — 1.66 x 10-% 589
Cell cycle 2.37 x 10-°° — 1.66 x 10-%2 270
Cellular assembly and organization 2.60 x 10-°° — 1.60 x 10-% 195
E;:;rreplication, recombination, and 355 x 10-6 — 1 25 x 10-2 162

Table 1. Top Molecular and Cellular Functions.
The silent genes exhibiting a methylated 5’end bound by MBD2 were analyzed using
the Ingenuity Pathway Analysis software.
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DISCUSSION

1- CHOIX DES MODELES GENIQUES POUR L’ANALYSE DE L’IMPLICATION DES PROTEINES A

MBD DANS LA REPRESSION TRANSCRIPTIONNELLE

Les protéines a MBD sont depuis longtemps impliquées dans la répression-transcriptionnelle
méthylation-dépendante (Bakker et al.,, 2002;Lin and Nelson, 2003;Auriol et al., 2005;Lopez-
Serra et al., 2008). Néanmoins, toutes les études portant sur la répression de génes endogenes ont
été principalement effectuées sur des geénes a ilots de CpG hyperméthylés dans les cancers. Nous
avons donc décidé d’analyser I’implication des protéines a MBD dans la répression
transcriptionnelle de deux promoteurs présentant des profils de méthylation « atypiques » dans
certaines cellules cancéreuses : le géne ATERT possédant un ilot de CpG hyperméthylé mais
régionalement non-méthylé et le gene pS2 ayant un promoteur dit pauvre en CpG c'est-a-dire non

inclus dans un ilot de CpG.

11- HTERT, UN MODELE D’ILOT DE CPG HYPERMETHYLE MAIS REGIONALEMENT

NON-METHYLE

La plupart des ilots de CpG (~96%) sont non méthylés dans les cellules « normales » (Weber et
al., 2007), tandis que I’hyperméthylation de ces séquences est une caractéristique des cellules
cancéreuses (Ehrlich, 2002). La méthylation aberrante des ilots de CpG est corrélée a la répression
transcriptionnelle des génes associés. Le gene hTERT représente une exception a cette régle. En
effet, une hyperméthylation de son ilot de CpG est observée dans les cellules cancéreuses.
Toutefois, cette altération est associée a son expression dans ~85% des cellules cancéreuses (Kim
et al., 1994;Stampfer and Yaswen, 2003). L’analyse détaillée du profil de méthylation de cet ilot de
CpG dans différentes cellules cancéreuses et différents tissus cancéreux exprimant #7ERT a montré
que ce grand ilot de 2,6 Kb de long, situé¢ de -1102 a +1519 a partir du site d’initiation de la
transcription (+1), est globalement hyperméthylé a 1’exception d’une petite région (de -165 a -80),
située dans la région promotrice minimale, qui est non-méthylée ou partiellement méthylée
(Guilleret and Benhattar, 2004;Zinn et al., 2007). Des expériences d’immunoprécipitation de
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chromatine ont, par ailleurs, montré que les marques d’une chromatine active sont associées a cette
région non-méthylée (Zinn et al, 2007). De plus, des expériences utilisant des vecteurs
d’expression démontrent que le promoteur minimal d’ATERT n’a aucune activité lorsqu’il est
totalement méthylé (Renaud er al., 2007). En revanche, la déméthylation sélective d’une petite
région en amont du site d’initiation de la transcription entraine une activation significative du
promoteur ATERT. Toutefois, cette activité est significativement plus faible que celle observée
lorsque le promoteur ATERT est complétement déméthylé. Des lors, le gene hTERT ne semble pas
étre une exception au modele général de répression transcriptionnelle initiée par la méthylation de
I’ADN. En outre, ces résultats laissent supposer que les zones hyperméthylées entourant la région
non-méthylée jouent un role répressif dans la régulation du géne ATERT (Zinn et al., 2007). Ce
profil de méthylation particulier apparait donc étre crucial pour 1’établissement de I’expression du
gene ATERT a un niveau basal et semble étre le résultat de pressions antagonistes entre les
mécanismes menant a ’hyperméthylation des ilots de CpG et le « besoin » des cellules cancéreuses
d’exprimer le géne h/TERT. Nous avons ainsi voulu voir I’implication des protéines a MBD dans la

régulation fine de I’expression du géne hTERT dans des cellules cancéreuses hTERT-positives.

1.2- PS2, UN MODELE DE GENE NON A ILOT DE CPG DIT PAUVRE EN CPG

Dans les tissus et cellules cancéreuses, la répression transcriptionnelle associée a
I’hyperméthylation des ilots de CpG est maintenant regardée comme une marque épigénétique
universelle de la transformation maligne (Ehrlich, 2002;Baylin and Chen, 2005;Esteller,
2007).Toutefois, dans les cellules cancéreuses, I’altération de la méthylation de I’ADN ne se
restreint pas a 1’aberrante méthylation des ilots de CpG. En effet, dans plusieurs cancers les
séquences répétées sont moins méthylées que dans les tissus normaux équivalents et certains génes
a copie unique subissent une déméthylation (Gama-Sosa et al., 1983). De plus, dans les cellules
cancéreuses, une corrélation entre I’hypométhylation des régions promotrices et ’activation de la

transcription génique a été établie pour plusieurs genes (Ehrlich, 2002).

Dans le cancer du sein, notre équipe avait montré que I’hypométhylation du site CCGG situé
pres de ’ERE du géne pS2 correéle avec son expression dans les biopsies de tumeurs humaines
mammaires (Martin et al., 1997). Ce gene dont le promoteur est dit pauvre en CpG car non contenu
dans un ilot de CpG est un exemple caractéristique d’hypométhylation dans les cancers (Martin et
al., 1997;Dietrich et al., 2009). Toutefois, les expériences d’une part de Southern blot réalisées

avec une enzyme sensible a la méthylation et d’autre part de bisulfite de sodium couplé au
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séquengage ont indiqué que les tumeurs mammaires analysées possedent des profils de méthylation
hétérogenes au niveau de la région 5’ régulatrice du géne pS2 (Martin et al., 1997). Ces biopsies
peuvent, en effet, présenter une région 5° pS2 méthylée, non-méthylée ou partiellement méthylée
(Martin et al., 1997). Par ailleurs, I’expression de ce gene est régulée par les cestrogenes et est
hautement corrélée a la présence des RE dans les tumeurs mammaires (Perry et al., 2008;Dietrich
et al., 2009). Dans quelques biopsies tumorales mammaires exprimant les RE, 1’expression du geéne
pS2 est observée malgré la méthylation de sa région promotrice (Martin et al., 1997). 1l nous
semblait donc intéressant d’explorer les effets antagonistes de la méthylation de I’ADN et des RE
sur I’activité du promoteur pS2 pauvre en CpG. Notre équipe avait précédemment démontré qu’in
vitro la liaison des RE a ’ERE n’est pas inhibée par la méthylation de I’ADN (Martin ef al., 1998).
Par ailleurs, des expériences de protection aux nucléases ont montré que la région 5’ du géne pS2,
lorsqu’elle est méthylée, est associée a une structure chromatinienne condensée (Giamarchi et al.,
1999). Deux études ont également démontré que dans certains cas, la répression du géne pS2 est
induite par la formation d’une chromatine inactive impliquant les complexes HDAC Sin3 et NuRD
(Metivier et al., 2004;Liu and Bagchi, 2004), complexes connus comme pouvant étre recrutés par
les protéines a8 MBD. Toutes ces données suggéraient donc que la méthylation participait de fagon
indirecte au contréle de I’expression du gene pS2 et que cette région pouvait étre la cible des
protéines a MBD. Dans le but de déterminer I’implication des protéines a MBD dans le controle
hormono-dépendant de 1’expression du gene pS2, nous avons choisi trois lignées cellulaires
possédant chacune un profil de méthylation de la région 5’ régulatrice caractéristique des biopsies
tumorales mammaires, non-méthylé pour les cellules MCF7, partiellement méthylé pour les cellules
HeLa, et méthylée pour les cellules MDA MB231. L’utilisation de ces lignées nous a permis de
nous affranchir de I’hétérogénéité cellulaire des tissus tumoraux. De plus, dans ces cellules, il nous

¢tait facile de manipuler artificiellement les taux en protéines a MBD et en RE.

2- SPECIFICITE DE LIAISON DE LA PROTEINE MBD2 AUX PROMOTEURS METHYLES
HTERTET PS2

La technique d’immunoprecipitation de chromatine (ChIP) nous a permis de caractériser in vivo
les profils de fixation des trois principaux répresseurs méthylation-dépendant, MeCP2, MBDI1 et
MBD?2, sur les régions promotrices #TERT et pS2. Nous avons pu ainsi détecter la présence
exclusive de MBD2 sur ces deux régions promotrices dans les cellules HeLa. La spécificité des

ChIP MBD?2 ont été vérifiée et validée par I’analyse de régions méthylées ou non, connues pour étre
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fixées ou pas par la protéine MBD2, dans les cellules HeLa, telles que ’exonl du géne BRCAI et
les promoteurs GAPDH et RASSFI1A non-méthylés et non fixés par MBD2, le promoteur NBR?2
méthylé et fixé par MBD2 et le promoteur PARVG méthylé mais non fixé par MBD2. De plus, la
protéine MBD2 n’est pas fixée au promoteur pS2 non méthylé dans les cellules MCF7, ce qui valide
nos expériences de ChIP et confirme la spécificité de cette protéine pour des séquences génomiques
méthylées. Par ailleurs, 1’appauvrissement relatif en fragments de ces régions méthylées dans les
fractions retenues par les anticorps dirigés contre MeCP2 et MBD1 suggere que d’autres régions ont

été efficacement immunoprécipitées par ces anticorps.

La fixation exclusive de la protéine MBD2 au promoteur méthylé pS2 a été¢ mise en évidence
dans deux autres lignées cellulaires MDA MB231 et BT20 (résultats non publiés pour les cellules
BT20), suggérant une certaine spécificité¢ de ce répresseur pour ce locus. En outre, dans des clones
cellulaires HeLLa n’exprimant plus la protéine MBD2, établis par notre équipe (Auriol et al., 2005),
la disparition de la protéine MBD2 sur le promoteur hyperméthylé ~/TERT n’entraine pas la fixation
de MeCP2 ou de MBDI1. Dans les cellules HeLa, la protéine MBD2 est plus exprimée que les
protéines MeCP2 et MBD1. Ces données démontrent donc que 1’abondance relative des protéines a
MBD ne peut expliquer la fixation exclusive de MBD2 sur I’ilot de CpG ATERT hyperméthylé et
attestent de 1’existence d’une réelle spécificité de la protéine MBD2 pour cette région génomique.
La spécificité de la protéine MBD2 pour le promoteur pS2 n’a pu étre testée par ce systeéme car lors
de la vérification des profils de méthylation, cette région s’est révélée déméthylée dans les clones
cellulaires HeLLa n’exprimant plus la protéine MBD2. Des explications possibles a ce phénomene
pourraient étre soit la dérive des clones cellulaires, soit I’absence prolongée en protéines MBD2. En
effet, la réexpression prolongée des genes cibles de MBD2 pourrait a terme mener a leur
déméthylation. D’aprés nos résultats, il semblerait que ce phénomene touche préférentiellement les

régions peu méthylées.

Les analyses de ChIP-on-chip ont confirmé la présence de MBD2 sur les promoteurs #TERT et
pS2. Elles ont par ailleurs montré que la protéine MBD?2 est présente tout le long des 2,6Kb de 1’1lot
de CpG du gene ATERT, montrant que ce répresseur peut recouvrir une trés grande région
génomique. A I’inverse, la fixation de MBD2 au promoteur pS2 se limite a la région méthylée dans
les cellules HeLa, prouvant ici encore la spécificité de MBD2 pour les régions génomiques
méthylées mais également que 1’association de MBD2 a I’ADN ne s’étend pas en dehors des
régions méthylées. L’association de MBD2 a ’ADN est parfaitement en phase et est spécifique de

la distribution de la méthylation des CpG.
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Nos résultats ont donc démontré une réelle spécificité de cible du répresseur MBD2 pour les
loci hTERT et pS2/TFF1 et sont en faveur de ’hypothése « un géne - une protéine a8 MBD », au
moins pour certains genes. L’analyse des profils de liaison des répresseurs a MBD sur les
promoteurs hyperméthylés de différents promoteurs génes suppresseurs de tumeur avait déja montré
la possibilité d’une telle présence exclusive d’une protéine a MBD sur une portion génomique
méthylée (Ballestar et al., 2003;Auriol et al., 2005;Lopez-Serra et al., 2006). Cette spécificité
apparente semblait par ailleurs étre conservée d’une lignée cellulaire a une autre (Ballestar e al.,
2003). Néanmoins, dans la mesure ou nous n’avons immunoprécipité que les protéines MBD2,
MBDI1 et MeCP2, nous ne pouvons pas exclure la présence d’autres répresseurs a affinité pour
I’ADN sur ces régions méthylées. Nous avons fait le choix de centrer notre analyse sur ces trois
répresseurs @ MBD dans la mesure ou (i) MBD3 est un répresseur transcriptionnel mais est
incapable de se lier directement a I’ADN méthylé, (i) MBD4 a été jusqu’a maintenant
principalement impliquée dans la réparation de ’ADN, et (ii1) Kaiso est faiblement exprimée dans

notre principal mode¢le cellulaire, HeLa (Prokhortchouk et al., 2001).

3- MBD2, UN REPRESSEUR MAIS AUSSI UN MODULATEUR DE LA TRANSCRIPTION
3.1- MBD2 EXERCE UNE REPRESSION TRANSCRIPTIONNELLE DIRECTE, SPECIFIQUE ET

DEPENDANTE DE LA METHYLATION SUR LES GENES HTERTET PS2 ENDOGENES

Un nombre important d’études s’est dernierement accumulé concernant I’association entre la
méthylation des promoteurs, la fixation des protéines a MBD et la répression transcriptionnelle
(Bakker et al.,, 2002;Lin et al., 2003;Auriol et al., 2005;Lopez-Serra et al., 2008). Nos
expériences de ChIP et de ChIP-on-chip ont montré une fixation spécifique de MBD2 aux
promoteurs méthylés des geénes ATERT et pS2. De plus, différentes études ont décrit ’effet
répresseur de ces régions promotrices méthylées sur la transcription de ces deux génes (Martin et
al., 1997;Renaud et al., 2007). Dans ce contexte, il était possible que MBD2 participe a la

régulation négative de I’expression de ces deux genes.

Plusieurs ¢études ont montré que la répression transcriptionnelle pouvait étre levée par
I’appauvrissement en protéines a MBD induite par ARN interférence (RNAi) (Auriol et al.,
2005;Lopez-Serra et al., 2008). Une analyse transcriptomique a grande échelle (microarray) a
indiqué que 15% de 6386 genes analysés subissent une augmentation de leur expression suite a la

triple déplétion MeCP2, MBD1 et MBD2 (Lopez-Serra et al., 2008). 11 est par ailleurs a noter que
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pour les simples invalidations par RNAi d’une protéine a MBD particuliére, 1’appauvrissement en
protéine MBD?2 est celle qui réactive le plus grand nombre de génes (Lopez-Serra et al., 2008). Ces
données suggerent que MBD2 joue un rdle important dans la répression transcriptionnelle

méthylation-dépendante.

L’appauvrissement en MBD2 induite par RNAi stimule I’expression des genes hTERT et pS2
dans les cellules HeLa. Suite a la forte réduction en protéine MBD2, des stimulations d’environ 2
fois de I’expression du gene ATERT et d’environ 3 fois de I’expression du géne pS2 ont été
observées, suggérant un réle important du répresseur MBD2 dans la régulation de ces genes. En
effet, dans les cellules humaines, I’induction de ’expression génique suite a un RNAi1 anti-MBD2
est du méme ordre. Une stimulation de 2 fois de 1’expression du géne NBR2 a été observée suite a
I’expression de siRNA MBD2 (Auriol et al., 2005), et une analyse par microarray de cellules
appauvries en MBDZ2 montre une moyenne de changement d’expression génique de 1’ordre de 7 fois
(Lopez-Serra et al., 2008). De plus, les stimulations de I’expression génique observée dans les
cellules de souris Mbd2”" sont du méme ordre. Par exemple, une augmentation de 3 fois du niveau
d’expression du Xist dans des fibroblastes Mbd2”" par rapport au cellules sauvages a été observée

(Barr et al., 2007).

Afin de vérifier si I’augmentation des génes hTERT et pS2 était bien la conséquence de la tres
faible présence en protéine MBD2 dans les cellules HeLa, et non a un effet indirect, nous avons
dans un premier temps vérifié et confirmé que les profils de méthylation de la région régulatrice de
ces deux genes étaient inchangés dans les cellules HeLa traitées aux siRNA MBD2. Puis dans un
second temps, nous avons réintroduit le répresseur MBD2 dans ces cellules. Ainsi les cellules HeLa
n’exprimant plus MBD2 ont été transfectées par un vecteur d’expression codant un transcrit Mbd?2,
dont la complémentarité vis-a-vis des siRNA MBD2 a été préalablement modifiée (Auriol et al.,
2005). L’expression transitoire de Mbd2 dans les cellules HeLa appauvries en MBD2 conduit a une
baisse des transcrits hTERT et pS2 a un niveau proche de celui observé dans la lignée Hela
sauvage. Ces résultats démontrent donc un effet répresseur direct de cette protéine 8 MBD sur la
transcription des génes hTERT et pS2.

Dans les cellules HeLa sauvage, des expressions faibles des genes hTERT et pS2 sont détectées.
Ces expressions ont été attribuées a la non-méthylation de certaines zones de leur région 5’
régulatrice. Pour confirmer cette hypothése, nous avons transitoirement surexprimé la protéine
MBD?2 en transfectant le vecteur d’expression codant les transcrits Mbd2 résistants aux siRNA

MBD?2 dans les cellules HeLa sauvage. Ces expériences n’ont pas entrainé de variations de
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I’expression des genes hTERT et pS2, suggérant que, dans les cellules HelLa, la concentration en
protéine MBD2 ne semble pas étre un facteur limitant. Dans ce contexte, MBD2 semble atténuer,
limiter la stimulation de I’expression des génes hTERT et pS2 plutdt qu’exercer un rdle répresseur

transcriptionnel strict.

En outre, la levée transcriptionnelle du gene ATERT due a la déplétion en MBD2 n’est pas
restreinte aux cellules HeLa. En effet, cet effet a également été observé dans des cellules du cancer
du sein, du foie et de neuroblastomes, toutes hTERT-méthylées télomérase-positives, indiquant que
MBD?2 serait un répresseur général du gene ATERT. Des expériences de RNAi dans des cellules
présentant un ilot de CpG ATERT non-méthylé (cellules MRCS5 et NCCIT) ou un promoteur pS2
non-méthylé (cellules MCF7) n’induisent pas respectivement de changement d’expression des
genes hTERT et pS2, indiquant que MBD2 réprime spécifiquement et directement 1’expression de

ces deux genes de manicre méthylation dépendante.

Ainsi, la protéine MBD2 apparait étre un répresseur transcriptionnelle spécifique des genes
hTERT et pS2 méthylés dans les cellules cancéreuses. L’ensemble de ces données constitue donc
une nouvelle preuve que MBD2 exerce, sur des séquences génomiques endogenes, une répression
transcriptionnelle directe, spécifique et dépendante de la méthylation. Ces résultats montrent aussi
que cette répression spécifique et directe peut étre rendue réversible par inactivation de ce

répresseur.

3.2- IMPACT DE L’ABSENCE PROLONGEE DU REPRESSEUR MBD?2 SUR LES PROFILS DE

METHYLATION DE L’ADN ET DE COMPACTION DE LA CHROMATINE

Une cinétique de ’effet de cette diminution du taux de protéine MBD?2 sur la transcription des
genes hTERT et pS2 a été réalisée (résultats non montrés pour le géne pS2). Les résultats montrent
qu’une diminution importante des transcrits MBD2 est observée dés 24h apres transfection des
siRNA MBD?2 et ce jusqu'a 96h. En paralle¢le, une élévation significative des taux de transcrits
hTERT et pS2 est induite des 48h apres transfection des siRNA MBD?2 dans les cellules HeLa. Cette
hausse des transcrits augmente au cours du temps pour atteindre un maximum de stimulation dans
les cellules HeLa a 72h-96h apres traitement aux siRNA MBD2 en comparaison aux cellules HeLa
témoins. Dé¢s lors, il semble que la ré-expression d’un geéne suite a 1’inactivation d’un répresseur a
MBD peut étre un processus relativement rapide. Toutefois, le décalage de 48h a 72h, soit d’environ

de 2 a 3 générations, observée entre 1’effet des siRNA MBD?2 sur le niveau de transcrits MBD?2 et
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leur effet sur le taux de transcrits A”TERT et pS2 pourrait s’expliquer par le temps nécessaire a la
structure chromatinienne pour s’adapter a ce nouvel environnement dépourvu en protéine MBD2.
En effet, les protéines liant les histones et I’ADN permettent le maintien des nucléosomes en leur
position (Vermaak et al., 2003). Toutefois, comme le suggere nos données, 1’absence de MBD2,
n’aurait pas un impact immédiat sur la structure nucléosomique. Le répresseur MBD2 initie la
répression transcriptionnelle au niveau de séquences méthylées via le recrutement de complexes
enzymatiques de compaction de la chromatine. En ’absence de ce répresseur, ces complexes ne
doivent donc plus étre recrutés. Néanmoins, il semblerait que les marques chromatiniennes de
compaction et de répression, engendrées par de tels complexes, seraient perdues passivement au

cours des divisions cellulaires et non activement.

Cependant, les stimulations de I’expression du géne ATERT induites par interférence a I’ARN
transitoire et constitutive sont similaires, suggérant qu’un certain statut de compaction de la
chromatine tout comme le statut de méthylation de I’ADN de 1I’ilot de CpG du géne hTERT serait
maintenu et entretenu malgré I’absence prolongée en protéine MBD2. Dans les clones cellulaires
stables HeLLa n’exprimant plus MBD2, la stimulation de 1’expression du geéne pS2 est plus forte que
dans les cellules Hela traitées transitoirement par un siRNA MBD?2, stimulation d’un facteur 6
contre 3. Ce résultat peut s’expliquer par 1’entiere déméthylation de la région 5’ régulatrice du gene
pS2, dans les clones cellulaires stables HeLa n’exprimant plus MBD2 (comme nous 1’avons vu dans
le paragraphe 2 de cette discussion). Cette stimulation est donc le résultat de 1’effet combinatoire de
I’absence de répresseur MBD2 et de la déméthylation. Dans les cellules HeLa n’exprimant plus
MBD?2 de fagon stable, le profil de méthylation de la région 5’ régulatrice du gene pS2 n’est donc
pas conservé. Comme nous I’avons dit précédemment, ceci peut étre dii soit a la dérive clonale, soit
a l’absence prolongée en protéine MBD2. Si cette derniere hypothése est la cause de la
déméthylation de la région 5’ régulatrice du gene pS2, ces résultats suggerent que le statut de
méthylation de I’ADN serait maintenu et entretenu seulement pour certaines régions, attestant soit
de I’'importance pour ces régions a étre réprimées, soit que les marques répressives de certaines
régions sont plus facilement perdues que d’autres. En effet, le géne pS2 posséde une région
régulatrice pauvre en CpG partiellement méthylée alors que la région régulatrice du gene hTERT est
incluse dans un ilot de CpG, donc riche en CpG, et globalement méthylée. Ces données peuvent
donc laisser penser qu’une méthylation de I’ADN plus dense est plus difficilement effacable. Les
résultats publiés par 1’équipe du Dr Schiibeler en 2007 montrent que les promoteurs peuvent étre
répertoriés en 3 classes suivant leur densité¢ en CpG: les promoteurs pauvres en CpG, les

promoteurs riches en CpG et les promoteurs avec une densité de CpG intermédiaire (Weber ef al.,
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2007). Mais une des informations intéressante de cette publication est que c’est cette dernicre classe
de promoteurs dits « CpG intermédiaires » qui subit le plus facilement des changements de statut de
méthylation. Le promoteur pS2 est un promoteur CpG intermédiaire. En outre, des résultats obtenus
au sein de notre équipe mais non publiés ont montré que certains genes se reméthylaient plus
rapidement que d’autres apres un traitement des cellules HelLa a la SazadC. En effet, le profil de
méthylation de I’ilot de CpG du locus BRCA I/NBR?2 effacé par un traitement a la SazadC est rétablit
apres 3 a 4 générations alors que celui de I’ilot de CpG du gene p/6 met 3 fois plus de temps a se
reméthyler, suggérant ici aussi I’importance de certains profils de méthylation par rapport a
d’autres. Ainsi, la préservation du profil de méthylation de 1’7llot de CpG du géne ATERT et la
déméthylation de la région 5’ régulatrice du géne pS2 dans les cellules HeLa n’exprimant plus
MBD?2 de fagon stable pourraient étre le résultat de I’importance du profil de méthylation du géne
hTERT par rapport a celui du gene pS2 et/ou la conséquence de leur appartenance a deux différentes

classes de promoteurs.

3.3- LA FORCE DE REPRESSION DE MBD2 DEPEND DE LA DENSITE EN CPG

La densit¢ de méthylation apparait donc é€tre un parametre important dans la répression
transcriptionnelle. Cette hypothése semble par ailleurs étre appuyée par les expériences de RNAi
spécifique des transcrits MBD?2 réalisées dans les cellules MDA MB231 possédant une région 5’
régulatrice pS2 entierement méthylée. En effet, dans ces cellules 1’invalidation transitoire de MBD2,
méme tres prolongée (3 traitements successifs de 72h, résultats non montrés), ne conduit pas a la ré-
expression du gene pS2, suggérant que la méthylation totale de la région 5’ régulatrice du gene pS2
induit des changements chromatiniens importants qui préviennent de toute stimulation. Dans les
cellules HeLa, I’absence de méthylation d’une partie de sa région régulatrice non-méthylée, celle
contenant I’ERE, permettrait au gene pS2 de répondre a la déplétion transitoire de MBD2. Le geéne
hTERT posséde également une petite région dans son promoteur minimal non méthylée et non
compactée au niveau chromatinien, qui lui permettrait tout comme au gene pS2 de répondre plus
facilement a ’appauvrissement transitoire en protéine MBD2. La non-méthylation de certaines
zones de la région régulatrice pourrait donc « préparer » la transcription des génes hTERT et pS2.
Des expériences utilisant différents plasmides méthylés in vitro ont en effet montré que la densité
en CpG méthylés mais aussi la force de certaines régions régulatrices modulent la répression
transcriptionnelle induite par le complexe MeCP1 contenant MBD2 (Boyes and Bird, 1992). Dans
ce contexte, MBD2 semblerait alors avoir plus un role de facteur limitant, modulateur, plutdt qu’un

répresseur transcriptionnel strict. En outre, I’injection dans des ovocytes de Xenopus laevis de

- 126 -



Discussion

plasmides régionalement méthylés a montré que la méthylation de peu de cytosines peut mener a
I’inhibition d’un promoteur mais qu’il existe un seuil de sites modifiés requis pour qu’une structure
chromatinienne compactée stable s’organise et se répande (Curradi et al., 2002). De ces données,
les auteurs ont proposé une structure chromatinienne spécialisée. Cette conformation
chromatinienne spécifique serait composée de non seulement de protéines a MBD mais serait
également porteuse d’activité de remodelage de la chromatine. Nos données seraient donc en accord
avec cette littérature, expliquant pourquoi le gene pS2 n’est pas ré-exprimé dans les cellules MDA
MB231 suite a I’invalidation transitoire de MBD2 et pourquoi la structure chromatinienne de la

région régulatrice A”TERT semble étre préservée en dépit d’une absence prolongée en MBD?2.

4- ACTIONS ANTAGONISTES ENTRE UN REPRESSEUR A MBD, LA PROTEINE MBD2, ET UN

ACTIVATEUR, LE REq

L’analyse de I’activité transcriptionnelle de plasmides régionalement méthylées micro-injectées
dans des ovocytes de Xenopus a par ailleurs suggéré une compétition entre les trans-activateurs et
les protéines a MBD pour 1’établissement d’une conformation chromatinienne « ouverte ».
L’ensemble de ces derni¢res données laissait donc supposer des interactions ou des interférences

entre la densité en CpG méthylés, les protéines a MBD et les trans-activateurs.

Le géne pS2, dont I’expression dépend de la densité de méthylation de sa région 5’ régulatrice,
de la présence du répresseur MBD2 et de son trans-activateur naturel REa, apparaissait donc étre
un modele idéal pour étudier ces inter-relations. Dans ce but, nous avons utilisé trois lignées
cellulaires possédant différents profils de méthylation de la région 5° régulatrice de ce géne : non-
méthylé, pour les cellules MCF7 ; partiellement méthylé pour les cellules HeLa ; et totalement

méthylé, pour les cellules MDA MB231.

4.1- LA METHYLATION DE L’ADN INHIBE INDIRECTEMENT L’ASSOCIATION DES REa A

LEUR SEQUENCE CIBLE, LES ERE

Nous avons donc pu montrer que contrairement au répresseur MBD2 dont la fixation correle
parfaitement avec la méthylation, le REa ne s’associe a I’ERE uniquement quand il est non-
méthylée mais indépendamment du statut de méthylation de la boite TATA. En effet, le méme taux

de REa est observé sur ’ERE des cellules MCF7 possédant une région 5’ régulatrice du gene pS2
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enticrement non-méthylée que sur ’ERE des cellules HeLLa exprimant transitoirement les REa et
possédant la région contenant la boite TATA du geéne pS2 méthylée. Au contraire, 1’expression
transitoire des REa dans les cellules MDA MB231 possédant une région 5° régulatrice du géne pS2
entiecrement méthylée n’entraine pas leur fixation sur I’ERE, suggérant que la méthylation de ’ERE
inhibe la fixation des REa. Bien qu’un effet direct de la méthylation sur la fixation de se trans-
activateur ne puisse étre exclu, notre équipe avait précédemment montré, par des expériences de gel
retard, que la migration d’oligonucléotides méthylés contenant ’ERE du gene pS2 pouvait étre
efficacement retardée par les REa (Martin et al., 1997). Des expériences in vivo ont également
suggéré un effet indirect de la méthylation de I’ADN. En effet, les sites hypersensibles a la DNase I
apparaissent étre identiques entre des cellules HES, dérivées de clones cellulaires stables MDA
MB231 exprimant ectopiquement les REa mais n’exprimant pas le gene pS2, et des cellules
sauvages MDA MB231 ; alors que des cellules MCF7 exprimant les REa et pS2 endogenes
présentent les sites hormono-dépendants hypersensibles a la DNase I (Giamarchi ef al., 1999). Ces
données suggerent donc qu’une conformation chromatinienne compacte associée a la méthylation
de I’ADN préviendrait de la fixation des REa mais également que la méthylation de la région
contenant la boite TATA du géne pS2 dans les cellules HelLa n’entrainerait pas une diffusion de la

structure chromatinienne « fermée » jusqu’a la région contenant I’ERE.

4.2- LE TRANS-ACTIVATEUR REq CO-EXISTE SUR LA REGION 5° REGULATRICE PS2 AVEC
LE REPRESSEUR METHYLATION DEPENDANT MBD2 POUR PALLIER PARTIELLEMENT SON

EFFET INHIBITEUR

Comme le laissaient pressentir les analyses des profils de méthylation et de fixation des REa,
I’expression ectopique des REa dans les cellules MDA MB231 ne stimule pas I’expression du géne
pS2. Dans les cellules HeLa, I’induction du geéne pS2 par les REa a été observée, suggérant que la
déméthylation de la région contenant ’ERE est un pré-requis par la stimulation cestrogeno-
dépendante du geéne pS2. Néanmoins, ce niveau de transcrit pS2 reste faible en comparaison a celui
observée dans les cellules MCF7 traitées a I’cestradiol. Cette étude indique donc que I’expression
des REa peut au moins partiellement pallier 1’effet inhibiteur de la protéine MBD2, lorsqu’ils lient
I’ERE du gene pS2, sans affecter le statut de méthylation de son promoteur et 1’association de
MBD?2 a cette région. Ainsi, la fixation du répresseur MBD?2 a la région méthylée contenant la boite

TATA du geéne pS2 réduit mais n’abolit pas la réponse de pS2 aux REa.
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La carte de fixation du répresseur MBD2 sur le géne pS2 donnée par les expériences de ChIP-
on-chip montre que la liaison de MBD2 couvre la région en aval du site d’initiation de la
transcription. L’analyse de la région 5’ du géne codant le récepteur a I’endothéline B indique que la
méthylation intragénique est sans effet sur I’expression du géne (Pao ef al., 2001). En revanche,
d’autres études, utilisant des séquences exogeénes transfectées ou des transgénes méthylés,
démontrent une influence de la méthylation en aval du site d’initiation de transcription sur le
contrdle de la régulation (Hsieh and Lieber, 1992;Kass et al., 1993;Lorincz et al., 2004). Ces
profils de méthylation sont également associés a la compaction de la chromatine et conduirait a
I’inhibition de I’élongation de la transcription par I’ARN polymérase II (Lorincz et al., 2004). Dés
lors, nous ne pouvons exclure I’impact de la liaison de MBD?2 a la région intragénique du géne pS2
sur D’efficacité de 1’élongation de la transcription de ce gene. Toutefois, des modifications post-
traductionnelles des histones H3 de décompaction de la chromatine (acétylation et déméthylation)
ont été identifiées au niveau de la région promotrice du gene pS2, quand I’expression de gene est
stimulée par I’expression des REa et/ou I’inhibition de la synthése en protéines MBD2, indiquant
I’influence de I’absence de MBD2 sur la conformation chromatinienne de la région promotrice du

gene pS2 et suggérant I’impact de MBD2 sur I’initiation de la transcription.

Récemment, des phénomenes cycliques de méthylation/déméthylation, associés a des cycles de
fixation de répresseurs/activateurs de la transcription, ont été décrits au niveau de la région
contenant ’ERE du geéne pS2 dans des cellules humaines synchronisées présentant une région 5’
pS2 non-méthylée (Metivier et al., 2004;Metivier et al., 2008;Kangaspeska et al., 2008). Bien que
les mécanismes de maintenance de la méthylation de ’ADN commencent a étre bien décrits, il est
aussi important de considérer les mécanismes capable d’enlever cette marque pour parfaitement
comprendre les dynamiques de méthylation, comme le suggerent ces études (Metivier et al.,
2008;Kangaspeska et al., 2008). Néanmoins, comme nous I’avons vu dans le paragraphe 3.4.3 du
chapitre 1 de I’introduction, ces mécanismes et ces activités déméthylantes sont controversées (Ooi

and Bestor, 2008).

La répression initiée par les protéines a MBD peut étre levée par divers mécanismes. Chez la
souris et le rat, Mecp2 est directement impliquée dans la répression du géne Bdnf dépendante de la
dépolarisation des neurones (Martinowich et al., 2003;Chen et al., 2003). Cette protéine, associée
au co-répresseur Sin3a, lie la région méthylée pauvre en CpG des promoteurs Bdnf. Sous 1’influx
calcique induit par la dépolarisation, Mecp2 est phosphorylée, entrainant sa subséquente

dissociation au promoteur Bndf dont la transcription devient alors active. Cependant jusqu’a présent
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qu'une seule équipe avait étudié les relations entre un répresseur a MBD et un activateur. Cette
étude montre que dans les cellules T naives, la surexpression du facteur de transcription GATA-3,
normalement requis pour I’expression du gene //4, délocalise la protéine MBD2 du promoteur //4 et
active la transcription de ce géne (Hutchins et al., 2002). Dans notre étude, au contraire, nous
montrons que la surexpression des REa et leur fixation sur ’ERE du géne pS2 conduit a la levée
partielle de la répression initiée par la protéine MBD2 sans entrainer la dissociation de ce répresseur
au promoteur. En effet, dans le modele étudié, les quantités en « promoteur pS2 »
immunoprécipitées par ChIP ne sont pas affectées par la liaison des REa a I’ERE. De plus, les
expériences de ChIP re-ChIP ont montré que la région régulatrice pS2 pouvait étre simultanément
fixée par les protéines REa et MBD2. En outre, I’effet synergique de la concomitante expression
ectopique des REa et de I’invalidation par RNAi de MBD?2 sur I’expression du géne pS2 suggere
aussi que les protéines REa et MBD2 n’entrent pas en compétition pour leur fixation sur la région
régulatrice pS2. L’ensemble de ces résultats démontre pour la premiere fois de la co-existence d’un
activateur et d’un répresseur sur une méme région régulatrice. Différents mécanismes d’actions

antagonistes entre les activateurs et les répresseurs transcriptionnels existent donc.

5- LA PROTEINE MBD2 POSSEDE TOUTES LES CARACTERISTIQUES D’UN REPRESSEUR

METHYLATION-DEPENDANT

Au cours des études geénes candidats, nous avons pu identifier MBD2 en tant que régulateur
négatif des genes ATERT et pS2, et caractériser son role. L’association de ce répresseur aux
promoteurs hyperméthylés dans les cancers avait déja été largement constatée (Nguyen et al.,
2001;Bakker ef al., 2002;Koizume et al., 2002;Ballestar ef al., 2003;Lin et al., 2003;Kondo et
al., 2005;Auriol et al., 2005;Lopez-Serra et al., 2006). En outre, dans des cellules fibroblastiques
issues de queues de souris invalidées pour le géne Mbd2, 1’étude de 1’expression de vecteurs
méthylés transfectés montre qu’ils sont inefficacement réprimés. En revanche, la réalisation de ces
mémes expériences dans des cellules fibroblastiques issues de queues de souris invalidées pour le
gene Mecp2, montrent que la répression des vecteurs méthylés transfectés n’est pas affectée par
I’absence du répresseur Mecp2 (Guy et al., 2001). Ces résultats suggerent donc 1’importance de
MBD?2 par rapport a MeCP2 dans la répression transcriptionnelle méthylation-dépendante. De plus,
une étude réalisée par 1’équipe du Dr Esteller, en collaboration avec notre équipe, a montré que
MBD?2 serait de loin le répresseur méthylation-dépendant réprimant le plus grand nombre de genes

(~900 genes sur 967) dans les cancers (Lopez-Serra et al., 2008). Toutefois, ces résultats sont issus
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d’études réalisées sur un nombre restreint de genes majoritairement a ilot de CpG. Il apparait donc
intéressant d’élargir 1’analyses des profils de fixations de la protéine MBD2 a I’ensemble des
promoteurs du génome afin de vérifier si cette protéine est réellement un répresseur méthylation-
dépendant important. Pour ce faire, nous avons mis au point une technique de ChIP-on-chip et de
MeDP-on-chip pour respectivement analyser la distribution de fixation de MBD2 et de ’ARN
polymérase II et la distribution de la méthylation sur les 25,500 promoteurs du génome. Le
croisement de ces résultats nous a permis de superposer les profils de fixation de MBD2 au profil de

méthylation des promoteurs et de les corréler a I’expression ou a la répression des genes.

51- LA REGION DE -700 PB A +200 PB AUTOUR DU SITE D’INITIATION DE LA

TRANSCRIPTION SEMBLE IMPORTANTE POUR LA REGULATION DE L’EXPRESSION GENIQUE

La majorité des signaux d’association de la protéine MBD2, d’absence en ARN polymérase II et
de la méthylation se superpose entre -700 pb et +200 pb, suggérant que cette région autour du site
d’initiation de la transcription est importante pour la régulation de 1I’expression génique. Nous avons
donc choisi cette région pour nos analyses. Par ailleurs, cet intervalle d’analyse a également été
utilis€ par une autre équipe étudiant la distribution de la méthylation et son impact sur 1’expression
génique (Weber et al., 2007). Néanmoins, nous ne pouvons exclure que d’autres régions
importantes pour la région génique existent dans la mesure ou sont représentées sur la puce a

promoteur seulement les zones 5° régulatrices comprises en -7,5 kb et +2,5 kb.

5.2- ETAT DE METHYLATION DES PROMOTEURS A ILOT DE CPG VERSUS NON A ILOT
DE CrG

L’utilisation d’une protéine recombinante contenant 4 domaines MBD (4xMBD) pour
immunoprécipiter I’ADN méthylé apparait étre un outil trés intéressant (Jorgensen et al., 2006).
Contrairement aux anticorps anti-méthylcytosine, la protéine 4xMBD reconnait les cibles in vivo de
la méthylation de I’ADN dans les cellules somatiques. En effet, I’anticorps anti-méthylcytosine
reconnait uniquement les cytosines méthylées sur de I’ADN simple brin. La protéine recombinante
4xMBD est elle capable d’immunoprécipiter de I’ADN méthylé double brin. De plus, d’apreés nos
résultats, cette protéine immunoprécipite avec une méme efficacité des séquences riches ou pauvres
en CpG méthylés. Néanmoins, une limite a I'utilisation de cette protéine dans les expériences de
MeDP-on-chip serait que cette protéine immunoprécipite spécifiquement I’ADN méthylé mais

qu’elle ne permet pas de déterminer le nombre de CpG méthylés au sein de ce fragment
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63% des promoteurs apparaissent étre méthylés et 77% des ilots de CpG contre 55,5% des
promoteurs non a ilots de CpG sont méthylés, confirmant un fort taux de méthylation au niveau des
ilots de CpG dans les cellules cancéreuses. Il est toutefois a noter que lorsque nous avons recherché
I’appartenance des promoteurs a un ilot de CpG grace a la base de données d’ilot de CpG de UCSC

Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/), nous avons trouvé que 34% des promoteurs sont inclus

dans un ilot de CpG. Ce pourcentage peut paraitre faible par rapport a certaines données de la
littérature qui estiment a ~60% le nombre de génes associés a un ilot de CpG (Antequera and Bird,
1993;Heisler et al., 2005). Toutefois, une revue récente faisant le point sur la connaissance des ilots
de CpG décrit que beaucoup d’ilots de CpG se situent loin du site d’initiation de la transcription
(Illingworth and Bird, 2009), expliquant la différence de pourcentage de promoteurs inclus dans un

ilot de CpG entre les différentes études.

Notre analyse montre un pic de méthylation de ’ADN entre -700 pb et +200pb. Toutefois,
I’équipe du Dr Beck a publié en 2006 que cette région est globalement moins méthylée que le reste
du génome sur les chromosomes 6, 20 et 22 (Eckhardt ez al., 2006). En effet, si nous normalisons
le pourcentage de sondes méthylées par rapport a leur densité en CpG nous observons le méme
résultat. Ces résultats suggerent que les régions comprises entre -700 pb et + 200 pb sont des
régions plus riches que le reste du génome en CpG, cibles de la méthylation de I’ADN. Ces données
suggérent encore 1’importance de cette zone dans la régulation de I’expression génique via la

méthylation de I’ADN.

53- LA METHYLATION DE L’ADN INHIBE LA TRANSCRIPTION ET CE EN GRANDE

PARTIE viA MBD2

La méthylation des promoteurs est associée a 71% a 1’absence d’ARN polymérase II. Il n’y a
donc dans ce cas pas de transcription des génes. Ainsi, dans la majorité des cas, les génes restent
silencieux lorsque leur région promotrice est méthylée. Ces résultats confirment donc 1’implication

de la méthylation de I’ADN dans la répression transcriptionnelle.

Nous avons ensuite regardé les relations existantes entre la méthylation de I’ADN et la fixation
de MBD2. Il ressort que MBD?2 se fixe préférentiellement aux promoteurs méthylés. En effet, 74%
des promoteurs fixés par MBD2 sont méthylés. Néanmoins, environ un quart (26%) des sites de
fixation de MBD2 sont non-méthylés. La premiere hypotheése pour expliquer ce résultat est que

nous ne détectons pas toutes les régions méthylées, la seconde est que MBD2 pourrait se trouver
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fixée a certaines régions non-méthylées par son interaction a d’autres protéines. En effet, I’équipe
du Dr Nakajima a montré en 2003 que MBD2a par I’intermédiaire de son interaction avec ’ARN
hélicase A du complexe CREB pouvait étre fixée a des éléments de réponse a I’AMPc (site CRE)
non-méthylés (Fujita ef al.,, 2003a). Dans cette ¢étude, la fixation du complexe MBD2a/ARN
hélicase A aux sites CRE non méthylés est associée a une activation transcriptionnelle. Dans notre
étude, nous voyons que seulement 4,3% des promoteurs sont non-méthylés, liés par MBD2 et
¢galement fixés par ’ARN polymérase II, donc potentiellement exprimés. Ces données suggerent
que I’implication de MBD2 dans 1’activation transciptionnelle de promoteurs non-méthylés n’est
pas le réle majeur de MBD2. En outre, seulement 8,3 % des promoteurs apparaissent méthylés,
fixés par MBD2 et I’ARN polymérase I, évaluant ainsi a ~13% le nombre total de promoteurs liés
par MBD?2 et potentiellement actifs. De plus, ce pourcentage est surement sur-évalué dans la mesure
ou la présence d’ARN polymérase II sur un promoteur n’est pas toujours associée a 1’activité du
promoteur (Sandelin et al., 2007). En définitive, le rdle activateur de la protéine MBD2 est

largement minoritaire.

En revanche, 70% des promoteurs méthylés et fixés par MBD2, ne sont pas associés a I’ARN
polymérase II, donc non exprimés. Ces résultats confirment donc que MBD?2 est principalement un
répresseur transcriptionnel méthylation-dépendant. Il était important de confirmer le role de MBD2
dans la mesure oul un nombre de plus en plus important d’études décrit MBD2 comme un activateur
de la transcription (Fujita et al., 2003a;Ego et al., 2005;Angrisano et al., 2006;Wischnewski et
al., 2007) et que la carte de liaison de MeCP2 récemment établie dans des neurones a montré que
63% des sites MeCP2 sont des promoteurs actifs, remettant en cause le rdle primaire de répresseur

transcriptionnel attribué¢ a MeCP2 (Yasui et al., 2007).

41,6% des promoteurs non fixés par I’ARN polymérase 11, donc non exprimés, sont méthylés et
liés a MBD2, suggérant que MBD2 via la méthylation de ’ADN est impliquée dans un vaste
processus de répression transcriptionnelle. En outre, parmi les promoteurs méthylés et silencieux,
40,6% sont liés par MBD2, démontrant une grande importance de cette protéine dans la répression
transciptionnelle méthylation-dépendante. En effet, d’apres ces résultats seulement 59,4% de la
répression transcriptionnelle engendrée par la méthylation de I’ADN serait a se partager entre les
mécanismes impliquant les trois autres membres de la famille des protéines a MBD, MBD1, MBD4
et MeCP2, mais aussi avec les mécanismes impliquant d’autres MBP et les mécanismes impliquant
directement la méthylation de ’ADN. MBD2, a elle seule, serait ainsi a 1’origine de presque la

moitié des mécanismes de répression transcriptionnelle engendrés par la méthylation de I’ADN.
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Toutefois, seulement 18% des régions promotrices du génome apparaissent étre MBD2 positives,
méthylées et ARN polymérase II négatives, suggérant que I’inhibition de MBD2, dans une visée
thérapeutique anti-cancéreuse, n’entrainerait pas une réactivation génique massive mais seulement
une réactivation d’une partie du génome. L’analyse des transcriptomes des tissus gastriques de
souris Mbd2™”" par rapport a ceux de souris sauvages, a montré une réactivation de seulement ~3 a
4% des genes (Berger et al., 2007). Ce méme pourcentage de geénes surexprimés en absence de
MBD2 a également été observé par notre équipe dans des cellules humaines fibroblastiques
embryonnaires normales de poumon, les cellules MRCS, traitées transitoirement par des ARN
interférents dirigés contre les transcrits MBD?2 (Perriaud ef al., en préparation). La différence du
nombre de genes surexprimés en absence de MBD2 par rapport au nombre de genes MBD2 positif,
méthylé et silencieux pourrait s’expliquer par une certaine redondance entre les mécanismes de
répression méthylation-dépendant pour certains loci. Ainsi, ’ensemble des données suggere que
MBD?2 participe a une régulation spécifique de certains génes mais qu’une collaboration entre les
acteurs des mécanismes de répression méthylation-dépendant existe également pour une régulation

globale de la transcription.

5.4- LA REPRESSION GENIQUE viA MBD2 N’EST PAS SPECIFIQUE DES GENES A ILOTS DE
CcrG

Dans la mesure ou nous avions décrit une spécificité de liaison et de répression du répresseur
MBD?2 pour un promoteur riche en CpG, hTERT, et un promoteur pauvre en CpG, pS2, nous avons
voulu connaitre la répartition de MBD2 sur ces différents promoteurs. Comme le montrent, les
résultats de notre analyse globale, MBD2 ne possede pas plus d’affinité pour les promoteurs riches
en CpG que pour les promoteurs pauvres en CpG et inversement. L’analyse de la répression des
genes a ilot de CpG hyperméthylés apparait donc étre tout aussi importante que 1’analyse de la
répression des geénes a promoteur méthylé pauvre en CpG dans les cellules cancéreuses. Dans les
cellules saines, les promoteurs a ilots de CpG ne sont pas les cibles préférentielles de MBD?2 car ces
régions sont majoritairement non-méthylées. Il serait donc intéressant de suivre la redistribution des
profils de fixation de MBD2 associée a la redistribution de la méthylation au cours de la
cancérogénese. Notre équipe est en ce moment en train d’analyser ce processus dans un modele de
progression tumorale mammaire établi au sein de I'unité U590 (Morel ef al., 2008) et équivalent a

celui créé par 1’équipe Dr Weinberg (Elenbaas et al., 2001).
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5.5- MBD2 EST TRES MAJORITAIREMENT ASSOCIEES AUX PROMOTEURS METHYLES ET

SILENCIEUX

En outre, lors de nos deux études geénes candidats, nous avons mis en €vidence un role de
MBD?2 dans la modulation, en plus de son rdle dans la répression stricte, de 1’expression de genes
endogeénes méthylés. Dans notre étude globale, seulement ~8% des génes possedent un promoteur
méthylé et fixé par MBD2 mais associé a ’ARN polymérase II, donc potentiellement actif. Cette
donnée suggeére que le role de MBD2 en tant que modulateur de la répression génique est
minoritaire par rapport a son role de répresseur strict. Toutefois, cette hypothese serait a vérifier car,
comme nous I’avons évoqué précédemment, la présence d’ARN polymérase II sur un promoteur

n’est pas systématiquement associée a I’activité du promoteur (Sandelin ef al., 2007).

5.6- IDENTIFICATION DE NOUVEAUX GENES CIBLES DU REPRESSEUR MBD2 DANS LES

CELLULES CANCEREUSES

L’analyse de la distribution de MBD?2 sur les promoteurs du génome nous a également permis
d’identifier de nouvelles cibles de ce répresseur dans les cellules cancéreuses HelLa. Les résultats
ont montré que MBD2 est un répresseur li¢ a certaines familles de génes suppresseurs de tumeurs
dont en particulier les génes codant les récepteurs a dépendance. Ces récepteurs gouvernent une
double signalisation : ils traduisent un signal de prolifération ou de différenciation en présence de
leur ligand respectif, alors qu’en leur absence, ils sont loin d’étre inactifs puisqu’ils transduisent un
signal de mort cellulaire (Mehlen and Thibert, 2004). De tels récepteurs généreraient ainsi un état
de dépendance de la cellule vis-a-vis de son ligand, la perte de relation récepteur-ligand conduisant
au suicide de la cellule. Ces récepteurs a dépendance apparaissent comme de nouveaux types de
suppresseurs de tumeurs (Bernet and Mehlen, 2007a). Leur fonction de suppresseurs de tumeurs
passe par une limitation, via I’induction de 1’apoptose, de I’échappement de cellules tumorales se
développant en dehors du champ d’accessibilit¢ du ligand. Récemment, I’inactivation par
hyperméthylation d’un de ces récepteurs, UNC5C, a été démontrée dans les cancers colorectaux
(Bernet et al., 2007b). La perte d’expression de ce récepteur assurerait un avantage sélectif pour la
progression tumorale. UNCS5C fait partie des récepteurs a dépendance trouvés fixés par MBD2 en
« ChIP-on-chip ». De plus, 11 genes codant les récepteurs a dépendance et leurs ligands sur 14 ont
été trouvés fixés par MBD2, suggérant que ce répresseur pourrait étre un régulateur du pouvoir

métastatique d’une tumeur.
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CONCLUSIONS & PERSPECTIVES

En définitif, I’étude de la spécificité des protéines a MBD nous a permis de démontrer une
réelle spécificité de cible du répresseur MBD2 pour les loci A”TERT et pS2/TFF1. Ce travail a
par conséquent apporté des éléments de réponse concernant les mécanismes €pigénétiques qui
controlent 1’expression du gene ATERT et pS2 dans les cellules cancéreuses. Ces éléments sont
importants lorsque 1’on sait que :

(1) I’expression du géne ATERT est un pré-requis pour I’immortalisation cellulaire. Un nombre
considérable de facteurs de transcription a été proposé comme régulateur négatif de la transcription
du géne ATERT. Néanmoins, des évidences directes indiquant que la transcription du gene hTERT
est inhibée restaient a étre fermement établies. Ainsi, MBD2 représenterait un nouveau facteur
directement impliqué dans la régulation négative de I’expression du géne ZTERT. Dans les cellules
cancéreuses, MBD2 semble jouer un role spécifique en se liant d’une part a 1’illot de CpG
hyperméthylé du géne ATERT et d’autre part en établissant un lien direct entre 1’altération de la
méthylation de ’ADN des cellules tumorales et la réduction du taux de transcription du géne
hTERT. La liaison de MBD2 représente un contrdle supplémentaire a 1’expression du géne hTERT,
des lors surlignant I’importance de la régulation du gene ATERT dans les cellules immortalisées et
cancéreuses.

(i1) pS2 est un gene cestrogeno-dépendant, dont 1’expression dans les cancers du sein permet de
mesurer la réceptivité des tumeurs a un traitement hormonal. Il serait par ailleurs un gene

suppresseur de tumeurs gastrique spécifique.

Il serait a présent intéressant d’étudier le ou les mécanisme(s) a 1’origine de la spécificité de
MBD2 pour les promoteurs méthylés hTERT et pS2. Cette spécificité, ne dépendant pas des
concentrations intracellulaires relatives en protéines a MBD, pourrait étre de deux types : soit cette
protéine a une affinité particuliére pour certaines séquences de ces promoteurs, soit elle est ciblée
sur cette portion par interaction avec des facteurs ayant une telle affinité. La premiére hypothése
parait peu plausible. En effet, aucune spécificité de séquence n’a été a ce jour mise en évidence
pour le répresseur MBD2. De plus, la présence de la protéine MBD2 sur les 2,6 Kb de I’ilot de CpG

du gene ATERT et non sur un site spécifique tend a aller a ’encontre d’une préférence de séquences
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de ce répresseur. Néanmoins, il serait tout de méme intéressant de comparer toutes les séquences
cibles de MBD2 trouvées par I’approche de ChIP-on-chip car MBD2 pourrait posséder une
spécificité pour une ou des séquences cibles et se répandre ensuite sur toute une région méthylée a
partir de ce site. Une autre possibilité pour expliquer la spécificité de MBD2 pour certains loci est
I’implication de partenaires nucléiques possédant eux une spécificit¢ de séquence dans le
recrutement de MBD2 sur des sites spécifiques. La comparaison de I’ensemble des séquences fixées
par MBD2 mises en évidence par ChIP-on-chip pourrait également nous renseigner sur les
potentiels partenaires de MBD2 spécifiques de séquences. De tels partenaires pourraient soit
recruter MBD2, soit stabiliser sa fixation, au niveau de cibles spécifiques. Ce type de coopération
entre répresseurs a MBD pour une fixation sur de vastes portions de génome a déja été suggéré par
d’autres auteurs (van, V et al., 2000;Stirzaker et al., 2004;Di et al., 2004).

Par ailleurs, nous avons élargi I’analyse des profils de fixation de MBD2 aux promoteurs du
génome par une approche globale de ChIP-on-chip afin d’identifier I’ensemble des cibles de ce
répresseur. Cependant, pour vérifier si la fixation de MBD?2 sur toutes ses cibles est spécifique, des
expériences de ChIP-on-chip MeCP2 et MBDI1, afin de comparer les sites de fixation de ces trois

principaux répresseurs méthylation-dépendant, pourraient étre réalisées.

Les études genes candidats, nous ont par ailleurs permis d’explorer de nouveaux mécanismes
de régulation de I’expression génique par les protéines 2 MBD. En effet, les études portant sur la
régulation des genes ATERT et pS2 ont permis de mettre en évidence un nouveau role des
protéines a MBD en tant que modulateurs et non pas de répresseurs stricts de I’expression
génique. De plus, I’étude de la régulation transcriptionnelle du géne pS2 par le répresseur MBD2 a
permis d’analyser les actions antagonistes entre un répresseur a MBD, la protéine MBD2, et
un activateur, le REa. Une seule étude avait jusqu’a présent étudi¢ les relations entre un

répresseur 8 MBD et un activateur (Hutchins ez al., 2002).

Sachant que 50% des tumeurs mammaires sont RE positives mais qu’environ 40% de ces
tumeurs ne répondent pas aux hormono-thérapies, il semblerait donc important de continuer
I’analyse des relations antagonistes entre le répresseur MBD?2 et les REa. Nous avons montré que la
surexpression des REa et leur fixation sur le promoteur pS2 n’entrainent pas la dissociation de la
protéine MBD2 a ce dernier. Pour savoir si cette observation peut étre généralisée a d’autres genes,

il serait par exemple envisageable d’analyser les fragments d’ADN issus des expériences de ChIP
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re-ChIP soit par une approche geénes candidats, soit par une approche globale de clonage-

séquencage ou d’hybridation sur puces promoteurs.

Enfin, au cours de ce travail une approche globale de ChIP-on-chip a été développée dans le
but (i) de caractériser le role de la protéine MBD2 dans la régulation transcriptionnelle et (ii)

d’identifier I’ensemble de ses promoteurs cibles au sein du génome.

L’analyse globale des profils de distribution de MBD2, de la méthylation ainsi que de I’ARN
polymérase II sur puces promoteurs a montré que MBD2 posséde toutes les caractéristiques d’un
répresseur transcriptionnel méthylation-dépendant. En effet, 74% des promoteurs fixés par
MBD2 sont méthylés et cette liaison est associée dans 65% des cas a une répression
transcriptionnelle. De plus, MBD2 apparait étre le répresseur méthylation-dépendant le plus
utilisé dans les cellules HeLLa comme le suggéraient les travaux de nos collaborateurs (Lopez-Serra

et al.,2008).

Par ailleurs, cette approche globale de ChIP-on-chip nous a permis d’isoler de nouveaux génes
suppresseurs de tumeurs fixés par le répresseur MBD2 dont en particulier les récepteurs a
dépendance. L’identification d’autres voies de signalisation ou d’autres familles de genes
particulierement régulés par MBD2 est actuellement en cours d’analyse. Néanmoins, confirmer
I’implication de MBD2 dans la régulation des génes impliqués dans la voie de signalisation des
récepteurs a dépendance suscite un grand intérét. En effet, les récepteurs a dépendance sont a la fois
impliqués dans la transition adénome-carcinome et dans 1’acquisition d’un potentiel métastatique
(Bernet and Mehlen, 2007a). Dans ce cadre, comprendre les mécanismes d’inactivation par
hyperméthylation de ces récepteurs dans les cancers et déterminer si MBD2 peut étre une cible
potentielle pour réactiver ces genes et lutter contre le cancer semblent attractifs. Ce projet a débuté
au sein de notre équipe et s’effectue en étroite collaboration avec I’équipe du Dr Mehlen, 1’un des
premiers a avoir découvert les récepteurs a dépendance et a avoir démontré leur réle dans la mort

cellulaire.

De nombreux genes impliqués dans le contrdle de la prolifération, de la différenciation et de la
mort cellulaire, dont en particulier les genes suppresseurs de tumeurs, sont inactivés par

hyperméthylation dans les cancers. D’aprés la littérature et nos résultats, cette inactivation
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méthylation-dépendante serait en partie initiée par la protéine MBD2. De¢s lors, ce répresseur
apparait étre une cible potentielle pour combattre le cancer. Dans une perspective thérapeutique
anti-cancéreuse visant a inhiber MBD2 (utilisation d’ARN interférents ou d’inhibiteurs protéiques),
rechercher les cibles de la protéine MBD2 et comprendre sa capacité a contrdler I’expression
génique semblent cruciaux. En effet, I’inhibition de la protéine MBD2 dans une visée thérapeutique
pourrait étre & ce jour envisageable. L’invalidation du geéne Mbd2 est viable chez la souris et
conduit & peu d’anomalies chez I’adulte (Hendrich et al, 2001;Hutchins et al., 2002). Cette
invalidation a également un réle protecteur contre le risque de développer des cancers intestinaux

. Min/+
chez les souris Apc™™

‘(Sansom et al., 2003). De plus, 1I’équipe du Dr Szif, qui a développé une
stratégie thérapeutique a I’aide d’ARN anti-sens dirigés contre les transcrits Mbd2, a montré que
des injections de ces ARN chez la souris nude ont un fort effet anti-tumoral sur des tumeurs
intestinales et pulmonaires greffées et n’ont révélé aucune toxicité vis-a-vis des cellules non
tumorales murines (Campbell ef al., 2004). En outre, I’inhibition de la protéine MBD2 semble une
alternative aux thérapies déméthylantes pour le traitement des cancers, dans la mesure ou il
existerait chez ce facteur une spécificité de cibles. Son inhibition aurait alors théoriquement une

conséquence spécifique et non globale, relativement restreinte sur 1’organisme et donc une faible

toxicite.
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RESUME

De nombreux geénes suppresseurs de tumeurs sont inactivés par hyperméthylation dans les
cancers. Cette inactivation serait en partie initiée par la protéine, MBD2 (Methyl-CpG-Binding
Domain protein 2). Cette protéine recrute au niveau de séquences méthylées des complexes
enzymatiques capables de modifier la structure chromatinienne et crée ainsi des régions
fonctionnellement inactives. Dés lors, ce répresseur apparait étre une cible potentielle pour
combattre le cancer. Dans cette perspective, rechercher les cibles de MBD2 et comprendre sa
capacité a controler 1’expression génique semblent cruciales. Au cours de deux études genes
candidats, nous avons pu démontrer (i) une réelle spécificité¢ de cible du répresseur méthylation-
dépendant MBD?2 pour les loci A”TERT et pS2/TFF1 ; et (ii) un nouveau role de la protéine MBD2
en tant que modulateur de 1’expression génique. De plus, les actions antagonistes entre le répresseur
MBD?2 et le trans-activateur naturel du géne pS2, le récepteur aux cestrogénesa, ont été explorées.
Puis, I’analyse globale des profils de distribution de MBD2, de la méthylation de I’ADN, ainsi que
de I’ARN polymérase II, sur puce promoteur a montré que MBD2 possede toutes les
caractéristiques d’un répresseur trancriptionnel méthylation-dépendant. En effet, 74% des
promoteurs fixés par MBD2 sont méthylés et cette liaison est associée dans 65% des cas a une
répression transcriptionnelle.

The Methyl-CpG-Binding Domain Protein 2 (MBD?2),
a specific interpret of methylated loci in cancer cells

ABSTRACT

In the past few years, several clinical trials have shown that targeting DNA methylation
machinery might be of interest in cancer therapy to restore tumor suppressor genes expression and
inhibit tumor growth. The Methyl-CpG-Binding Domain protein 2 (MBD2) is an important
constituent of the DNA methylation machinery since this protein is directly involved in the
mediation of the epigenetic signal. Moreover, MBD2 seems to show some gene specificity, its
inhibition reactivate a limited number of genes. Taken together these data suggest that MBD2
represents potential new target in cancer therapy and, therefore, new insights on MBD2 specificities
are, in this context, of importance. To this end, we have developed two different approaches: a
candidate genes analysis and a genome-wide analysis, using ChIP-on-chip method, in order to map
MBD?2 binding sites. The candidate gene approaches are strongly in favour of the “one gene - one
MBD” hypothesis, at least for the genes analyzed. Indeed, our results indicate that MBD2 is
specifically and directly involved in the transcriptional repression of A/TERT and pS2/TFF1 genes.
Furthermore, a new role of MBD2 in the fine-scale modulation of these genes was demonstrated,
and the antagonist actions between MBD2 and the natural trans-activator of pS2 gene, the estrogen
receptor o, were explored. Genome wide distribution of MBD2 binding sites, DNA Methylation
profiles, and silencing potential, showed that the MBD2 is a real methylation-dependant
transcriptional repressor: 74% of the MBD2 binding promoters are methylated and 65% silenced.
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