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RESUME GENERAL

La méthylation de ’ADN joue un rdle central dans la régulation épigénétique de
Pexpression des génes durant le développement et la progression de maladies, comme le cancer.
Les patrons de méthylation sont acquis trés t6t dans 1’embryogenése et sont maintenus lors de la
réplication cellulaire par la méthyltransférase de I’ADN 1 (DNMT1). DNMT1 est la
méthyltransférase de I’ADN la plus abondante dans les cellules somatiques et sa régulation est
complexe et encore peu comprise. Plusieurs études ont démontré que la forme humaine de
DNMT!1 était phosphorylée sur plusieurs résidus sérines et thréonines dans différents types
cellulaires et conditions physiologiques. Jusqu’a maintenant, 1’identification des Kkinases
responsables de cette phosphorylation ainsi que son importance fonctionnelle demeurent peu
ctudiées. La phosphorylation est 1’une des modifications post-traductionnelles majeures et peut
avoir divers effets sur les protéines ciblées, telle que la modulation de I’activité enzymatique et
des interactions protéiques. Les travaux de recherche présentés dans cette thése avaient pour
objectif d’identifier les protéines sérine/thréonine kinases responsables de la phosphorylation de
la DNMT1 et de déterminer les effets de cette phosphorylation sur les fonctions de I’enzyme.

Nous avons identifié deux familles de protéines sérine/thréonine kinases capables de
phosphoryler la DNMT1, soient les protéines kinases C (PKC) et les protéines kinases
dépendantes des cyclines (CDK). Dans un premier temps, nos résultats ont démontré que la
phosphorylation de la DNMT1 humaine par les PKC est spécifique a certains isoformes et cible
principalement le domaine N-terminal. L’utilisation de la PKCC comme modéle a permis de
mettre en €vidence I’interaction et la colocalisation entre celle-ci e¢ DNMT! dans le noyau
cellulaire. Nous avons également observé une réduction dans le statut de meéthylation des génes a
travers le génome lorsque PKC( et DNMT1 étaient surexprimées dans les cellules HEK-293.
Ceci est cohérent avec nos résultats démontrant une réduction de I’activité de DNMT]1 suite & sa
phosphorylation par PKC(.

Dans un second temps, nous avons identifié la Serl1 54 de la DNMT1 humaine comme un
site de phosphorylation ciblé par les CDK. Avec I’aide d’un inhibiteur spécifique de CDK1, 2 et
5, la roscovitine, nous avons démontré la phosphorylation de la DNMT1 endogeéne sur le résidu
Ser154 dans les cellules HEK-293. Afin d’étudier Pimportance de la phosphorylation de la

Ser154 sur la fonctionnalité de I’enzyme, nous avons muté cette sérine en alanine (S154A). La
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mutation S154A abolit presque complétement 1’activité méthyltransférase de DNMT1, ce qui
suggere que ce résidu est important pour son activité enzymatique. De plus, nous avons observé
que ce mutant de DNMT1 était moins stable que la protéine de type sauvage a la suite d’un
traitement avec le 5-aza-dC, un agent déméthylant reconnu pour induire la dégradation de
DNMT1 via la voie de I’ubiquitine/protéasome.

L’ensemble de nos résultats identifie pour la premiére fois des isoformes de PKC ainsi
que les CDK comme des kinases capables de phosphoryler DNMTI1. Nos résultats démontrent
également I’importance de cette phosphorylation sur I’activité et/ou la stabilité de I’enzyme, se
traduisant par une hypométhylation globale du génome dans le cas des PKC, et un role potentiel
dans Pactivation ou le maintient de activité de DNMT1 pour les CDK. Considérant le fait que
les PKC et les CDK sont impliqués dans le développement de plusieurs cancers, nous proposons
que la dérégulation des PKC ou CDK pourrait induire une phosphorylation anormale de DNMT]1
et ainsi mener a I’hypométhylation ou I’hyperméthylation du génome, des phénomeénes

fréquemment observés dans les cellules cancéreuses.
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CHAPITRE I

Revue de littérature



1. L’épigénétique

1.1 Introduction

Chez les mammiferes, le génome encode une grande quantité de geénes dans environ 200
types cellulaires différents, & de nombreux stades du développement, rendant nécessaire
Pexistence d’une programmation des patrons d’expression. Il est maintenant évident que de
Iinformation additionnelle, requise pour une expression convenable des genes, est encodée dans
la séquence génomique et surpasse 1’information donnée par les quatre bases de ’ADN [1]. Chez
un organisme multicellulaire, les altérations phénotypiques qui se produisent de cellules en
cellules durant le développement ont été décrites comme étant « 1’architecture épigénétique ou
épigénome » [2]. Jusqu’ici, le spectre cellulaire, des cellules souches aux cellules completement
différenciées, comporte une séquence d’ADN identique mais différe de fagon marquée dans le
profil d’expression des génes. 11 est proposé que cette variation programmeée constitue un « code
génétique » qui agrandi significativement le potentiel de I’information du génome [3-5]. Dans
plusieurs cas, les patrons épigénétiques semblent étre hérités a travers les divisions cellulaires,
assurant une mémoire qui pourrait permettre la transmission de I’information de ce code [6].

L’épigénétique a d’abord été définie comme étant Iensemble des modifications
transmissibles et réversibles de I’expression des génes qui n’implique aucune altération dans la
séquence nucléotidique de I’ADN. Durant la derniére décennie, des données considérables ont été
accumulées sur les familles d’enzymes de modification de la chromatine et de méthylation de
I’ADN. En des termes plus modernes, 1’épigénétique peut maintenant étre définie comme étant la
somme des altérations de la chromatine (modifications des histones et méthylation de I’ADN).
Ces altérations, en concert avec les complexes de remodelage de la chromatine, 1’architecture
nucléaire et les micros ARN, définissent la structure de la chromatine au niveau des genes, et

donc leur activité transcriptionnelle.

1.2 La chromatine

Chez les eucaryotes supérieurs, la molécule d’ ADN mesure environ deux métre de long
et, par le fait méme, se doit d’étre condensée afin d’étre contenue dans le noyau des cellules
(Figure 1). Une solution élégante au probléme de densification de I’ADN réside en son
enroulement autours de protéines histones, donnant lieu a un polymére répété protéine-ADN

connu sous le nom de chromatine 7). La chromatine n’est pas une structure uniforme. En regle



générale, elle est classée comme étant soit euchromatique ou soit hétérochromatique.
L’euchromatine correspond & une chromatine décondensée, qui peut étre transcriptionnellement
active ou inactive, tandis que I’hétérochromatine peut étre définie comme étant de la chromatine
trés comprimée et inactive. Cette derniére peut exister sous forme permanente (hétérochromatine
constitutive), ol les génes sont rarement exprimés dans les cellules, ou encore sous forme
réprimée (hétérochromatine facultative) dans certaines cellules durant le cycle cellulaire ou a une
etape spécifique du développement [6]. La chromatine peut donc étre vue comme un polymére
dynamique pouvant indexer le génome et ainsi potentialiser les signaux provenant de
Penvironnement afin de déterminer quels seront les génes qui seront exprimés [6]. Ceci procure

une couche multidimensionnelle 3 1a lecture de I’ADN.

’ Chromosome
Chromatide ' Chromatide

Télomére ———

. 74 AN\
: PN i = 1)
Centromére \ J
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YTrGa

Figure 1. Organisation de la chromatine. L’information génétique des cellules eucaryotes est condensée en
chromosomes, ot I’on retrouve la double hélice d’ADN enroulée autour du noyau d’histones (formation d’une
structure en collier de perle) qui est souvent repliée pour former une chromatine d’ordre supérieure. Les changements
dynamiques de la chromatine sont directement influencés par la modification post-traductionnelle des régions N-
terminales des histones. Des acides aminés spécifiques des queues d’histones sont ciblés par des modifications
covalentes telles que 1’acétylation (Ac), la phosphorylation (P), I’'ubiquitination (Ub), la méthylation (Me). Selon la
combinaison de ces marques, on retrouvera en général une chromatine transcriptionnellement active ou inactive
(code des histones). Adapté de Sparmann et al. (2006) [8].

1.2.1 Euchromatine et hétérochromatine
L’euchromatine (Figure 1) consiste principalement en des séquences codantes, qui

comptent seulement pour une petite fraction du génome des mammiféres (moins de 4%) [6]. 11 est
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suggéré que I’euchromatine existe sous une forme dite ouverte (décompressée), plus sensible aux
nucléases, permettant 1’expression des génes, bien qu’elle ne soit pas nécessairement active.
Certains génes sont exprimés de fagon ubiquitaire et d’autres sont régulés durant le
développement ou encore induits en réponse 2 des signaux externes. La transcription des génes
est favorisée par la coopération des séquences de I’ADN agissant en cis (promoteurs, enhancers,
LCR (locus control regions)) et des facteurs agissant en trans, en concert avec I’ARN polymérase
et les facteurs associés [9]. Ensemble, ces facteurs ont été sélectionnés a travers 1’évolution afin
d’orchestrer une série de réactions élaborées qui se doivent d’étre produites dans un arrangement
spatial et temporel approprié.

La portion de I’ADN riche en bases AT au niveau des promoteurs est souvent dépourvue
de nucléosomes et existe possiblement dans une conformation non-canonique favorisant la liaison
des facteurs de transcription [10, 11]. Cependant, la liaison des facteurs de transcription seule
n’est pas suffisante pour assurer la transcription des génes. L’engagement de la machinerie de
transcription sur I’ADN doit étre facilité entre autres par le recrutement de complexes de
remodelage de la chromatine. Le terme « euchromatine » représente un état de la chromatine
complexe qui englobe un mélange dynamique et élaboré de complexes dédiés qui interagissent
ensemble, étroitement, avec la fibre de chromatine afin de permettre la transcription d’ARN
fonctionnels.

De son c6té, I'hétérochromatine (Figure 1) est constituée essentiellement d’ADN non-
codant et répétitif (96% du génome) [6]. De la levure a I’humain, elle semble jouer un réle dans
Porganisation et le bon fonctionnement du génome. Les étapes de la formation de
Phétérochromatine semblent conservées, bien que I’ordre exact et les détails puissent variés. En
general, cette voie met en jeu la désacétylation des queues d’histones, la méthylation de résidus
lysines spécifiques, le recrutement de protéines associées 2 ’hétérochromatine et 1’établissement
de la méthylation de ’ADN. Plusieurs roles sont attribués a I’hétérochromatine, dont la
maintenance de la bonne dynamique chromosomique au niveau de domaines specialisés du
genome, empreints d’une signature épigénétique. Par exemple, ’hétérochromatine agit comme
une cloison au niveau des centroméres, assurant la stabilité des domaines hétérochromatiques
marqués par une signature épigénétique répressive afin de faciliter la ségrégation des
chromosomes lors de la mitose et de la méiose [12, 13]. De fagon intéressante, le fait de déplacer

des genes de leur position initiale située dans ’euchromatine vers de nouvelles positions au



niveau ou pres des centroméres et téloméres de I’hétérochromatine, entraine leur répression [14,
15). Ceci souligne bien I’importance de 1’hétérochromatine dans les fonctions de maintenance du

génome, aussi importantes que celles de 1’euchromatine.

1.3 Modifications des histones

L’unité de base de la chromatine, le nucléosome [7], est formée de deux tours de la super-
hélice de I’ADN (147 paires de bases (pb)) enroulés autour d’un octamére de protéines histones :
un tétramére H3-H4 et deux diméres H2A-H2B [16]. C’est I’histone H1 qui permet la liaison
entre les nucléosomes, participant ainsi 4 la densification de la chromatine d’ordre supérieur [17].
Les histones sont de petites protéines constituées d’un domaine globulaire et d’un domaine N-
terminal plus flexible qui dépasse du nucléosome. C’est la partie N-terminale, queue de I’histone,
qui subit notamment plusieurs modifications post-traductionnelles (Figure 1).

Depuis les études pionniéres effectuées par Allfrey et ses collégues [18], plusieurs types
de modifications covalentes des histones ont été identifiés et caractérisés, incluant la
phosphorylation, 1’acétylation, 1’ubiquitination, la méthylation, la sumoylation, 1I’ADP-
ribosylation, la biotinylation, I’isomérisation de proline et probablement plusieurs autres qui
n’ont pas encore ét¢ décrits [19]. Ces modifications covalentes se produisent a des sites
specifiques et les enzymes responsables de ces modifications sont présentées dans le Tableau I.
Ces enzymes sont hautement spécifiques pour des résidus d’acides aminés a des positions
précises [3, 4] et ces modifications peuvent méme influencer la structure de la chromatine, selon
leur concentration et leur combinaison. En effet, lorsque 1’on compare les modifications des
histones de I’euchromatine et 1’hétérochromatine, elles reflétent 1’état transcriptionnel du
génome, ¢’est-a-dire régions transcrites et non-transcrites respectivement.

Plusieurs des modifications de la chromatine sont réversibles et clivées par des enzymes
spécifiques, telles que les histones déacétylases (HDAC), les histones phosphatases (PP), les
ubiquitines hydrolases (Ubq) et les poly(ADP-ribose)glycohydrolases (PARG) [20-22]. Par
conseéquent, il est peu probable que ces modifications soient transmises par la lignée germinale.
Les empreintes transitoires sont trés intéressantes puisqu’elles imposent des changements 2 la
chromatine en réponse a des stimuli intrinséques et externes [23]. De cette facon, elles régulent
I’accés et/ou la disponibilité de la machinerie de transcription nécessaire afin de décrypter la

matrice d’ADN sous-jacente [9]. Certaines modifications des histones peuvent cependant étre



stables pendant plusieurs divisions cellulaires. C’est le cas pour la méthylation de lysines. Par

conséquent, un état épigénétique, ou une mémoire cellulaire, peut étre établi.

Tableau I. Liste des principales enzymes responsables de la modification des histones. Adapté de
Biel et al. 2005 [24].

Groupes Familles Enzymes Fonctions/Spécificités Références
HAT GNAT GenSL Activation transcriptionnelle [25, 26]
PCAF Activation transcriptionnelle (271
ATF-2 Activation transcriptionnelle [28]
MYST MOZ Activation transcriptionnelle [29]
Tip60 Activation transcriptionnelle/ (30
réparation de ’ADN
CBP/p300 Activation transcriptionnelle 31, 32]
HMT HKMT SuUv39 H3-K9 [33]
SET7/9 H3-K4 [34,35]
G9a H3-K9; H3-K27 [36, 37]
Ezh2 H3-K27 [38]
HRMT PRMTI H4-R3 [39]
PRMT4/CARMI1  H3-R2, H3-R17, H3-R26 [40, 41]
PRMTS/JBP1 H2A, H4 [42, 43]
Histone Kinases Aurora H3-S10; H3-S28 [44, 45)
phosphorylation Condensation des chromosomes;
division cellulaire
MAPK Activation transcriptionnelle [46]
PKB/Akt Activation transcriptionnelle [47, 48]
Histone Ub Chromatine active [49]
ubiquitination
Histone sumoylation SUMO Chromatine inactive [50]
Histone poly-ADP- PARP-1 Altération de la structure de la [51-53]
ribosylation chromatine; activation et répression

transcriptionnelle

HAT, histone acetyltransferase; GNAT, Gen5-related N-acetyltransferase family, PCAF, p300/CBP-associated factor; ATF-2, activating
transcription factor 2; MYST, MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 and Tip60 family; MOZ, monocytic leukemia zinc-finger protein; Tip60, HIV-Tat
interacting protein; CBP/p300, CREB binding protein/p300; HMT, histone methyltransferase; HKMT, histone lysine methyltransferase; Ezh2,
enhancer of Zeste homolog 2; HRMT, histone arginine methyltransferase; PRMT1/4/5, protein arginine N-methyltransferase 1, 4 and 5; CARMI,
coactivator-associated arginine methyltransferase 1; JBP1, J binding protein 1; MAPK, mitogen-activated protein kinase; PKB/akt, protein kinase
B/akt; Ub, ubiquitin; SUMO, Small ubiquitin-like modifier; PARP-1, poly(ADP-ribose) polymerase 1.

Les modifications covalentes au niveau des queues d’histones peuvent causer des effets
en cis et en trans. Les effets en cis impliquent des modifications de la propriété physique des
queues d’histones, comme la modulation de la charge électrostatique ou de la structure de la
queue qui, a leur tour, altérent les contacts entre les nucléosomes. Un exemple bien connu,

I’acétylation des histones, permet de neutraliser les charges positives des queues d’histones. Cela



geénére une expansion localisée de la chromatine et offre une meilleure accessibilité a la double
hélice I’ADN pour la machinerie de transcription. Il est d’ailleurs pensé que I’assemblage des
différents états épigénétiques pourrait former un « code » (code des nucléosomes) [4], conduisant
a une spécificité combinatoire des empreintes définissant 1’euchromatine et 1’hétérochromatine
[5] (Figure 1 et 2). Les effets en frans engendrés par les modifications des histones
correspondent au recrutement des partenaires de liaisons aux modifications de la chromatine.
Certains partenaires de liaison ont une affinité particuliére et se lient aux queues d’histones
spécifiques. Ils servent souvent de « velcro » pour un polypeptide, afin de permettre la liaison
d’un complexe enzymatique plus grand, qui est nécessaire pour lier le polymeére de chromatine
[6]. Par exemple, on retrouve souvent un bromodomaine (motif reconnaissant les résidus
acétylés des histones) au niveau de ’enzyme histone acétyltransférase (HAT), responsable de
Pacétylation d’histones, qui fait elle-méme partie intégrante d’un grand complexe de remodelage
de la chromatine [54, 55].

Active/Accessible Inactive/Condensée

=0
H3) ARTKQTARK§;I'GGI_(!\PRKQL [H3] ARTKQTARK%I’GGKAPRKQL

MH3] ARTKQTARKSTGGI&RKQL [H3] ARTKQTAR ﬁSTGGKAPRKQL

1

[H4] SGRGKGGKGLGKGGAKRHRK  [H4] SGRGKGGKGLGKGGAKRHRK
¢
KRKRSRKESYSV- histone H2B GRVHRLLRKGNY~-{ Tistone H2A

K13 Kite

Figure 2. Modifications d’histones. Quelques exemples de modifications d’histones combinatoires au niveau du
domaine terminal NH, qui représentent des empreintes pour la chromatine active ou inactive. Ac, acétylation; P,
phosphorylation; Me (rouge), méthylation lysine répressive; Me (verte), méthylation lysine activatrice; Me (jaune),
méthylation arginine; Ub, ubiquitination. Adapté de Allis et al. (2007) [6].

Les modifications des régions des histones au niveau de la queue et du centre globulaire
peuvent aussi cibler des complexes de remodelage dépendants de I’ATP (Adénosine
triphosphate) requis pour la transition de I’euchromatine en suspens a transcriptionnellement
active. Cette mobilisation des nucléosomes peut se produire par le glissement des octaméres,
Paltération de la structure des nucléosomes par la formation de boucle d’ADN ou par le
remplacement d’histones spécifiques par des variantes [56]. La compréhension  de
I’interconnexion de ces mécanismes agissant en concert afin de faire varier I’état épigénétique de

la chromatine reste cependant encore imparfaite.



1.4 Méthylation de I’ADN
1.4.1 Introduction

La méthylation de I’ADN est la mieux caractérisée des modifications épigénétiques. Elle
correspond & 1’ajout d’un groupement méthyle au niveau des cytosines. Cette réaction est
catalysée par les méthyltransférases de I’ADN (DNMT) en présence du donneur de méthyle S-
adénosylméthionine (SAM) et résulte en la formation d’une 5-méthyle-cytosine (5-meC) (Figure
3). Chez les mammiféres, la méthylation cible principalement les cytosines comprises dans les
dinucléotides CpG, contrairement aux vertébrés ou on la retrouve aussi au niveau d’autres
doublets [57, 58]. Chez les mammiferes, la méthylation de cytosines au niveau de séquences non-
CpG se produit essentiellement dans les cellules souches, ou semblables aux cellules souches
[59], ou environ 25% des sites méthylés se trouvent principalement dans des doublets
d’adénosine [60].

Cytosine 5-Méthyle-Cytosine
Z Méthyltransférase de FADN Z
(DNMT)
I 10 = |
. ék S-adéno(s‘»sy}\-f';)émionine él\

Figure 3. Mécanisme de la méthylation de cytosine dans le génome des mammiféres. Une famille de trois enzymes
actives, les méthylatransférases de I’ADN (DNMT), catalyse la méthylation de la position 5 de I’anneau de cytosine,
utilisant le S-adénosylméthionine (SAM) comme donneur de groupe méthyle (CH,). Adapté de Herman and Baylin
(2003) [61].

Il existe environ 2,8 x 107 sites de méthylation potentiels dans le génome humain [1]. Des
études ont démontré que dans un génome normal, environ 1% de toutes les cytosines sont
méthylées [23, 62, 63]. Le Projet sur I’Epigénome Humain (HEP; Human Epigenome Project) a
été le premier a reconnaitre la nécessité d’avoir une référence normale de I’épigénome dans
différents tissus et individus [64]. Dans une étude pilote, sept tissus différents provenant de 32
individus ont été évalués afin d’investiguer le statut de méthylation des promoteurs et des geénes.
De fagon surprenante, les résultats ont démontré qu’environ 10% des régions analysées
comportaient des différences tissus-spécifiques de la méthylation de I’ADN. De celles-ci,
seulement 31% étaient localisées dans la région en amont des génes [64]. Une étude subséquente
a aussi permis de démontrer qu’environ 30% des loci au niveau des chromosomes 6, 20 et 22

montraient de la méthylation hétérogéne, avec une fréquence entre 20% et 80% [65]. Ces
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résultats démontrent bien I’hétérogénéité des patrons de méthylation dans différents types

cellulaires.

1.42 Lesilots CpG

Dans le génome des mammiferes, environ 70% des sites CpG sont méthylés. Ceci inclus
tous les types de séquences telles que les génes en une seule copie et les séquences intergéniques,
de méme que les éléments répétitifs, qui démontrent 1a plus forte densité de méthylation. Les ilots
CpG, régions de ’ADN riche en CG que I’on retrouve prés des promoteurs et des premiers
exons, sont des exceptions [66]. Approximativement la moitié des génes chez 1’humain et la
souris contiennent des flots CpG [67]. Ceux-ci correspondent surtout a des geénes
constitutivement exprimés, mais représentent aussi environ 40% des geénes ayant un patron
d’expression tissu-spécifique [68]. Les flots CpG se situant au niveau des promoteurs ne sont
habituellement pas méthylés dans les tissus normaux. La chromatine contenant ces flots est
généralement trés acétylée, sans histone H1 ni nucléosome [69]. Les principales exceptions
incluent les génes non-transcrits sur le chromosome X inactif et les genes des empreintes
autosomales, ou 1’un des alléles parentales peut étre méthylé [70]. Les genes ne contenant pas
d’illots CpG sont variablement méthylés, souvent sous un patron tissu-spécifique et,
habituellement, la méthylation corréle inversement avec le statut d’expression [71]. L algorithme
traditionnel des ilots CpG [72, 73] a été révisé par Takai et Jones en 2002 [74]. Ceux-ci ont
utilisé des critéres plus rigoureux afin de définir les ilots CpG, soient une longueur plus grande ou
¢gale 4 500 pb, un contenu en GC plus grand ou égal 4 55% et un ratio de CpG observé/attendu
plus grand ou égal & 0,65. Cette définition a permis d’exclure un nombre substantiel de petites

régions exoniques et ’ADN parasitiques répétitifs.

1.43  Les méthyltransférases de I’ADN

Chez les mammiferes, trois familles de méthyltransférases de 1’ADN ont été identifiées :
DNMT1, DNMT2 et DNMT3. Le premier membre a avoir été cloné chez la souris est DNMT1
[75]. La DNMT1 est I’enzyme responsable de la maintenance des patrons de méthylation durant
la réplication de I’ADN [76]. Elle est aussi la plus abondante des méthyltransférases de ’ADN
dans les cellules somatiques et c’est d’ailleurs ’enzyme principale étudiée dans la présente thése.

Par conséquent, la section 2 lui est entiérement consacrée. La DNMT2 possede une trés faible



activité méthyltransférase in vitro et semble plutdt responsable de la méthylation de résidus
cytosines au niveau de la boucle de ’anticodon de I’ ARNt-Asp [77, 78]. De plus, d’autres études
ont démontré I'implication d¢ DNMT2 dans la méthylation et la maturation des ARNt durant un
stress cellulaire [79, 80]. La famille DNMT3 comprend deux méthyltransférases actives,
DNMT3A et DNMT3B, qui participent & ’établissement des patrons de méthylation de novo
durant le développement embryonnaire précoce. Il existe également une forme inactive,
DNMTS3L, qui fonctionne comme un activateur de DNMT3A et 3B [81, 82]. La délétion de
DNMT]1, 3A ou 3B chez la souris est létale pour I’embryon (Tableau II), tandis qu’aucun
phénotype n’a été observé pour DNMT2. La DNMT1 montre une forte préférence pour I’ADN
hémiméthylé [83], contrairement 8 DNMT3A et 3B qui n’en n’ont aucune [84].

Tableau II. Descriptions et fonctions des méthyltransférases de I’ADN. Adapté de El-Osta
(2003) [85].

Protéines Fonctions générales Phénotypes des mutants Références

DNMT1 Maintenance de la méthylation Létal au niveau de I’embryon, perte  [86]
des empreintes et expression des
genes liésa I'’X

DNMTlo Isoforme spécifique a I’ovocyte Perte des empreintes maternelles; [87]
infertilité chez la femelle
homozygote
DNMTIp Isoforme spermatocyte pachyténe  N.D.
DNMT2 Meéthylation non-CpG d’ARNt Aucun phénotype cellules ES [88]
DNMT3a, DNMT3b Méthyltranférases de novo, Létal au niveau de ’embryon; [84]
établissement de la méthylation syndrome ICF (DNMT3b)
DNMT3L Aucune activité catalytique, Empreintes maternelles aberrantes [89, 90]
Interagit avec et active DNMT3a
et DNMT3b

Syndrome ICF, Immunodeficiency, centromeric region instability, and facial anomalies syndrome.

Les DNMT actives des mammiferes comportent au moins trois régions structurales: le
domaine de régulation situé en N-terminal, responsable entre autre de la localisation des DNMT
dans le noyau cellulaire et des interactions protéiques; le domaine catalytique situé en C-terminal;
et la région de liaison centrale, qui consiste en la répétition de dipeptides GK [91] (Figure 4). Le
domaine N-terminal de DNMT1 contient également un domaine de liaison 4 PCNA (Proliferating
cell nuclear antigen) (PBD), un signal de localisation nucléaire (NLS), un motif de liaison 2
I’ADN a doigt de zinc riche en cystéine (ZnF), une séquence de ciblage aux foyers de réplication
(TS) et des domaines bromo adjacent homologie (BAH). Le domaine N-terminal des DNMT3

contient quant 4 lui un domaine homologie polybromo (PHD) et un domaine de liaison a la
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chromatine formé par un motif tétrapeptidique (PWWP). De son coté, le domaine catalytique des
méthyltransférases eucaryotes contient dix différents motifs caractéristiques, dont six ont été

conservés durant I’évolution, soit les motifs I, IV, VI, VIII, IX et X (Figure 4).

Domaine de régulation Domaine catalytique
I—— Liaison SAM
3 ZoF_BAH1  BAHp (KG), | C22se UslsonADN I_
DNMT1 2= BB B e M
184kDa [ I IVVIVII IX X
1616a.a. ATG. ATGs
DNMT2 HEENERI]
45 kDa I IVVIVIIIT IX X
391 a.a.
“_”_mpw P D O™ O e w8
DNMT3a L dal B8 8 s li
102kDa I IVVIVIIT IXX
912a.a.
, PWWP _PHD R
DNMT3b N Do
96 kDa I IVVIVIII IX X
853 a.a.
PRpL
DNMT3L — e
44 kDa I IVVIVIII
387 a.a.

Figure 4. Organisation des domaines des DNMT. Les DNMT des mammiféres possédent une partie N-terminale de
régulation et une partie C-terminale catalytique. La portion C-terminale montre une grande homologie de séquence
en acides aminés avec les méthyltransférases de I’ADN procaryotes et contiennent aussi tous les motifs d’acides
aminés catalytiques conservés (en chiffres romains) définis pour les enzymes procaryotes. DNMTT : ATG,, isoforme
long; ATGsg, isoforme court; PBD, site de liaison 8 PCNA; ZnF, domaine a doigt de zinc; NLS, signal de localisation
nucléaire; TS, séquence de ciblage aux foyers de réplication; BAH, domaines bromo adjacent homology; KG, région
charniére riche en lysine/glycine. DNMT3: PWWP, résidus proline/tryptophane conservés; PHD, plant
homeodomain. Adapté de Hermann et al. (2004) [92].

DNMT3A et 3B montrent un haut degré d’homologie de structure, mais ces enzymes sont
encodées par des génes différents situés sur des chromosomes distincts, soit respectivement 2p23
et 20q11.2 [93]. Bien que les DNMT3 soient responsables de la méthylation de novo durant
’embryogenése, 1’expression de DNMT3A est ubiquitaire tandis que celle de DNMT3B est
détectée 2 un faible niveau dans la majorité des tissus, sauf dans les testicules, la thyroide et la
moelle osseuse [91]. Ces deux protéines se distinguent aussi par leurs partenaires de liaison.
DNMT3A peut lier le co-répresseur RP58 [94], le facteur oncogénique PML-RAR
(Promyelocytic leukemia-retinoic acid receptor) [95] et la protéine HP1p (Heterochromatin
protein 1B) [96]. DNMT3B quant a lui interagit avec Sin3a, la condensine, KIF4A
(Chromosomal-associated kinesin KIF4A), I’enzyme de remodelage de la chromatine dépendant
de ’ATP (hSNF2H; human sucrose nonfermenting protein 2 homolog) [97] et SUMO-Ubc9
(Small ubiquitin-like modifier) [98]. Il a aussi été démontré que DNMT3A et 3B pouvaient
interagir avec DNMT1 [99] et HDAC1 [94, 100]. Par ailleurs, DNMT3L ne possede pas
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d’activité catalytique puisque plusieurs motifs en jeu dans la catalyse sont absents du domaine C-
terminal (Figure 4). Cependant, elle coopére avec les autres DNMT [81, 90, 101]. On retrouve
notamment DNMT3L sur le chromosome 21922.3 et elle est surtout exprimée dans les cellules de
la lignée germinale post-natale femelle lors de 1’établissement des patrons de méthylation de
I’ADN.

1.4.4 Roles de la méthylation de ’ADN

La méthylation de I’ADN joue un rdle important dans plusieurs fonctions cellulaires
centrales [23, 63]. Bien qu’elle ait été initialement étudiée dans un contexte de transcription des
genes, cette modification épigénétique est aussi impliquée dans 1’inactivation des éléments
transposables et dans la défense contre les séquences virales [23, 63, 102]. La méthylation de
’ADN a de plus en plus d’importance en raison de I’implication des patrons de méthylation

aberrants dans les maladies humaines, notamment le cancer [102-105].

Répression de la transcription et modulation de I’expression des génes

La méthylation de I’ADN peut réguler la transcription des génes de deux fagons. D’une
part, elle peut directement réprimer la transcription des génes en empéchant les activateurs de la
transcription de se lier a leur séquence consensus au niveau de 1’ADN [106] ou indirectement via
Ialtération de la structure de la chromatine (soit par un changement dans la charge électrostatique
ou encore par des contacts inter-nucléosomaux) (Figure 5a). En effet, ceci est le cas pour
plusieurs facteurs de transcription, tels que AP-2 (Activating protein-2), c-Myc, CREB (cAMP
response element-binding), E2F, CTCF et NF-xB (Nuclear factor-kappa B), qui reconnaissent
des séquences contenant des résidus CpG, ol la méthylation peut inhiber leur liaison a I’ADN
[107]. D’autre part, ’ADN hyperméthylé peut spécifiquement étre reconnu par des protéines de
liaison aux groupes méthyles (MBP) qui recrutent a leur tour des complexes répresseurs de
modification et de remodelage de la chromatine, résultant en la répression de la chromatine et
I’inhibition de I’expression des génes [108-110] (Figure Sb).

Plusieurs types de domaines et de familles MBP sont capables de lier les CpG méthylés
(mCpG) : le domaine de liaison aux groupes méthyles (MBD) et les familles de protéines UHRF
(Ubiquitine-like with PHD and ring-finger domains) et Kaiso. Les protéines de liaison aux mCpG
ont ét¢ identifiées chez I’humain il y a déja plus d’une décennie [111, 112]. A I’exception de
MBD3 qui contient une substitution d’acides aminés I’empéchant de se lier aux mCpG [113], les
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protéines MBD (MBD1-MBD4) et MeCp2 (Methyl CpG binding protein 2) reconnaissent toutes
spécifiquement les mCpG. Toutes les MBD, excepté MBD3, forment également des complexes
avec HDAC et des protéines associées au remodelage des nucléosomes telles que MeCP1 et
NuRD (Nucleosome remodeling and deacetylase) [113]. De son c6té, la protéine Kaiso, malgré
I’absence de domaine MBD, reconnait I’ADN méthylé grace a4 des domaines & doigt de zinc,
nécessitant deux mCpG consécutifs pour une liaison efficace [114]. I a été démontré que la
reconnaissance de mCpG par la protéine Kaiso pouvait moduler la répression des génes méthylés
par son association avec le complexe co-répresseur HDAC/N-CoR (Nuclear receptor COrepressor)
[115]. D’ailleurs, toutes les protéines MBP sont capables de moduler 1’expression génique par le
recrutement de complexes co-répresseurs de remodelage de la chromatine aux régions méthylées
[109, 115-123]. UHRF (UHRF1 et UHRF2), une autre protéine capable de reconnaitre les mCpG
avec une préférence pour I’ADN hémiméthylé nouvellement formé, a aussi été identifiée [124,
125]. La reconnaissance des CpG hémiméthylés par UHRF1 met en jeu un domaine SRA (SET
and RING-associated domain) & trés haute spécificité. 11 a d’ailleurs été démontré que UHRF1

recrutait DNMT1 au niveau des CpG hémiméthylés via ce méme domaine [125, 126].
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Figure 5. Mécanismes épigénétiques de I’inhibition de la transcription des génes. (A) La méthylation au niveau du
site consensus de certains facteurs de transcription (TF) peut directement bloguer leur liaison a ’ADN ou
indirectement, via le remodelage de la chromatine. En empéchant les activateurs de lier leurs sites, la méthylation de
’ADN inhibe directement la transcription des génes. (B) L’inhibition d’un géne suite a la méthylation de I’ADN
peut étre une conséquence de I’interaction de protéines de liaison aux groupes méthyles (MBP) au niveau des
cytosines méthylées, qui recrutent a leur tour des co-répresseurs et les histones déacétylases (HDAC). La
désacétylation des histones par HDAC entraine un remodelage de la chromatine et la formation d’une structure non-
permissive (hétérochromatine) qui empéche la liaison des TF au niveau des promoteurs, et donc la transcription des
génes. Adapté de Vaissiére ez al. (2008) [127].
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Plusieurs études suggerent un role de répression de la transcription pour les flots CpG
present au niveau des promoteurs de génes [128-130]. La méthylation de I’ADN de promoteurs
de génes riches en CpG, tels que MASPIN et GATA2, corréle d’ailleurs avec leur inhibition tissu-
spécifique [131, 132]. Cependant, comme plusieurs génes ne démontrent aucune corrélation entre
’hyperméthylation d’ilot CpG et le statut de transcription [133-135], il est difficile de conclure

que la fonction majeure des lots CpG est de réprimer la transcription.

Développement embryonnaire et contrdle de I’expression monoallélique

Durant le développement des organismes multicellulaires, les tissus et cellules acquiérent
différents programmes d’expression des génes. La méthylation de ’ADN joue un role important
a ce stade en concert avec les modifications des histones. Chaque cellule posséde sa propre
signature épigénétique qui refléte son génotype, son histoire développementale et I’influence de
I’environnement, qui méne ultimement au phénotype de la cellule et de 1’organisme. Pour la
plupart des types cellulaires, ces marques épigénétiques deviennent fixes suite a la différentiation
ou 2 la sortie du cycle cellulaire. Par contre, durant le développement normal, les cellules entrent
en reprogrammation €épigénétique, ou les marques de I’épigénétique sont modifiées [136-138].
Suite & la fertilisation, les marques épigénétiques des gamétes males et femelles sont effacées
pour assurer la pluripotence et sont remplacées par de nouveaux patrons de méthylation de novo
lignée-spécifiques, durant ou aprés la gastrulation. Une reprogrammation majeure se produit
¢galement dans les cellules germinales primordiales (PGC). Ce processus est essentiel pour la
genération de nouvelles cellules. 11 confére la totipotence pendant la pré-implantation de
’embryon afin d’assurer que les deux sexes acquiérent un état épigénétique équivalent avant la
différentiation des gametes et 1’établissement des empreintes parentales. Ceci assure aussi
d’effacer les possibles épimutations que les cellules adultes ont acquises durant leur cycle de vie,
¢vitant la propagation des erreurs dans la lignée germinale.

Suite & la fertilisation, les cellules germinales donnent naissance a un nouvel individu.
Bien que le génome des gamétes miles et femelles soit identique, plusieurs fonctions sont
spécifiques a chacun. Le systéme permettant ces fonctions différentes met en jeu I’épigénétique
et porte le nom d’empreintes génomiques. Le phénoméne d’empreintes génomiques correspond a
Iexpression différentielle des alléles parentaux maternels et paternels de certains génes, di a des

différences épigénétiques, spécifiques au sexe, héritées de la lignée germinale. Contrairement 2 la
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plupart des genes, qui sont soit exprimés ou inhibés sur les deux alléles parentaux (expression
biallélique), 1’expression monoallélique des génes ciblés par les empreintes génomiques se
produit de maniére spécifique aux tissus et aux stades de développement [139, 140]. On
retrouvera souvent les promoteurs des génes, ciblés par les empreintes génomiques, méthylés sur
I’alléle inactif, afin de maintenir cet état d’inactivité. Deux exemples d’empreintes génomiques
sont les génes HI9 et Igf2r (Insulin-like growth factor-2 receptor). Les promoteurs maternels et
paternels de ces deux génes ne sont pas différemment méthylés dans les gametes, mais le
deviennent durant le développement embryonnaire [141-143].

On retrouve également le phénoméne d’expression monoallélique lors de I’inactivation du
chromosome X femelle. L’inactivation du chromosome X est aléatoire dans les cellules
somatiques, tandis qu’elle est dictée par 1’origine parentale dans la lignée extra-embryonnaire
[23]. L’expression monoallélique est aussi importante pour le fonctionnement du systéme
immunitaire afin de prévenir I’autoimmunité que pourrait engendrer, par exemple, I’expression
de deux récepteurs de cellules B (BCR) 4 la surface, un reconnaissant les pathogénes et I’autre
spécifique aux cellules hotes. La méthylation de I’ADN affecterait cependant directement le

réarrangement des genes plut6t que leur transcription [144, 145].

Maintenance de la stabilité et de ’intégrité du génome

Le genome des mammiféres comporte une grande majorité de régions non-codantes et
répétitives. Les séquences répétées correspondent soit 3 des éléments transposables, dont la
distribution a travers le génome est hétérogéne, ou soit en de simples séquences répétées, comme
les satellites de I’ADN, qui sont communément retrouvés dans I’hétérochromatine
péricentromérique ou subtélomérique. Ces régions sont habituellement méthylées et inactivées.
Les éléments transposables sont des séquences d’ADN qui ont I’habileté d’intégrer le génome a
différents sites. Chez les mammiféres, ils comptent pour presque la moitié du contenu en ADN
[146]. 1l existe trois types de ces éléments dans le génome humain : les transposons de I’ADN, les
rétrotransposons et les rétrovirus endogénes. Les transposons de I’ADN sont les plus anciens
¢léments transposables du génome et sont, pour la plupart, endommagés par des délétions
internes et ou des troncations, les rendant immobiles [147]. Les rétrotransposons sont, de leur
cote, divisés en deux classes : ceux flanqués de longues répétitions terminales (LTR) provenant

de rétrovirus endogenes, et ceux sans LTR (rétrotransposons LINE (Long interspersed nuclear
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element) et SINE (Short interspersed nuclear element)), qui sont les plus abondants du génome
(30%). Ces séquences sont capables de se déplacer et d’intégrer d’autres parties du génome selon
un mécanisme de copier-coller. Bien que plusieurs soient endommagés, ils possédent des
promoteurs forts qui peuvent permettre la transcription. Afin d’éviter le déplacement et la
transcription de génes non-désirés par ces éléments, ces régions sont inactivées par la méthylation
de I’ADN et les modifications des histones. Ceci procure au génome une bonne stabilité, lui

permettant ainsi de garder son intégrité.

1.4.5 Maladies génétiques

Les altérations dans les mécanismes épigénétiques ont des conséquences importantes pour
I’organisme. Plusieurs maladies humaines ont en effet été associées & un défaut au niveau de
certaines protéines en jeu dans le contrdle épigénétique [148]. Le syndrome d’anomalies faciales
combiné a I’immuno-déficience et I’instabilité centromérique (ICF) est un désordre autosomal
récessif. Il est caractérisé par une instabilité des régions péricentromériques des chromosomes 1,
9 et 16, une immunodéficience qui se traduit cliniquement en des infections respiratoires et
gastro-intestinales chroniques et une dysmorphie faciale. Dans la majorité des cas d’ICF, on
observe des mutations dans le géne de DNMT3b au niveau du domaine catalytique [149]. Une
conséquence de ces mutations est une hypométhylation prononcée et spécifique des régions
péricentromériques des chromosomes 1, 9 et 16. Cette hypométhylation induit la décondensation
des chromosomes, en plus d’une augmentation de la recombinaison. Il semble que ces anomalies
soient spécifiques a certains tissus, car elles sont surtout observées dans les lymphocytes [150].

Une autre maladie génétique associée a une dérégulation des mécanismes épigénétiques
est le syndrome de Rett (ou RTT). Cette maladie est caractérisée par un désordre
neurodéveloppemental chez les jeunes filles qui se produit entre 6 et 8 mois. C’est en fait la
seconde cause de retard mental chez les femmes (1/10000) [151]. Dans 90 & 95% des cas, des
mutations dans le géne MeCP2 sont observées [152]. Ftant donné le rdle important de MeCP2
dans la formation de I’hétérochromatine et dans I’inhibition des génes, I’altération de la

répression transcriptionnelle pourrait étre a la base de la maladie.

1.4.6 Cancers
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La progression tumorale est souvent associée & des altérations dans les patrons de
méthylation du génome. Ces altérations de la méthylation de I’ADN peuvent varier
significativement non seulement d*un type de cancer 4 un autre, mais également d’un patient 4 un
autre. Des analyses cumulatives ont révélé que les cellules cancéreuses montrent simultanément
une hypométhylation globale du génome et une hyperméthylation régionale des ilots CpG de
geénes spécifiques. La premiére indication d’un tel réle dans la tumorogenése provient des
recherches effectuées par Herman et al. (1994) [153] sur le carcinome rénal (RCC). Le groupe a
montré que 20% des patients atteints de la forme RCC non-héréditaire ne possédaient pas de
mutation au niveau du géne suppresseur de tumeur von-Hippel Lindau (VHL), mais que ce géne
était plut6t inhibé par I’hyperméthylation. Depuis, une grande quantité d’études ont établi un lien
entre la méthylation de I’ADN et le cancer.

Transitions C>T

Un mécanisme que I’on associe au dé eloppement de cancers et 4 la méthylation de
’ADN est celui de mutations reliées & la déamination hydrolytique des cytosines méthylées
[154]. Ce phénoméne, reconnu tout d’abord dans les systémes procaryotes, est aussi observé chez
les mammiferes. Il est responsable d’un taux élevé de transitions mC—T qui contribuent a
’augmentation des mutations retrouvées dans le génome. Un exemple bien connu de ce
processus et de son implication dans 1’oncogenése est le géne suppresseur de tumeurs p53. Des
mutations au niveau de ce géne se produisent dans plus de 50% des tumeurs solides humaines
[155]. Environ 24% de celles-ci sont attribuées & des transitions C—T dans les dinucléotides
CpG, ce qui suggere un rdle important pour la méthylation de I’ADN dans la création de ces
mutations [156].

Hypométhylation de ’ADN

La diminution de la méthylation globale du génome est un phénoméne fréquemment
observé dans la tumorogenése [157]. L’hypométhylation du génome a de multiples conséquences
potentielles, dont I’instabilité chromosomique, 1’activation aberrante d’éléments rétroviraux
endogénes et d’oncogenes, ainsi que la perte des empreintes génomiques (LOIL, Loss of
imprinting) [158, 159]. En effet, plusieurs études suggérent que 1’hypométhylation globale de

’ADN ménerait 4 Dinstabilit¢ du génome chez la souris et chez I’humain [160-162].
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L’hypométhylation de I’ADN faciliterait la recombinaison mitotique illégitime, conduisant a des
bris de chromosomes, des translocations et/ou la perte d’alléles (perte de I’hétérozygotie) [163].
La réduction des niveaux de méthylation globale est d’ailleurs en grande partie attribuée & la
perte de la méthylation normale des éléments répétés fortement méthylés, incluant les séquences
satellites et les rétrotransposons. Des insertions d’éléments LINE1 ont entre autres été observées
au niveau de certains génes dans le cancer du colon [164]. Une autre étude a démontré I’insertion
de transcrits I4P (Intracisternal type A particle; retrovirus-like) dans le locus Notchl de
lymphomes provenant de souris possédant un alléele hypomorphe de DNMTI [165]. Des
événements d’hypométhylation spécifique ont aussi été observés dans plusieurs tumeurs
humaines au niveau de certains oncogénes et génes pro-métastatiques [166, 167]. Une corrélation
a d’ailleurs été établie entre 1’augmentation de 1’expression du géne bcl-2 (B-cell lymphoma-2),
dans les cellules B de leucémie lymphocytaire chronique, ainsi que du proto-oncogéne KRAS
(Kirsten rat sarcoma), dans les carcinomes du poumon et du colon, et la réduction de leur niveau
de méthylation [168, 169].

Hyperméthylation de ’ADN

Le demier mécanisme met en jeu Iinhibition de 1’expression des génes par
I’hyperméthylation au niveau de leur promoteur. En accord avec 1’hypothése « two-hit » de
Knudson [170], les deux alléles d’un géne suppresseur de tumeurs peuvent étre inactivés par
’hyperméthylation, la mutation/délétion/insertion ou encore par la combinaison des deux. La
perte d’expression de génes suppresseurs de tumeurs due & I’hyperméthylation au niveau de leur
promoteur a virtuellement été associée a toutes les voies de signalisation impliquées dans les
cancers. Quelques exemples sont présentés dans le Tableau IIL. Le geéne du rétinoblastome (Rb)
a eté I'un des premiers génes suppresseurs de tumeurs dont la diminution de ’expression a été
corrélée avec le niveau de méthylation de I'flot CpG de son promoteur [171, 172]. De plus,
Pinhibition par la méthylation d’un des plus importants régulateurs du cycle cellulaire, pl6 (ou
CDKN2a; Cyclin-dependent kinase inhibitor 2a), a également été rapportée. En effet, dans la
majorité des tumeurs solides étudiées, I’flot CpG situé dans la région 5’ du promoteur de pI6 est
fréquemment méthylé [173, 174). L’importance de I’hyperméthylation au niveau de promoteur
est aussi bien illustrée par la capacité d’un agent déméthylant, tel que la 5-aza-2’-déoxycytidine

(5-aza-dC), a réactiver le géne affecté [153, 173-176].
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Tableau III. Exemples de génes hyperméthylés dans les cancers. Adapté de Momparler (2003)

[177].
Caractéristiques Génes inhibés Fonctions du géne Références
Insensibilité aux signaux anti- 16™K4a Inhibiteurs de kinases dépendantes des  [173, 174, 178]
prolifératifs pls™Kee cyclines; Induit ’arrét du cycle [179]
cellulaire
Absence de réponse aux RARB Signalisation par I’acide rétinoique; [180]
rétinoides facteur de transcription
Auto-suffisance en signaux d¢ =~ RASSFIA Régulation de la voie Ras [181]
croissance
Echappement a I’apoptose Caspase-8 Initie I’apoptose [182]
TMS-1 Pro-apoptotique [183]
DAP-kinase Pro-apoptotique [184]
pl4ARF Activateur de p53; Pro-apoptotique [175, 185]
p73 Pro-apoptotique ?; Homologue & p53 [186, 187]
Potentiel réplicatif illimité Rb Régulateur de transition de la phase [171,172, 188]
GU/S du cycle cellulaire
Angiogenése soutenue Thrombospondin-1 Inhibiteur de I’angiogenése [189]
VHL [153]
Augmentation de I'invasionet  E-cadherin Adhésion cellule-cellule; Supprime la (190, 191]
de la métastasie métastasie
TIMP-3 Inhibiteur de métalloprotéases de la [192]
matrice; Inhibe la métastasie
Instabilité génomique hMLHI Réparation des mésappariements de [176, 193, 194]
I’ADN
0°-MGMT Réparation des guanines alkylées [195, 196]
BRCALl Réparation des dommages a I' ADN [197-199]

RAR, retinoic acid receptor B; RASSF1, RAS association domain family 1; TMS-1, target of methylation-induced silencing; DAP-kinase, death
associated ?mtein kinase; pl4ARF, p14 alternate reading frame; VHL, Von Hippel-Lindau; TIMP-3, tissue inhibitor of metalloproteinase-3; O°-
MGMT, O°-methylguanine-DNA methyltranferase; BRCAI, breast cancer 1.

Les mécanismes reliés a I’hyperméthylation spécifique de génes suppresseurs de tumeurs
ne sont pas encore bien définis. L’hyperméthylation de génes suppresseurs de tumeurs pourrait,
d’une part, étre le reflet de I’augmentation du niveau d’activité des méthyltransférases de I’ADN
dans les cellules néoplasiques. En ce sens, il a été observé a plusieurs reprises, dans différents
types de cancers, une augmentation de I’activité des DNMT. En effet, une étude a démontré que
sept lignées cellulaires cancéreuses sur neuf possédaient un niveau anormalement élevé d’activité
méthyltransférase de I’ADN (>3000 fois) par rapport aux cellules non cancéreuses [200]. Le
mécanisme responsable de I’augmentation du niveau d’activité méthyltransférase de I’ADN dans
les cellules cancéreuses n’est pas encore bien compris. L’augmentation de I’expression/activité
des DNMT dans les cellules cancéreuse ne permet cependant pas d’expliquer la signature non-
aléatoire de la méthylation de I’ADN observée dans les cellules cancéreuses [201, 202].

L’hyperméthylation spécifique pourrait étre une conséquence de 1’inactivation régionale

de la chromatine au niveau des génes suppresseurs de tumeurs [203]. L’inhibition serait favorisée
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par P’activation de répresseurs transcriptionnels par des voies de signalisation défectueuses. Ces
répresseurs pourraient par la suite recruter les HDAC, des histones méthyltransférases et les
DNMT au niveau de geénes spécifiques. Il est aussi possible que ’altération de la méthylation soit
causée par une aberration dans les interactions protéine-protéine entre DNMT et leurs partenaires
associés, ce qui affecterait leur localisation dans la cellule, leur ciblage ou leur activité
enzymatique. Il a été démontré que ’interaction de DNMT1 avec Rb inhibait son activité
méthyltransférase par la rupture du complexe binaire DNMT1-ADN, suggérant que Rb pourrait
moduler la méthylation durant la réplication de I’ADN [204]. Comme Rb est souvent inhibé dans
les cellules cancéreuses, la liaison de DNMT1 & I’ ADN serait alors dérégulée et pourrait entrainer
une hyperméthylation.

Une hypothése encore controversée, mais bien intéressante, est reliée a 1’idée que les
cancers émergent de cellules transformées semblables aux cellules souches, ou cellules tumorales
souches [205]. Selon ce modéle, les cellules souches tissus-spécifiques, ou cellules progénitrices,
pourraient entreprendre une transformation cellulaire qui serait initiée par des facteurs
environnementaux ou des processus endogénes comme 1’inflammation chronique. Ces cellules
tumorales souches posséderaient une capacité illimitée de prolifération, de méme que 1’habileté
de se différencier et représenteraient seulement qu’une faible portion du volume total de la
tumeur [205]. Il est possible d’envisager que la méthylation de I’ADN se produirait
aléatoirement, et que la spécificité arriverait subséquemment par le processus de sélection. Il
semble cependant que la méthylation de I’ADN ne soit pas le fruit du hasard, mais serait plutét le
reflet d’anormalités dans le programme du contréle épigénétique, qui résulterait en des patrons de
méthylation générés via un avantage sélectif [206]. Les complexes polycombs (PcG) pourraient
jouer un rle important dans la transformation cellulaire. Les complexes PcG sont d’importants
répresseurs transcriptionnels en jeu dans le développement chez les mammiféres, dont la
surexpression correle avec la sévérité et la capacité d’invasion de plusieurs types de cancers
[207]. 11 a été rapporté que les génes ciblés par les PcG dans les cellules embryonnaires souches
étaient trés peu méthylés dans les carcinomes embryonnaires, contrairement aux cellules
tumorales [208]. Les auteurs de cette étude émettent d’ailleurs comme hypothése que les
carcinomes embryonnaires seraient une étape intermédiaire entre les cellules souches et les
cellules tumorales. Une association spécifique entre les génes liés par les PcG dans les cellules

normales et les génes comportant une hyperméthylation aberrante dans les cellules cancéreuses a
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aussi été notée par deux autres groupes de chercheurs [209, 210]. Il est donc possible que les
génes normalement réprimés par les complexes PcG soient préférentiellement susceptibles
d’acquérir une méthylation aberrante dans les cancers. Les signaux ou modifications qui
induisent les DNMT & méthyler les génes liés aux PcG restent cependant inconnus. 11 est a noter
que plusieurs protéines faisant partie intégrante des complexes PcG peuvent méthyler, ubiquitiner
et sumoyler les histones. Elles pourraient aussi potentiellement modifier de fagons post-
traductionnelles les DNMT, ce qui pourrait altérer directement ou indirectement leur activité

et/ou leur recrutement.

Application de I’épigénétique dans le diagnostique et pronostique du cancer

Plusieurs méthodes d’identification de la signature moléculaire de différents types de
cancers ont jusqu’a maintenant été établies [211, 212]. Les changements au niveau des patrons de
méthylation de I’ADN pourraient potentiellement servir de biomarqueurs pour la détection et la
classification des tumeurs [213, 214). Une limitation & I’utilisation de ce type de biomarqueur
dans le diagnostique du cancer réside cependant dans la distinction entre la méthylation aberrante
reliée aux lésions précancéreuses et celle reliée au vieillissement [215, 216].

L’¢étude histologique de tissus précancéreux pour la détection de patrons de méthylation
aberrants est trés prometteuse dans 1’évaluation des risques de développement d’un cancer. Par
exemple, dans le cancer du poumon, la méthylation du géne p16 est présente dans les 1ésions pré-
neoplasiques des fumeurs, tandis qu’elle n’est pas détectée chez les personnes n’ayant jamais
fumé. p16 et d’autres génes, tels que pl4, pl15, E-cadherin et RASSFIA, ont donc été proposés
comme biomarqueurs afin d’évaluer les risques des patients de développer un cancer du poumon
[217]. D’autres études effectuées dans les cancers colorectaux ont démontré 1’existence d’un haut
taux d’hyperméthylation aberrante dans certains cas, connus sous le nom de phénotypes positifs
de méthylation d’ilots CpG (CIMP) [218, 219]. Les cancers colorectaux positifs pour des CIMP
exhibent des caractéristiques génétiques et cliniques distinctes, incluant un taux élevé de
mutations au niveau du géne KRAS, mais trés peu pour p53. Les critéres pour la définition des
CIMP sont en développement pour d’autres types de cancers, mais restent encore controversés.
Les récents progrés dans les techniques d’analyses de la méthylation du génome complet
(méthylome) laissent envisager que le profile de méthylation des tumeurs pourrait servir a

I’évaluation du risque, ainsi que dans le choix de la thérapie du cancer.
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Traitements du cancer ciblant I’épigénétique

La réversion des patrons de méthylation aberrants est une avenue thérapeutique logique et
attirante afin de traiter les cancers. En effet, les changements épigénétiques sont réversibles et,
par le fait méme, vraisemblablement plus facile a traiter que les mutations génétiques. Jusqu’a
maintenant, les inhibiteurs de la méthylation les plus étudiés sont les analogues de nucléosides.
Ces analogues exercent leur activité déméthylante par 1’établissement d’un lien irréversible avec
les DNMT suite a leur incorporation dans I’ADN. L’hypométhylation du génome s’établit dans
les divisions cellulaires subséquentes. Ces inhibiteurs ont été utilisés pour la premiére fois dans
des études cliniques il y a de ¢a plusieurs années. Des patients atteints de leucémie ont
notamment ét¢ traités avec I’agent déméthylant 5-aza-dC (décitabine) dans une étude clinique
[220]. Une forte toxicité cellulaire générale a cependant été observée due a Dutilisation de trés
fortes doses. Durant les derniéres années, ces méme agents ont été réutilisés, mais 3 des doses
plus faibles, et les résultats d’études cliniques indiquaient un meilleur potentiel anti-tumoral en
comparaison avec de fortes doses [221]. Depuis, la FDA (Food and Drug Administration) a
approuvé, en 2004, la 5-azacytidine (azacytidine) [222] et, en 2006, la 5-aza-dC [223] pour le
traitement de tous les sous-types de syndromes myélodysplasiques (MDS) [224]. De bons
résultats ont d’ailleurs été obtenus pour la réactivation de génes suppresseurs de tumeurs inhibés
par ’hyperméthylation de leur promoteur [225]. Le traitement de tumeurs solides avec seulement
la 5-aza-dC n’a malheureusement pas été efficace pour la guérison, mais a permis de stabiliser la
maladie dans certains cas [226-228]. La combinaison de doses faibles de 5-aza-dC et
d’inhibiteurs d’histone désacétylase, ou d’autres agents chimiothérapeutiques, semble étre une
bonne alternative [229, 230]. Des agents thérapeutiques ciblant directement 1’enzyme DNMT1
(zébularine, SGI-1027, MG98, etc.) ont également été développés et pourraient permetire de
réduire la toxicité associée aux agents déméthylants, d’augmenter la spécificité du mécanisme
d’action et ainsi que de contourner les problémes de courtes demi-vie et de résistances
développées pour certains cancers [230-232].

Une autre stratégie anti-cancer cible des protéines en lien avec I’épigénétique. UHRF1,
une protéine interagissant avec I’histone méthyltransférase G9a et HDACI et participant &
Pinhibition de génes suppresseurs de tumeurs [233, 234], est surexprimée dans plusieurs types de
cancers [235-237]. UHRF1 serait donc une bonne cible de traitement anti-cancer [238, 239].
L’inhibition partielle de UHRF1 pourrait étre une stratégie a adopter, étant donné que les cellules
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normales ont aussi besoin de cette protéine pour proliférer [233, 236, 240]. Certains produits
naturels, tels que la thymoquinone (TQ) et les polyphénols du vin rouge, sont d’ailleurs capables
d’induire P’arrét du cycle cellulaire et 1’apoptose en ciblant directement UHRF1 [241-243],
offrant de nouveaux inhibiteurs trés intéressants.

L’aberration des patrons épigénétiques est la plus fréquente caractéristique des tumeurs
humaines, incluant I’hypométhylation globale du génome, I’hyperméthylation des ilots CpG
associée 2 1’inhibition de la transcription et les patrons caractéristiques des modifications des
histones. La compréhension de la complexité de 1’épigénome ainsi que de toutes les molécules
impliquées est donc d’une importance fondamentale afin de pouvoir développer des traitements

contre le cancer.

2 La méthyltransférase de ’ADN 1
2.1 Introduction

La DNMT1 murine a été la premi¢re méthyltransférase de I’ADN des mammiféres & avoir
été clonée [75, 244, 245]. Le géne homologue humain de la DNMT1 a été identifié par Yen et al.
(1992) et est localisé sur le chromosome 19p13.2 [246]. La DNMT1 posséde un variant,
DNMT1b, résultant d’un épissage alternatif, qui est aussi exprimé dans les cellules somatiques
[247, 248]. Cet isoforme contient une insertion de 48 pb entre les exons 4 et 5, générant une
protéine comprenant 16 acides aminés additionnels. DNMT1b est ubiquitaire et posséde des
propriétés enzymatiques in vitro comparables 8 DNMT1. Cependant, son niveau d’expression
protéique est beaucoup plus faible que celui de DNMT1 [248] et son réle fonctionnel in vivo dans
les tissus somatiques demeure encore inconnu. Comme décrit précédemment, la DNMTI1 est
composée d’une région C-terminale conservée qui correspond au domaine catalytique, et une trés
grande région N-terminale comportant plusieurs domaines impliqués dans la régulation de

I’enzyme (Figure 4).

2.2 Roles

DNMT1 a une préférence pour I’ADN hémiméthylé (10 a 40 fois par rapport a3 I’ADN
non-méthylé) [83]. De ce fait, elle est reconnue comme étant la méthyltransférase de
maintenance. Toutefois, une étude suggere qu’elle posséde également une activité de novo dans

les cellules cancéreuses [249]. Afin de maintenir I’information épigénétique, les patrons de
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méthylation de ’ADN doivent étre reproduits aprés chaque cycle de réplication et c’est la
DNMTT1 qui assure ce processus. Le lien entre la méthylation et la réplication de I’ADN a été
établi lorsqu’une interaction entre DNMT]1 et PCNA, une protéine importante pour la réplication
de ’ADN, a été démontrée [250]. Un modéle dans lequel I’ADN était méthylé par DNMT1
simultanément & sa synthése a été proposé suite 4 la démonstration de la colocalisation de
DNMTI1 et des facteurs de la machinerie de réplication en phase S [251]. Des études de
cinétiques ont cependant démontré, quelques années plus tard, que la vitesse de méthylation était
beaucoup plus lente que celle de la réplication de I’ADN, mettant en doute ce modéle [252]. De
plus, il a été démontré que la délétion du site d’interaction 8 PCNA de DNMT, le domaine PBD,
n’affectait pas la méthylation de ’ADN [253, 254]. Ce n’est que trés récemment, suite 2
Iidentification de UHRF1 comme partenaire de liaison 3 DNMTI, que le lien entre la
méthylation et la réplication de I’ADN a été clarifié. En effet, UHRF1, une protéine capable de
lier PADN hémiméthylé et de recruter DNMT], est essentielle a la maintenance des patrons de
méthylation [124, 125]. Enfin, il semble que DNMTI1 soit dirigée aux sites de I’ADN
hémiméthylés principalement par UHRF1, et que I’interaction entre DNMTI1 et PCNA soit
hautement transitoire, n’augmentant que de deux fois Iefficacité de la méthylation post-
réplicative [254]. Le réle majeur de I’interaction avec PCNA servirait plutét a enrichir la
concentration locale en DNMT], pour ainsi augmenter 1’efficacité de la méthylation aux sites de
réplication.

DNMT1 est localisée dans le noyau des cellules tout au long de la phase S. Suite a la
fertilisation, elle est cependant activement exclue du noyau des embryons et est emmagasinée
dans le cytoplasme [255]. Ceci conduit au phénoméne de déméthylation passive du génome
femelle observé durant la pré-implantation de 1’embryon. Durant cette méme étape du
développement, on observe la relocalisation nucléaire d’un autre isoforme de DNMTI, soit
DNMT1o. Cet isoforme, issus d’un épissage alternatif dirigé par un exon spécifique, se distingue
par le fait qu’il lui manque les 118 premiers acides aminés, lui offrant une plus grande stabilité in
vivo [256]. Cette caractéristique permet d’ailleurs son accumulation a de trés hauts niveaux dans
les ovocytes quiescents. DNMT1o est donc présente durant 1’ovogenése, ce qui suggére un role
fonctionnel dans I’établissement des empreintes génomiques [255, 257]. Ceci est conséquent avec
une étude démontrant le faible taux de survie durant le dernier tiers de la gestation de feetus

hétérozygotes provenant de femelles homozygotes pour la délétion spécifique de I’exon maternel
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de DNMT1 [87]. L’expression d’un autre isoforme de DNMTT, DNMTp, a d’abord été détectée
durant la phase pachyténe des spermatocytes [257, 258], puis dans les muscles squelettiques au
niveau des myotubes spécifiquement différenciés [259]. DNMT1p semblerait jouer un role
important dans la gamétogenése, tout comme DNMTlo, mais peut-étre également dans la
myogenese.

Outre sa fonction dans le développement et dans la maintenance des patrons de
méthylation durant la réplication de I’ADN, la DNMTI posséde un role de régulateur
transcriptionnel. Bien que la distribution de cette protéine est diffuse dans la cellule
(nucléocytoplasmique) en phase G1 et G2 du cycle cellulaire, on la retrouve quand méme
associée a la chromatine en dehors de la phase S [260]. Il a d’ailleurs été démontré que DNMT1
servait de co-répresseur pour certains facteurs de transcription, tels que p53 [261] et Daxx [262].
DNMT1 est aussi recrutée par la protéine HP1 au niveau de 1’hétérochromatine, ce qui suggére
un rdle dans le maintient de cet état chromatique [263]. Ce role de DNMT1 sera abordé un peu
plus en détail dans une section ultérieure de la thése.

Il est maintenant bien établi que la DNMTI est essentielle dans le développement
embryonnaire des mammiféres. La délétion homozygote de DNMT1 chez la souris cause une
hypométhylation significative de plusieurs génes reliés & 1’épigénétique, affectant entre autre les
empreintes génomiques [86], I’inactivation du chromosome X [264] et la suppression des
éléments transposables [265]. Les cellules ES murines possédant une délétion homozygote de
DNMT1 sont viables avec une morphologie normale, mais montrent une réduction de 70% du
niveau de cytosines méthylées par rapport aux cellules de type sauvage [86]. Par contre, une
delétion conditionnelle homozygote de DNMT1 ou son inactivation par ARN interférants dans
des cellules somatiques cause, en plus d’une hypométhylation du génome, la mort cellulaire par
apoptose dans les jours suivants [253, 266, 267]. Ceci suggére que la méthylation de novo,
catalysée principalement par DNMT3a et 3b, est suffisante pour assurer la survie des cellules ES,
tandis que la survie des cellules différenciées requiérent que les patrons de methylation soient

maintenus par DNMT1.

2.3 Régulation
Etant donné le role central de la méthylation de I’ADN dans le contrdle épigénétique de

I’expression des génes et son implication dans différentes maladies, I’activité et I’expression de
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DNMTT1 se doivent d’étre bien contr6lées. Nous avons vu précédemment que le recrutement de
DNMT!1 au niveau des foyers de réplication de I’ ADN est régulé principalement par les protéines
UHRF1 et PCNA. C’est d’ailleurs lors de la réplication cellulaire, en phase S, que le niveau
d’expression de DNMT est au plus haut alors qu’on le retrouve a son minimum dans les cellules
quiescentes (GO) [268, 269]. De fagon intéressante, DNMT1 est également associée 2
I’hétérochromatine péricentromérique a partir de la phase S tardive jusqu’en phases M et Gl

précoce. DNMT1 est une protéine finement régulée, et ce, a plusieurs niveaux.

2.3.1 Régulation allostérique

DNMT1 posséde deux sites de liaison 4 I’ADN dans le domaine N-terminal et un seul
dans le domaine C-terminal [270, 271]. Le premier site de liaison en N-terminal se situe dans la
région 261-356 acides aminés et le second dans le domaine ZnF (580-697). Il semble que les
deux sites soient indépendants; le premier jouant un réle dans I’activation d¢ DNMT1 par un
substrat complétement méthylé, et le second, dans son inhibition en présence de fortes
concentrations de substrats [272]. Tout récemment, une étude a solutionné de fagon partielle la
structure cristallographique de la DNMT1 humaine (acides aminés 646-1600) en complexe avec
un duplexe d’ADN de 19pb et le S-adenosyl-homocystéine (résolution de 3,6 A) [273] (Figure
6). Cette étude complémente les résultats de structure obtenus pour le domaine de ciblage au
foyer de réplication (TS) (acides aminés 350-618, code PDB : 3epz) de la DNMT1 humaine
[274]. Elle confirme également que la DNMT1 est composée de multiples sous-domaines
interconnectés par des boucles de régulation flexibles, facilitant les interactions protéine-protéine,
la phosphorylation ou les changements de structures dynamiques qui contrdlent I’activité de
I’enzyme [275-277]. De plus, la boucle formant les domaines BAH1 et BAH2 pénétre dans le
domaine catalytique, expliquant possiblement le fait que le domaine catalytique seul est inactif
[270, 272]. 11 apparait que le premier domaine a lier I’ADN est le domaine ZnF. Cette interaction
dépendrait de la présence d’ADN méthylé. En présence de sites hémiméthylés, le domaine ZnF
ne lierait pas I’ADN, et le site actif serait ouvert, laissant la possibilité a I’enzyme de lier ’ADN
et d’effectuer la méthylation de maintenance. En présence d’un substrat non-méthylé, le domaine
ZnF lierait le site CpG non-méthylé et bloquerait ainsi la liaison & ’ADN au site actif. Cette
structure inhibitrice semble cependant instable et dynamique puisque DNMT1 est active en

présence d’un substrat non-méthylé. Enfin, deux autres groupes ont démontré que le domaine TS
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(ou RFTS, Replication focus targeting sequence) inhibe la capacité de liaison de DNMT1 a
’ADN, et que cette inhibition pourrait étre relevée par la liaison d’un activateur tel que UHRF1
[278, 279]. La structure trés dynamique de DNMT1 rend I’interprétation des résultats émanant
des études de son activité enzymatique bien complexe. Une meilleure compréhension de la
régulation allostérique pourra certainement aider & mieux interpréter ’activité de DNMT1 dans la

cellule et les multiples facettes de sa régulation.

Autotnhibitory
linker
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Figure 6. Vue d’ensemble d’un complexe entre la mDNMT1(650-1602) et un oligomére d’ADN de 19 nucléotides
li¢ a I’AdoHcy. A) Architecture des domaines et présentation de la séquence de la mDMNT1. B) Représentation
figurée du complexe en deux vues orthogonales. Les domaines CXXC, BAHI, BAH?2 et méthyltransférase sont
colorés en rouge, rose, orange et bleu pale respectivement. L’ ADN et les ions de zinc sont représentés en beige et en
mauve respectivement; le lien entre les domaines CXXC et BAH1 est en bleu foncé, le lien entre BAHI et BAH2 est
en argent, celui entre BAH?2 et le domaine méthyltransférase contenant les répétions (GK), est en noir et I'’AdoHcy
lié est représenté en un modéle moléculaire en trois-dimension. nDNMT1, DNMTI murine; AdoHcy, S-Adenosyl-
L-homocysteine. Adapté de Song et al. 2011 [273].

2.32 Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle

La transcription est une étape précoce de I’expression des génes et elle est finement
régulée chez les mammiféres. DNMTI montre une expression spécifique suivant le cycle
cellulaire. Il a tout d’abord été démontré que I’activation transcriptionnelle de DNMTI était
ciblée au niveau de quatre régions dans son promoteur/enhancer comportant plusieurs sites de
liaison AP-1 (Activator protein-1) et E2F [280]. Ces multiples sites AP-1 expliquerait au niveau
moléculaire la forte réponse de DNMTI a I’induction de la voie Ras-AP-1 chez la souris [281,
282], les cellules humaines [283] et durant la tumorogenése [284]. Plusieurs années plus tard, une

équipe démontrait non seulement I’activation transcriptionnelle de DNMTI par E2F, mais aussi
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I’inhibition de cette activation par la protéine Rb [300]. De facon similaire, I’expression de
DNMTI est augmentée par p300 et cette activation est inhibée par p21WA*! [285]. L’expression
de DNMT1 est aussi régulée par p53. En effet, p53 réprime la transcription de DNMT, tandis que
le facteur de transcription Spl empéche cette répression [286]. 1l est méme suggéré que la
balance entre p53 et Spl déterminerait le statut de transcription de DNMT] [287)]. p53 joue un
réle important dans I’arrét du cycle cellulaire en phase G;/S en réponse a divers stress cellulaires,
tel que le dommage 4 I’ADN. En ce sens, il pourrait étre nécessaire de bloquer la réplication de
I’ADN, ainsi que les processus auxiliaires, comme la méthylation de I’ADN. Par ailleurs, la
transcription de DNMT] est aussi régulée par le récepteur nucléaire ERRy (Estrogen related
receptor y), qui induit son expression suite & la liaison directe des éléments de réponse
(EREI1/ERE2; estrogen response element) localisés dans le promoteur de DNMTI, et cette
transactivation est inhibée par SHP (Small heterodimer partner) [288].

Plusieurs études ont démontré une régulation transcriptionnelle de DNMTI dans diverses
cellules cancéreuses. Ainsi, I’IL-6 (Interleukine 6) régulerait a la hausse 1’expression de DNMT'1
via le facteur de transcription Fli-1 (Friend leukemia integration 1) dans des cellules
érythroleucémiques humaines [289], reliant pour la premiére fois les cytokines inflammatoires et
la méthylation de I’ADN. Une autre équipe a aussi démontré que DNMT serait régulée par la
voie de signalisation APC (Adenomatous polyposis coli), puisque des mutations dans le géne
APC résultent en ’augmentation du niveau d’ARNm de DNMTI dans les cellules cancéreuses
colorectales humaines HT-29 [290]. De plus, le géne suppresseur de tumeurs BRCAI (Breast
Cancer 1), fréquemment muté dans le cancer du sein, active la transcription de DNMTI par la
liaison d’un site OCT! (Organic cation transporter 1) [291]. Une déficience en BRCA1 est
d’ailleurs associée & la diminution de I’expression de DNMT' et une hypométhylation globale du
génome. Il a aussi ét¢ démontré que I’inhibition de la voie ERK/MAPK (Extracellular signal-
regulated kinases/Mitogen-activated protein kinases) cause une diminution du niveau de
meéthylation de I’ADN dans les cellules de cancer du colon via la réduction de 1’expression de
DNMT1 [292], suggérant que cette voie de signalisation est impliquée dans la régulation
transcriptionnelle de la DNMT]1. Enfin, il a été démontré que STAT3 (Signal transducer and
activator of transcription 3), un facteur de transcription reconnu pour étre constitutivement activé

dans plusieurs cancers, induit I’expression de DNMT! dans les lymphocytes T malins [293].
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Par ailleurs, DNMT1 est également régulé au niveau post-transcriptionnel par la protéine
AUF1 (AU-rich element/poly(U)-binding/degradation factor 1). AUF1 interagit au niveau de la
région 3’ non-codante de I’ARNm de DNMT1 et le cible pour la déstabilisation par I’exosome
[294]. L’inhibition de AUF1, qui est lui-méme régulé de maniére spécifique au cycle cellulaire,
conduit d’ailleurs 4 I’augmentation de I’expression de DNMT], ainsi qu’a 1’augmentation de
Pactivité méthyltransférase de I’ADN et de I’hyperméthylation du génome. L’ARNm de DNMT1
est également régulé directement par des miARN, notamment miR-148a, miR-152, miR-126, et
plus récemment, miR-342 [295-297]. En effet, suite a4 I’induction par IL-6 des cellules
cholangiosarcomes humaines, on observe une réduction de I’expression protéique de DNMT1, et
ceci par la modulation 4 la hausse de miR-148a et miR-152 [295]. En conséquence, on observe
une déméthylation du génome et une augmentation de 1’expression de plusieurs génes
suppresseurs de tumeurs. De plus, miR-148a, ainsi que miR-126, régulent 4 la baisse I’expression
de DNMT!1 dans les cellules T CD4" humaines de patients atteints de Lupus [296]. Dans les
cellules de cancer colorectal (CRC; colorectal cancer), c’est plutdt la surexpression de miR-342
qui induit I’inhibition de DNMTI et la réexpression de plusieurs génes, dont RASSFIA (RAS

association domain family 1A), via la déméthylation de leur promoteur [297].

2.3.3 Interactions protéine-protéine

Le domaine N-terminal de DNMT1 est connu pour interagir avec une grande quantité de
protéines (Tableau IV). DNMT! interagit, par exemple, avec PCNA, permettant son recrutement
au niveau des foyers de réplication lors de la phase S via le domaine PBD (acides aminés 163-
174). Récemment, il a été démontré que DNMT1 est rapidement recrutée au niveau des bris
double-brins de I’ADN (DSB) via son domaine PBD, et ce, de fagon transitoire [298]. Le
recrutement de DNMT1 dépend principalement d’ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3-related
protein), PCNA, ainsi que CHK1 et RAD9 (complexe 9-1-1), deux autres protéines qui
interagissent directement avec DNMT1 [298, 299], démontrant un lien entre DNMTI et la
réponse aux dommages a I’ADN. DNMT 1 interagit également avec UHRF1 pendant les phases S
et G2/M via le domaine TS (acides aminés 331-550). La liaison de DNMT1 au niveau de
I’hétérochromatine répliquée tardivement en phase S représente probablement un mécanisme
assurant la maintenance compléte de la méthylation dans ces régions génomiques, ou encore,

suggere un rdle pour DNMT1 dans la répression transcriptionnelle de la chromatine [260].
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Tableau IV. Résumé des protéines interagissant physiquement ou fonctionnellement avec
DNMT1. Adapté de Svedruzic (2011) [275].

Complexe de réplication de la Réparation de I’ADN, contréle du cycle Méthylation dirigée par
chromatine cellulaire et régulation de I’apoptose les ARN

- DNMT3a et DNMT3b [99] - PARP-1 (300, 301] - MeCP2 [302, 303]

- SNF2h/NoRC (complexe de - PRb/E2F1 (contrdle la transition G1/S et laphase - RNA-Pol Il [305-307]
remodelage de la chromatine) [304] S du cycle cellulaire) [204, 268]

- LSH (protéine reliée a la famille de - p53 (régulation du cycle cellulaire et de - ARNt et ARNm
remodelage de la chromatine SNF2) 1’apoptose) [261] spécifiques [309, 310]

[308]
-PCNA[311)
- UHRFI [124, 125]

- HP1B (protéine & chromodomaine)
[96, 263]

- SUV39H]I (histone lysine N-

- DMAPI [312-314]

- RGS6 (membre des protéines RGS des
mammiféres) [313)]

- CK18/¢ (protéine sérine/thréonine kinase) [315]

- Annexin V (protéine d’échafaudage qui permet

méthyltranférase) [96] I’ancrage de d’autres protéines a la membrane
cellulaire et participe dans 1’apoptose) [316]

- G9a (histone méthyltransférase) [317] - Hsp90 (chaperonne) [318]

- HDAC1 et HDAC2 [268, 312] - p23 (chaperonne) [319]

- PML-RAR (facteur de transcription
oncogene) [95]

- RIP140 (ou NRIP1; répresseur
métabolique) [321]

- SET7 (protéine lysine méthyltransférase) [320]

- AKT1 (protéine sérine/thréonine kinase) [322]
- Chkl (réponse aux dommages a I’ADN) [299]

- CFP1 (domaine PHD) [323] - RAD9 (complexe 9-1-1; réponse aux dommages a

I’ADN) [298]
- MBD2/MBD3 [269]
- PeG-Ezh2 [324]

NoRC, nucleolar remodelling complex; LSH, lymphoid-specific helicase; PCNA, proliferating cell nuclear antigen; UHRF1, ubiquitin-like with
PHD and ring-fnger domains 1; HP1, heterochromatin protein 1B; HDAC1/2, histone deacetylase 1/2; PML-RAR, promyelocytic leukemia-
retinoic acid receptor; NRIP1, nuclear receptor interacting protein 1; CFP1, CXXC finger protein 1; MBD2/3, methyl-binding domain; PcG-Ezh2,
polycomb group-enhancer of zeste homolog 2; PARP-1, poly(ADP-ribose) polymerase 1; pRb/E2F]1, protein Retinoblastoma/E2F1; DMAPI,
DNA methyltransferase 1-associated protein 1; RGS6, regulator of G-protein signalling; CKI8/e, casein kinase 18/e; Hsp90, heat shock protein 90;
MeCP2, methyl CpG binding protein 2; SUV39H1, Su(var)3-9 homolog 1..

Dans un contexte de répresseur transcriptionnel, il a été démontré que la région N-
terminale de DNMT1 interagissait avec diverses protéines associées a la chromatine, dont Rb,
DMAP1 (DNMT -associated protein 1), HDAC1/2, MeCP2, SUV39H1 (Su(var)3-9 homolog 1),
HPIfB ainsi que le complexe de remodelage de la chromatine nucléolaire, Tip5/Snf2h
(Transcription termination factor I-interacting protein 5/Sucrose non-fermentable 2 human) [96,
268, 303, 312, 325-327]. Ces nombreuses interactions suggérent qu’il existe différents
meécanismes indépendants par lesquels DNMT1 agirait comme répresseur transcriptionnel.
Premiérement, DNMT1 interagit avec la protéine Rb, important suppresseur de tumeurs et

régulateur du cycle cellulaire, qui inhibe la transcription via le recrutement de HDACI [204,

30



268]. Le complexe DNMT1-Rb s’associe également avec le facteur de transcription E2F1,
induisant une répression transcriptionnelle des promoteurs possédant des éléments de réponse a
E2F1 [268]. 1l a aussi été démontré que DNMT1 établissait une répression transcriptionnelle par
interaction directe avec les protéines DMAP1 et HDAC2 [312]. DMAPI posséde une activité
intrinséque d’inhibiteur et interagit avec le co-répresseur transcriptionnel TSG101 (Tumor
susceptibility gene 101) et le co-régulateur transcriptionnel Daxx [328]. A la différence de
DMAPI, qui s’associe avec DNMT]1 tout au long de la phase S, ’interaction entre HDAC2 et
DNMT1 se produit spécifiquement au niveau des foyers de réplication en phase S tardive. Il a
d’ailleurs été proposé que DNMT! module le recrutement de HDAC & I’hétérochromatine
péricentromérique, permettant la désacétylation des histones s’assemblant 4 I’ADN nouvellement
répliqué [312]. De plus, DNMT1 interagit directement avec les protéines de liaison aux
groupements méthyles, telles que MBD2, MBD3 et MeCP2 [269, 303]. La liaison de DNMT1 a
MeCP2 pourrait également contribuer a la reconnaissance de I’ ADN hémiméthylé et jouerait un
rle dans la méthylation de maintenance. Enfin, DNMT1 interagit avec I’histone
méthyltransférase SUV39H1 et la protéine de I’hétérochromatine HP1P afin de maintenir 1’état
répressif de la chromatine [96]. HP1 fonctionne comme un répresseur transcriptionnel par la
reconnaissance de la méthylation H3K9 et ’inhibition de la transcription par son association
DNMT1 se fait de fagon indépendante de I’activité méthyltransférase de maintenance de cette
derniére [263]. Les fonctions combinées de HP1, G9a et DNMT sont également requises pour la
répression du géne survivin [263, 317]. 11 a aussi été démontré que UHRF1 facilitait
’accumulation de HDAC1, DNMT!1 et G9a afin d’inhiber la transcription du géne suppresseur de
tumeurs p21 [234]. UHRF1 et DNMT1 seraient donc impliqués dans 1’organisation de 1’état
répressif de la chromatine par la coopération avec d’autres facteurs associés a I’hétérochromatine,
tels que G9a et HDAC.

Quelques interactions protéiques avec le domaine C-terminal de DNMT1 ont également
été décrites. En effet, la chaperonne p23 et la protéine suppresseur de tumeurs p53 interagissent
avec la portion catalytique de DNMTT1 [261, 319]. L’interaction entre DNMT1 et p53 semble étre
essenticlle pour la régulation du geéne survivin par la stabilisation du complexe
HDAC1/DNMT1/p53 sur son promoteur, menant & ’hyperméthylation des sites CpG [261]. Par

contre, le réle de I’interaction entre p23 et DNMT1 n’est pas encore bien compris.
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2.3.4 Modifications post-traductionnelles

Il est bien connu que les protéines subissent d'abondantes modifications covalentes
pendant et aprés leur synthese. Celles-ci vont de la simple protéolyse contrdlée a I'ajout covalent
d’énormes groupements. Ces modifications peuvent servir, entre autres, a réguler l'activité des
protéines, a les étiqueter afin qu'elles soient reconnues par des partenaires métaboliques ou par
des systémes de dégradation, de méme que permettre leur ancrage dans la membrane ou moduler
leur localisation cellulaire et activer des cascades de signalisation. Depuis longtemps, les
modifications post-traductionnelles des histones sont associées 4 la régulation de I’expression des
génes. Des études récentes suggérent que les méthyltransférases de 1’ ADN, notamment DNMT1 ,
sont aussi modifiées de fagon post-traductionnelle. En effet, la DNMT1 peut étre modifiée de
plusieurs fagon, soit par la sumoylation [329], la méthylation [320], 1a phosphorylation [330],
I’ubiquitination et 1’acétylation [331, 332] (Figure 7).
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Figure 7. Régulation post-traductionnelle de DNMT1. Un sommaire des modifications covalentes post-
traductionnelles de la protéine DNMT! mettant en lumiére leur signification biologique dans des contextes
physiologiques. Ces modifications incluent la phosphorylation (P), la méthylation (Me), la sumoylation (SUMO),
Iacétylation (Ac) et I'ubiquitination (Ub). Les enzymes effectuant ces PTM sont indiquées. DNMT1, DNA
methyltransferase 1 ; ES : cellule souche embryonnaire ; HDAC, histone deacetylase; KDM, lysine demethylase;
KMT, lysine methyltransferase; LSD1, lysine-specific demethylase 1; PCNA, proliferating cell nuclear antigen;
PTM, post-translational modifications; SUMO, small ubiquitin-like modifier; UHRF1, ubiquitin-like PHD and RING
finger domains 1; HAUSP, herpes virus-associated ubiquitin specific protease. Adapté de Denis et al. (2011) [333].
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La sumoylation est connue pour stabiliser les protéines et les protéger contre la
dégradation, de méme que pour moduler la localisation cellulaire, les interactions protéine-
protéine et la liaison & I’ ADN. En plus de I’ATP, la réaction de sumoylation requiére la présence
de deux enzymes, I’enzyme d’activation E1 et ’enzyme de conjugaison E2. 1l a été démontré que
DNMT1 interagissait avec SUMO-1 et Ubc9 (Ubiquitin carrier protein 1), un membre de la
famille E2, et devenait sumoylée sur plusieurs résidus lysines. La sumoylation de DNMT1
augmente sa liaison & I’ADN et, possiblement, son activité méthyltransférase [329].

La méthylation de DNMT]1 par la SET7, une lysine méthyltransférase d’histones, cible la
lysine 142 principalement durant la phase S tardive du cycle cellulaire [320]. Il a été démontré
que lorsque DNMT1 était méthylée sur ce résidu, elle devenait moins stable et était ciblée pour la
dégradation subséquente via ’ubiquitine-protéasome [320]. LSD1 (Lysine-specific demethylase
1) pourrait jouer le role d’antagoniste 4 SET7 et possiblement stabiliser DNMT1 par la
déméthylation de la lysine 142. 11 a d’ailleurs été démontré que la perte de LSD1 accélérait la
dégradation de DNMT1, résultant en I’augmentation de I’hypométhylation du génome, ce qui
correle avec cette hypothése [334].

Tout récemment, un nouveau complexe multiprotéique comprenant DNMT1, UHRFI,
Tip60 (HIV-tat interacting protein) et HAUSP (Herpes virus-associated ubiquitin specific
protease) a été identifié [331, 332]. Ce complexe régulerait trés finement DNMT1. Certains
résultats supportent également 1’idée que le duplexe UHRF1/DNMTI se déplacerait sur I’ADN
en progression avec le processus de réplication, et que ce complexe macromoléculaire aurait la
capacité de s’autoréguler [335). En effet, le groupe de Du et al. [331] évoque la possibilité que la
stabilit¢ de DNMT1 soit régulée de fagon coordonnée via un processus dépendant de UHRF1 et
HAUSP. Le modeéle proposé suggére que Tip60 et UHRF1 agiraient négativement sur DNMT1,
tandis que HAUSP et HDACI agiraient en protecteurs. Plus précisément, Tip60 acétylerait
DNMT1, favorisant son ubiquitination par UHRF1 et sa dégradation subséquente. De leur coté, la
désacétylation et la déubiquitination par HDAC1 et HAUSP respectivement, stabiliseraient
DNMTI. Drailleurs, en absence de HAUSP, une hypométhylation de I’ADN est observée au
niveau du locus de I’empreinte génomique H19 spécifiquement [331]. Les changements au
niveau de la balance des composantes de ce complexe macromoléculaire lors du cycle cellulaire
dicteraient le devenir de DNMT1. En phase S, quand DNMT1 est requise pour la méthylation du
nouveau brin synthétisé, HAUSP surpasserait 1’activité ubiquitine ligase de UHRFI [331].
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Suivant la progression de la phase S, HAUSP serait déplacé du complexe et DNMT1 deviendrait
alors acétylée par ’action de Tip60 [331]. Les signaux induisant ces changements proviendraient
probablement de I’environnement ot la machinerie de réplication se trouve, cependant le

mécanisme n’est pas encore bien compris.

2.4 La phosphorylation de DNMT1 par les sérine/thréonine kinases
Les sites de phosphorylation identifiés dans la littérature

Il est de plus en plus évident que la DNMT1 est modulée par différentes modifications
post-traductionnelles, dont la phosphorylation de résidus sérines et thréonines. Durant la derniére
décennie, des techniques de spectrométrie de masse 2 large échelle ont été utilisées afin d’étudier
le phosphoprotéome cellulaire. De ces études, plusieurs sites de phosphorylation de I’enzyme
DNMT!1 ont été observés [336-344]. C’est en 1997, par 1’équipe de Glickman et al. [330], que le
premier site de phosphorylation de la DNMT1 murine a été identifié. Effectivement, la Ser515 a
¢té identifiée comme le site majeur de phosphorylation dans les cellules érythroleucémiques
murines. La phosphorylation de son homologue chez I’humain, la Ser514, n’a cependant pas
encore ¢té démontrée dans les types cellulaires étudiés jusqu’a maintenant. Il est possible que la
phosphorylation de la Ser514 soit spécifique aux cellules érythroleucémiques, mais cela reste
encore a étre démontré. 11 a été montré par la suite que la Ser515 était importante pour 1’activité
catalytique de 1’enzyme murine, puisque sa mutation en alanine abolissait son activité
méthyltranférase de I’ADN in vitro [345]. Cette étude suggére également que la phosphorylation
de ce résidu serait importante pour I’interaction du domaine N-terminal avec le domaine
catalytique, nécessaire pour son activité.

La plupart des sites de phosphorylation identifiés sur la DNMT1 humaine se retrouvent au
niveau des résidus sérines et thréonines localisés dans le domaine N-terminal de 1’enzyme
(Figure 8). Seulement trois résidus tyrosines de la DNMT1 humaine, Tyr359, Tyr399 et Tyr969,
ont ét¢ démontrés comme étant phosphorylés [346-348], comparé a une vingtaine de sérines et de
thréonines [336-344]. Dans les cellules HEK293, il semble que les Ser714 et Serl54 soient les
sites majeurs de phosphorylation [341, 342], tandis qu’il semble que ce soit plutot les Ser127,
Ser714 et Ser143 dans les lymphomes T (cellules Jurkat) [343], et les Ser141 et Ser714 dans les
lymphocytes B et les myélomes multiples [346, 349, 350]. Le plus grand nombre d’études
rapportant la phosphorylation de DNMT1 sur une multitude de sites ont été effectuées dans les
cellules HeLa [336-340, 351]. De ces sites, la phosphorylation des Ser127, Ser152, Ser154, S714,
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Ser954 et Ser1105 a été observée par plusieurs groupes différents; la Ser714 étant la plus
fréquemment identifiée [336-338, 340, 342, 343, 346, 349-352], et ce, méme dans les cellules
souches embryonnaires humaines [353, 354]. De fagon intéressante, une étude récente analysant
la dynamique de phosphorylation suivant la différentiation de cellules embryonnaires souches
humaines induite par le PMA ou par un milieu non-conditionné (NCM), a permis 1’identification
de sites de phosphorylation de la DNMT1 [355]. En effet, plusieurs sites de phosphorylation de
DNMT1 observés auparavant dans la littérature, dont les Ser141, Ser143 et Serl54, mais aussi la
Ser591 nouvellement identifiées, sont modulés par la différentiation induite par le PMA. De plus,
les Ser133 et Ser189 sont modulées suite a la différentiation par un NCM, tandis que les Ser127,
Ser714, Ser1105 et Ser1204 ne montrent aucun changement dans leur niveau de phosphorylation
suivant la période de différentiation [355]. Par ailleurs, la base de données de modifications post-

traductionnelles Phosida (http://www.phosida.com) permet d’obtenir des détails supplémentaires

sur ces sites de phosphorylation. En effet, selon la structure protéique prédite de la DNMTI, les
Ser127, Ser152, Ser154 et Ser714 seraient des sites hautement accessibles, contrairement a la
Ser1105 qui le serait que trés peu. Les Serl152, Ser154, Ser714 et Ser1105 sont également trés
conservées dans 1’évolution, tandis que la Ser127 ne I’est pas. La phosphorylation de ces résidus
pourrait donc étre importante pour différents aspects de la régulation de DNMT1, par exemples
dans le controle de son activité enzymatique ou encore des interactions protéiques. Cependant,
encore trés peu d’études ont été effectuées & ce propos ou dans le but d’identifier les
sérine/thréonine kinases responsables de la phosphorylation de ces sites.

Liaison SAM
Catalyse Liaison ADN

e b e e bl W
I} Iv VI VIII IX X

S514, S714 S954

$1105

S$141

Figure 8. Schématisation des sites de phosphorylation de la DNMT1 humaine identifiés dans la littérature.

Les protéines kinases associées a la phosphorylation de DNMT1
Jusqu’a maintenant, quelques études seulement ont identifié des kinases associées,
directement ou non, a la phosphorylation de la DNMT1 humaine. Tout d’abord, il a été démontré

que la voie PKB/Akt stabilisait la protéine DNMTI, permettant ainsi la maintenance de la
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méthylation de I’ADN [356]. Toutefois, cette étude ne démontrait pas la phosphorylation de
DNMT]1, mais plutét I’augmentation de son ubiquitination a la suite de I’inhibition de la voie
PKB/Akt. Presqu’en méme temps, une autre étude démontrait cette fois-ci la phosphorylation de
DNMTI1 par Akt suivant la stimulation a I'IL-6 [357]. En fait, ce groupe a observé une
augmentation de la translocation de DNMT1 au noyau suivant la phosphorylation par Akt d’un
résidu situé prés du NLS. Bien que la phosphorylation de la Ser209 ait été observée, aucune
interaction entre DNMT]1 et Akt n’a été démontrée dans cette étude. Ce n’est que plus récemment
qu’une interaction et colocalisation entre DNMT1 et Akt ont été démontrées [322]. En effet, Aktl
interagit avec DNMT1 et la phosphoryle sur la Ser143, augmentant sa stabilité. Cet effet est
inversé lorsque la DNMT1 est méthylée sur la Lys142 par la SET7, deux modifications
mutuellement exclusives. Enfin, une derniére étude a identifié non seulement la Ser143, mais
aussi la Ser127, comme cible de phosphorylation par Akt [358]. La Ser127 semble également étre
phosphorylée par les PKC, impliquant ces kinases pour la premiére fois dans la phosphorylation
de DNMT1. De fagon intéressante, la phosphorylation de ces deux résidus de DNMT1 dans les
gliomes humains et murins, par Akt et PKC, inhibe I’interaction entre DNMT1, PCNA et
UHRF1, induisant une hypométhylation du génome et une instabilité chromosomique [358]. Ce
groupe associe d’ailleurs 1I’état de la phosphorylation des résidus Ser143 et Ser127 au mauvais
pronostique des gliomes et suggére leur utilisation prometteuse comme biomarqueurs, pour la
detection précoce des glioblastomes multiformes. Enfin, 1’implication des PKC dans la
phosphorylation de DNMT! est également supportée par une étude démontrant ’induction rapide
de la déméthylation du promoteur de la reelin dans les tissus de I’hippocampe de la souris suivant
Pactivation des PKC par un ester de phorbol [359].

Chez la souris, DNMT1 a été démontrée comme étant phosphorylée par la CDKLS5
(Cyclin-dependent-kinase-like 5) [360] et la CK18/e [315]. Bien que la phosphorylation de
DNMT1 par CDKLS5 soit faible et son rdle encore incertain, la phosphorylation de DNMTI par
CK1d/¢ cible principalement la Ser146 et réduit sa capacité de liaison 2 ’ADN. La sérine 146

n’est cependant pas conservée chez ’humain.

3 Les protéines kinases

3.1 Introduction
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La phosphorylation de protéines référe a la capacité de certaines protéines kinases a
catalyser le transfert d'un groupe phosphate de I’ATP sur I'hydroxyle (groupe -OH) des chaines
latérales des acides aminés. Cette réaction est réversible par 1’action des phosphatases, qui
enlévent le groupe phosphate de protéines cibles. Plus de 30% des protéines humaines sont
modifiées par la phosphorylation. Le génome humain comporte environ 518 protéines kinases,
dont les genes constituent environ 1,7% des génes totaux [361]. La phosphorylation peut avoir
divers effets sur les protéines ciblées, comme la modification de I1’activité protéique, la
modulation de la localisation cellulaire ou encore des associations protéine-protéine. Elle peut
aussi contrler d’autres processus cellulaires, incluant la progression du cycle cellulaire, le
métabolisme, la transcription, le réarrangement et le mouvement du cytosquelette, 1’apoptose et la
différentiation [361]. La phosphorylation joue également un rdle critique dans la communication
intercellulaire durant le développement, dans les réponses physiologiques et I’homéostasie, ainsi
que dans le fonctionnement des systémes nerveux et immunitaire. Les protéines kinases sont
donc reconnues comme étant les régulatrices des voies de signalisations cellulaires, notamment
celles impliquées dans la transduction des signaux. Par conséquent, leur activité n’est
habituellement pas constitutive, mais trés finement régulée. Les kinases sont aussi impliquées
dans plusieurs maladies humaines [362]. Conséquemment, plusieurs inhibiteurs ont é&té
développés pour le traitement de différentes maladies, dont le cancer [363].

Il existe trois grandes catégories de kinases: celles qui phosphorylent les sérines et
thréonines, celles qui phosphorylent les tyrosines et celles qui phosphorylent ces trois types de
résidus [364]. Comme la DNMT1 est phosphorylée principalement sur des résidus sérines et

thréonines, le présent chapitre discutera du groupe des sérine/thréonine kinases.

3.2 Les sérine/thréonine kinases

Les sérine/thréonine kinases composent prés de 385 des 518 protéines kinases chez
’humain [361]. Bien que les sérine/thréonine kinases phosphorylent toutes des résidus sérines ou
thréonines de leurs substrats, ceux-ci sont spécifiquement phosphorylés selon la séquence en
acides aminés qui entoure le résidu phosphorylé que I’on appelle séquence consensus [365]. Les
kinases ne sont habituellement pas spécifiques qu’a un seul substrat, puisque les résidus du site
consensus du substrat établissent des contacts avec plusieurs acides aminés situés au niveau du

site catalytique de ’enzyme [366]. Par contre, elles phosphorylent souvent une famille de
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substrats possédant des séquences de reconnaissance communes. Le domaine catalytique des
kinases phosphorylant des substrats faisant habituellement partis d’un méme groupe est
hautement conservé tandis que le domaine de régulation permettant la reconnaissance de
substrats différents est beaucoup plus variable. La classification des sérine/thréonine kinases est
basée sur la comparaison de la séquence des domaines catalytiques [361]. Le kinome humain est
divisé en cinq grandes familles de sérine/thréonine kinases : la famille AGC, comprenant les
protéines kinases A, G et C; la famille CAMK (Ca2+/Ca1modulin-dependent kinase), comportant
les protéines kinases dépendantes de Ca®*/CaM (Calmoduline); la famille CK1 (Casein kinase 1);
la famille CMGC comprenant les CDK (Cyclin-dependent kinase), MAPK, GSK-3 (Glycogen
synthase kinase-3) et CLK (Cdc2-like kinases); et 1a famille STE (Homologs of yeast sterile 7, 11
et 20 kinases) [361, 367, 368]. 1l existe un trés grand nombre de sous-familles et de membres de
sérine/thréonine kinases. Le tableaun V résume les fonctions générales de sérine/thréonine kinases

en lien avec la présente étude.

Tableau V. Protéines sérine/thréonine kinases et leurs fonctions générales.

Protéines kinases ~ Fonctions Références
CDK Régulation du cycle et de la division cellulaire. [369-371]
MAPK Transduction des signaux dans une grande variété de réponses biologiques, [372, 373]

différent de cellules en cellules.

PKC Transduction du signal et modulation des effets de plusieurs stimuli [374, 375]
extracellulaires incluant les facteurs de croissances et les hormones.

PKB/Akt Composante critique des voies de signalisation intracellulaires qui exercent  [376, 377]
les effets des facteurs de croissance et de survie, et modulent la réponse a
I’insuline et aux agents inflammatoires.

PDK1 Activation de la PKB, croissance et prolifération cellulaire, protection [378]
contre les stimuli pro-apoptotiques et stimulation de la néo-angiogenése.

CKil Différentiation, prolifération et survie cellulaire. [379, 380]

CaMK Meédiateur important de la mémoire et de I’apprentissage, homéostasie du [381-384]

calcium, sélection positive des cellules T et activation des cellules T CD8".

GSK Meétabolisme du glycogéne, signalisation via I’insuline, les facteurs de [385]
croissance et les nutriments, role dans le destin des cellules durant
I’embryogenése, contréle du cycle cellulaire, de I’apoptose et de la
fonction des microtubules.

PKA Signalisation via I’AMPc, régulation du cycle cellulaire [386, 387]

PKD Organisation de I’appareil de Golgi, régulation de la prolifération cellulaire  [388]
et de I’apoptose, régulation de plusieurs voies de signalisation
intracellulaire.

CDK, cyclin-dependent kinase; MAPK, mitogen-activated protein kinase; PKC, protein kinase C; PKB/Akt, protein kinase B/Akt; PDK1, 3-
phosphoinositide-dependent kinase 1; CKII, casein kinase 1I; CaMK, Ca”*/calmodulin-dependent kinase; GSK, glycogen synthase kinase; PKA,
protein kinase A; PKD, protein kinase D; AMPc, adénosine monophosphate cyclique.
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Le présent chapitre met I’accent sur les familles des protéines kinases C et des kinases
dépendantes des cyclines. Celles-ci ont été sélectionnées parmi les autres sérine/thréonine kinases
gréce a l’analyse in silico des sites de phosphorylation théoriques de la protéine DNMT1
humaine (UniProt ID: P26358; http:/scansite.mit.edu; http:/networkin.info/search.php:

http://www.phosida.com). Cette analyse a tout d’abord permis d’identifier des sites de

phosphorylation potentiels ainsi que des kinases candidates (Tablean VI). Par la suite, les
résultats d’essais de phosphorylation utilisant la DNMT1 humaine comme substrat ont permis de
diriger mon projet vers deux grandes familles de sérine/thréonine kinases : les protéines kinases

C et les protéines kinases dépendantes des cyclines.

Tableau VL. Sites de phosphorylation théoriques de la protéine DNMT1 humaine. Les sites ont
été identifiés a partir de Scansite, Networkin et Phosida (UniProt ID: P26358).

Kinases Sites de phosphorylation

PKCt T166; T342; S745; T1239

PKCe T166; S192, S387; S482; S1246

PKCa/Bly T137; S161; T603; S607; S895

PKC3 T166; T342; T603

PKCp S84; T342; T1141; S1342

CDK1 T137; S127; S154; T253; S714; S878; S954; S1105
CDKS5 T137; S154; T253; T328; S714; S878; $954; S1105
CDK2 S127; S154; S714; S954; S1105

GSK-3 T137; S154

PKB/AKT  T166; S209; T249; T342; T1366

PKA T162; T208; T327; T328; T603

CKlI T137; S192; S563; S1128

PDK1 T947; T1239

ERK1 S152

CaMKIl T166; S247; T327, T885

3.3 La famille des protéines kinases C
3.3.1 Classification, structure et activation

Les protéines kinases C (PKC) forment une famille de sérines/thréonines kinases
dépendantes de phospholipides, dont le premier membre a été identifié par Yasutomi Nishizuka
et ses collégues en 1977 [389). Elles sont exprimées de fagon universelle et régulent un grand
nombre de processus physiologiques, incluant la différentiation et la croissance cellulaire. La
signalisation par les PKC est conservée a travers 1’évolution, de la levure 4 I’humain, démontrant
ainsi 'importance de cette famille dans la signalisation cellulaire. Les PKC peuvent étre

contrdlées par la phosphorylation de résidus sérines, thréonines et tyrosines qui influencent leur
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stabilité, leur résistance aux protéases et phosphatases, leur interaction avec d’autres protéines,
leur localisation cellulaire, leur activité et leur spécificité de substrat. Les PKC peuvent aussi étre
clivées par des caspases, générant un domaine kinase catalytiquement actif et un fragment du
domaine de régulation qui peut agir comme un inhibiteur de I’enzyme compléte. Les PKC
peuvent également étre activées par des cofacteurs lipidiques moins traditionnels (céramides,
acide arachidonique) ou par des mécanismes indépendant des lipides (modifications oxydatives,
nitration de tyrosines), leur permettant de moduler les voies de signalisation a travers la cellule et
non pas seulement & la membrane plasmique [390].

Les PKC sont divisées en trois groupes : les isoformes conventionnels, qui sont activés
par le calcium, le diacylglycérol (DAG) et les esters de phorbol (cPKC; a, BI, BII et v); les
isoformes nouveaux, qui sont activés par le DAG, mais insensibles au calcium (nPKC; 9, €, | et
0); et les isoformes atypiques, qui sont insensibles au calcium et au DAG (aPKC; { et M1
(souris’humain)) [391]. La protéine kinase p (ou PKD (Protein kinase D) chez la souris) forme
une classe distincte dans le kinome et est actuellement beaucoup plus similaire aux CaMK [392].
Les domaines catalytiques des PKC sont hautement conservés et les isoformes se distingues
plutdt par leur domaine de régulation [393]. Le domaine C-terminal comprend le domaine
sérine/thréonine kinase (classe AGC) et est relié par une région variable V3 au domaine de
régulation (Figure 9). Ce dernier posséde trois éléments fonctionnels : 1) une région inhibitrice
(site pseudo-substrat), 2) un domaine C1 (une copie ou en répétition en tandem —C1A, C1B) et
3) un domaine C2 ou PB1 (Phox and Beml). Le site pseudosubstrat (PS) se caractérise par sa
ressemblance a un substrat, mais dont la sérine/thréonine & phosphoryler est remplacée par une
alanine. Cette région permet I’autoinhibition de I’enzyme. Le domaine C1 en tandem (Cl1A-
CIB), présent pour les cPKC et nPKC, fonctionne comme motif de liaison au phorbol 12-
myristate 13-acétate (PMA)/DAG. Les aPKC possédent un domaine C1 atypique qui permet de
lier le phosphatidylinositol 4,5-triphosphate (PIP;) et les céramides, mais pas le DAG/PMA.
Seules les cPKC possédent un domaine C2 et de ce fait, peuvent interagir avec des
phospholipides anioniques de mani¢re dépendante du calcium. Le domaine C2-like des nPKC ne
contient pas les résidus d’acides aminés critiques pour la liaison au calcium. Enfin, les aPKC se
distinguent également par leur domaine PB1, qui module les interactions avec d’autres protéines
adaptatrices comprenant un domaine PB1, incluant p62, partioning defective-6 (PAR-6) et MEK5

[394, 395]. Les aPKC sont d’ailleurs régulées principalement par les interactions protéine-
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protéine et la phosphorylation par la phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1).

Chamiére
. o . .
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Figure 9. Structure des domaines des isoformes de protéines kinases C (PKC). Les PKC ont un domaine kinase
conservé (C3-C4) et des domaines de régulations plus variables. Tous les domaines de régulation des PKC possédent
un motif pseudosubstrat (vert; PS) situé en N-terminal du domaine C1 (rouge). Les domaines C1 en tandem (C1A-
C1B) des cPKC et nPKC sont sensibles au phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA)/diacylglycérol (DAG), tandis que
le domaine C1 seul des aPKC ne lie pas le DAG/PMA. Le domaine C2 (jaune) des cPKC permet la liaison au
calcium, tandis que le domaine C2-like des nPKC ne le lie. Les aPKC possédent aussi un domaine d’interaction
protéine-protéine PB1 (Phox and Bem 1). Les régions variables (V) des isoformes de PKC sont indiquées en gris.
Adapté de Steinberg (2008) [390].

Tous les membres des PKC sont activés de fagon allostérique, soit par certains lipides,
soit par des protéines, ou une combinaison des deux. L’inactivité de 1’enzyme est déterminée par
Iinteraction du domaine de régulation avec le domaine catalytique. Ceci est partiellement dirigé
par 'interaction du site inhibiteur pseudosubstrat, situé dans le domaine de régulation, avec la
niche de liaison au substrat localisée au niveau du domaine catalytique. Le recrutement des PKC
a la membrane méne a une conformation ouverte par la simple libération du site pseudosubstrat.
Ceci permet la phosphorylation subséquente des PKC sur deux (&, ) ou trois (o, B, 1, 5, €, 11, 0)
sites conservés (AGC kinases) [396]. La phosphorylation permet possiblement la stabilisation de
la conformation active de 1’enzyme. Les kinases en amont effectuant cette phosphorylation sont
souvent communes a tous les membres, telles que PDK1 et mTOR (Mammalian target of
rapamycin). En plus de la phosphorylation activatrice, celle de certains résidus Ser, Thr et Tyr
peut contrdler la localisation cellulaire et la fonction des PKC. Par exemple, la phosphorylation
de la Tyr256 de PKCu induit sa translocation au noyau cellulaire [397].

La translocation des PKC & la membrane plasmique a longtemps été considérée comme la
principale caractéristique de leur activation, et a fréquemment été utilisée comme mesure de leur
activation dans la cellule. Ce modele simpliste de Pactivation des PKC n’est toutefois pas
suffisant pour expliquer le contrdle spatio-temporel complexe de la localisation des PKC dans la
cellule. En effet, les cPKC transloquent rapidement et temporairement 4 la membrane plasmique
par un mécanisme mettant en jeu I’accumulation de DAG dérivé de la phospholipase C (PLC).

Cependant, dans les cellules démontrant une réponse diphasique au DAG, les PKCa et BII sont
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relichées de la membrane plasmique via un processus qui requiére 1’autophosphorylation des
PKC [398, 399]. Ces PKC s’accumulent par la suite dans un site périnucléaire nommé « le
péricentron », qui est une partie des endosomes de recyclage [400, 401]. Les PKC peuvent
transloquer au niveau de compartiments spécialisés, comme les radeaux lipidiques [402], les
mitochondries [403], le réticulum endoplasmique [404] et 1’appareil de Golgi [405]. Elles
peuvent également transloquer dans le noyau [406, 407]. En fait, tous les isoformes de PKC ont
¢té détectés dans le noyau des cellules sous différentes conditions, bien que seule PKCS possede
une séquence NLS typique dans son domaine V5 [408]. Des séquences ressemblant au motif de
ciblage au noyau bipartite de Xenopus ont toutefois été identifiées dans le cas des cPKC et les
aPKC [409]. 1l a par ailleurs été démontré que la phosphorylation de la tyrosine 256 de PKCC
facilitait son import au noyau, suggérant que des mécanismes alternatifs peuvent permettent la
translocation des PKC au noyau. Suivant le traitement des cellules PC12 au NGF (Nerve growth
factor), la Tyr256 est rapidement phosphorylée et précéde I’entrée de PKCC dans le noyau
cellulaire [397]. La phosphorylation de la Tyr256 augmente la liaison de PKC(, a I’importine-f3,
inhibée lorsque la Tyr256 est mutée par une Phe. Cette liaison semble étre importante pour

I’importation de cette PKC au noyau.

3.3.2 Fonctions

La majorit¢ des PKC sont exprimées de fagon ubiquitaire, bien que quelques unes
montrent un patron d’expression tissu-spécifique. Tel est le cas pour PKCy qui est exprimée dans
les neurones [410], PKCn qui est présente dans 1’épithélium squameux et les muscles [411], et
PKCO que I’on retrouve dans les tissus lymphoides [412] (Tablean VII). Les PKCa, PKCpB et
PKC5 sont les isoformes les plus abondants dans une variété de tissus [413]. Les PKC régulent
divers processus cellulaires incluant la prolifération, 1’apoptose, la survie et la migration
(Tableau VII). Ces enzymes ont d’abord été caractérisées comme des kinases pro-mitogéniques,
dépendamment des isoformes et du type cellulaire. Cependant, certaines PKC peuvent inhiber la
progression du cycle cellulaire, comme c’est le cas pour PKCS [414]. Cette derniére est d’ailleurs
considérée comme étant une protéine inhibitrice de la croissance cellulaire, ou pro-apoptotique
[415, 416]. D’autres PKC ont des réles contradictoires. En effet, PKCa. est impliquée dans la
prolifération cellulaire des gliomes [417], mais elle induit 1’arrét du cycle cellulaire dans les

cellules de la glande mammaire MCF10A et inhibe leur croissance [418, 419]. Les fonctions
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spécifiques aux différents isoformes de PKC ont pu étre identifiées en partie par les modéles de
souris génétiquement modifiées ou « knock-out » [420]. Ces souris montrent des phénotypes
variés, reflétant les roles joués par les différents isoformes. Seule la délétion du gene PKCVA est
létale pour I’embryon. Ceci est probablement dii au réle important que joue cette PKC dans la
sécrétion et I’action de I’insuline [421]. Les PKC participent donc a une variété de voies de
transduction du signal menant a des réponses diversifiées et complexes, et ce, dépendamment du
type cellulaire.

Tableau VII. Fonctions et expression des différents isoformes de PKC.

Fonctions Expression

PKCa  Prolifération [417], mais aussi arrét du cycle cellulaire et inhibition de la croissance Ubiquitaire
[418]; anti-apoptotique [422], mais aussi pro-apoptotique [423]; différentiation [424];
migration et adhésion cellulaire [418, 425]

PKCB  Développement et activation des cellules B {426]; signalisation via FceRI et BCR Ubiquitaire
[427, 428]; dégranulation et activation des mastocytes [428, 429]; signalisation via
récepteur de I’insuline [430]

PKCy LTP [431]; LTD [432] Neuronale

PKC8 Inhibition de la croissance cellulaire [433, 434]; différentiation [435]; suppresseurde  Ubiquitaire
tumeur [436]; pro-apoptotique [437]; régulation de transporteur cationique [438];
activation de la voie MAPK [439]; expression de I’oxyde nitrique synthétase [440];
stimulation de la pyruvate déshydrogénase [441]

PKCe Prolifération [442] et survie cellulaire [443]; différentiation [444]; expression des Ubiquitaire;
geénes [445]; motilité et invasion [446]; contraction musculaire [447]; métabolisme
[448]; transport [449]; exocytose [450]; endocytose [451]

PKCn  Différentiation et arrét du cycle cellulaire [435]; Développement des cellules B Epithélium
précoces [452] squameux
PKCo Signalisation TCR conduisant & I’activation, la différentiation et la survie cellulaire Muscles, tissus
[453, 454] lymphoides,
systéme nerveux
PKCC  Prolifération et synthése de I’ADN (via Ras-M APK)[455] [456], mais aussi inhibition Ubiquitaire;
de la croissance [457]; régulation de NFkB [458); extension des neurites [459]; PKMC( : neuronale

polarité cellulaire [460]; apoptose {461]; signalisation via I’insuline et homéostasie
du glucose [462]; LTP (PKMJC) [463].

PKCun  Survie [464]; prolifération [465]; transport du glucose [466]; régulation de NFxB Ubiquitaire
[467]; anti-apoptotique {468]; polarité cellulaire [460].

BCR, B cell receptor; LTP, long term potentiation; LTD, long term depression; TCR, T cell receptor; MAPK, mitogen-activated protein kinase;
NF-kB, nuclear factor xB.

3.33 LaPKC(
Activation

Le mecanisme d’activation de la PKC{ consiste principalement en deux événements : la
libération du domaine pseudosubstrat de la cavité permettant la liaison au substrat et la

phosphorylation du domaine kinase [469]. Suite 2 la libération de 1’autoinhibition, certains lipides
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membranaires, comme la phosphatidylsérine, et métabolites lipidiques, comme le diacylglycérol,
vont aider a la libération du PS du site actif. La PKC( est aussi activée par d’autres lipides, tels
que les phosphatidylinositols (PI) [470], 1’acide phosphatidique [471], I’acide arachidonique
[472] et les céramides [472]. La PKCC, tout comme son plus proche parent, la PKC, est un
médiateur critique de la transduction des signaux mitogénes. Ceci a d’abord été observé par le
groupe de J. Moscat en 1993 [455], qui démontrait que la PKCC, était requise pour la maturation
des ovocytes de Xenopus et pour la synthése de I’ADN dans les fibroblastes, une conséquence de
Pactivation de Ras. Presqu’en méme temps, Nakanishi et ql. [470] montraient que la PKC(
pouvait €tre activée in vitro par un produit lipidique de la PI3K (Phosphatidylinositol 3 kinase), le
PIP;. Le PIP; interagit directement avec le domaine pleckstrin homology (PH) de PKB/Akt
(Protein kinase B/Akt) et de PDK1, et il a été démontré que la PKCC était phosphorylée par cette
derniére sur la T410. PDK!1 interagirait avec la PKC( via son motif hydrophobique, puisque
celui-ci inclus une courte séquence, Phe-Glu-Gly-Phe-Glu-Tyr, qui est trés semblable au site de
liaison des protéines interagissant avec PDK1 [396]. En absence de PDKI dans des cellules
embryonnaires souches, PKC n’est pas phosphorylée sur la T410 [473]. De plus, la mutation de
cette Thr en alanine (T410A) induit la perte de son activité, indiquant que la phosphorylation de
la T410, probablement par PDKI, est essentielle pour son activation. L’activation de la PKCE
requiere également la phosphorylation du résidu T560 situé dans le motif « turn ». La
phosphorylation de ce dernier pourrait se faire par autophosphorylation ou par la phosphorylation
par d’autres PKC [474]. Des interactions protéiques spécifiques régulent également I’activité de
PKCC. PAR-4 (Prostate apoptosis response-4) normalement induite durant I’apoptose, interagit
avec le motif C1 de PKC( et inhibe son activité [461]. Le domaine PBI permet également
Iinteraction de PKC( a plusieurs protéines, comme PAR-6 et p62/ZIP (Zeta-interacting protein),

modulant sa liaison 4 des complexes de signalisation spécifiques suite 4 une stimulation [475].

Fonctions

PKCC joue un réle important dans la survie et la prolifération cellulaire. En effet,
plusieurs études ont démontré son implication dans la voie des MAPK, dans une variété de types
cellulaires. La stimulation des cellules de singe COS avec du sérum ou avec le TNF-a. (Tumor

necrosis factor a) active les MAPK MEKI1 et ERK1 via PKC( [476]. Dans les macrophages
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alvéolaires humains, le lipopolysaccharide (LPS) active MEK 1, ERK1 et ERK2 via ’activation
de PKCC [477]. PKC( est également importante pour 1’activation du facteur de transcription NF-
kB suite a la stimulation au TNF-a et a IL-1 [458, 478]. La délétion génétique de PKCC chez la
souris a permis d’observer des anomalies dans les fonctions immunitaires reliées au BCR et a
P’activation des voies ERK et NF-kB [479, 480]. On observe aussi des défauts dans I’activation
de NF-xB et IKK (IkB kinase) dans des extraits de poumons de souris déficientes en PKCC
injectées au TNF-a ou au LPS, de méme qu’une augmentation de 1’apoptose dans les fibroblastes
PKC(” stimulés au TNF-au [479]. De plus, PKC{ semble jouer un rdle dans I’activation de la
protéine kinase p70 ribosomal S6 (p70S6K), une kinase phosphorylée et activée en réponse aux
signaux mitogénes modulant la traduction ’ARNm qui encodent des protéines ribosomiques et
des facteurs d’élongation de la traduction [481, 482).

L’analyse phénotypique des souris PKCC'/ " a également permis d’observer une altération
significative dans le développement des organes lymphoides secondaires des jeunes animaux
[479]. Bien que la structure générale de la rate de ces souris soit préservée, des défauts notables
dans la zone marginale et dans les follicules de cellules B de la pulpe blanche ont été observés, en
plus de défauts dans les ganglions périphériques et mésentériques et au niveau des plaques de
Peyer, ou la ségrégation entre les zones de cellules B et T est mal définie [479]. Il semble que
P’augmentation de I’apoptose spontanée et la réduction de la réponse proliférative & la
signalisation via le BCR dans les cellules B soient en cause [480] et impliquent la protéine PAR-
4 [483]. Un rdle critique de PKC( afin de favoriser le transport du glucose a par ailleurs été
démontré dans la signalisation a I’insuline [466]. PKC( régule 1’homéostasie du glucose en partie
par la stimulation de la translocation de GLUT4 (Glucose transporter type 4) [462, 484], le
transporteur majeur du glucose en réponse 4 I’insuline. PKC{ joue également un réle dans la
polarité cellulaire, fondamentale pour la fonctionnalité cellulaire. Des études ont démontré que
Pactivité et les interactions via le domaine PB1 de PKC( sont essentielles dans le contréle de la
polarité cellulaire des cellules épithéliales et impliquerait la liaison 3 PAR-3 et PAR6 [485, 486].
Enfin, un isoforme court de PKCC, appelé PKMC, est exprimé dans le cerveau et joue un réle
dans la maintenance de la potentialisation & long terme (LTP) [487, 488]. PKM( est le produit de
I’épissage alternatif de I’exon 1 du géne PKC( et correspond au domaine catalytique [489].
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Bien que I’on retrouve PKC{ en grande partie dans le cytoplasme des cellules, elle est
aussi présente dans le noyau. Suite 4 la stimulation des cellules de rat PC12 au NGF [490] ou
dans les cellules de rat H9c2 en hypoxie ischémique [491], PKC( transloque dans le noyau. Son
réle exact dans le noyau reste encore a étre déterminé, mais il a été démontré que PKC(
phosphorylait la protéine nucléaire nucléoline de fagon dépendante du NGF [490]. Une analyse
en microscopie immunoélectronique a permis de localiser PKC{ au niveau de la matrice
nucléaire interne liée & la chromatine [409]. Plusieurs fonctions ont lieu dans cette région,
notamment la réplication de I’ADN, I’expression des génes et la phosphorylation de protéines
[492, 493]. La protéine Al des hnRNP (Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) a également
été identifiée comme substrat pour PKC( dans le noyau [494]. Plusieurs autres substrats ont été
identifiés in vitro comme étant les cibles des PKC, tels que I’histone H1 et p53, cependant ces
études sont incomplétes et, dans plusieurs cas, I’effet de la phosphorylation n’a pas été déterminé
[495]. Enfin, PKCC, ainsi que PKCt1, posséde dans sa séquence des signaux d’import et d’export
nucléaires [496]. Ceci suggére un réle dans la phosphorylation de facteurs de transcription ou des
composantes d