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SOMMAIRE

Une étude réalisée dans notre laboratoire a montré que le géne Glypican 3
(GPC3) est exprimé dans certaines tumeurs embryonnaires, incluant le
neuroblastome (NB) et la tumeur de Wims (WT), mais excluant le
médulloblastome. GPC3 est un géne lié au chromosome X dont 'expression est
principalement observée dans les tissus embryonnaires. Afin de mieux
comprendre les mécanismes de régulation de I'expression de ce gene, nous avons
mené une étude de méthylation et de cartographie in vivo des sites d’interactions
ADN-protéines au niveau de la région promotrice du géne. Le profil de méthylation
a été investigué a l'aide des essais de méthylation par PCR et par hybridation
Southern sur de 'ADN génomique provenant de cellules normales et tumorales.
Dans les cellules normales, le profil de méthylation ne corrélait pas avec le statut
d’expression mais plutdt avec le sexe (méthylation partielle chez les filles et
absence de méthylation chez les garcons). Ces résultats suggerent que, dans les
cellules normales, la méthylation de 'ADN n’est pas nécessaire a la répression
transcriptionnelle de GPC3 et que la méthylation observée chez les filles est
probablement liée au chromosome X inactif. Des anomalies de méthylation ont été
détectées dans certains échantillons tumoraux de NB et de WT, sans toutefois
présenter de lien évident avec le statut d’expression. Afin d'identifier les facteurs
de transcription impliqués dans la régulation transcriptionnelle de GPC3, nous
avons cartographié les sites d’interactions ADN-protéines in vivo a l'aide de
I'approche « ligation-mediated polymerase chain reaction » (LMPCR) au niveau du
promoteur de GPC3 dans deux lignées cellulaires de NB dérivées de gargons, soit
SJINB-7 (exprimant GPC3) et SK-N-FI (n'exprimant pas GPC3). Plusieurs
empreintes ont été mises en évidence : certaines étaient communes aux deux
lignées cellulaires alors que d’autres étaient specifiques a SJINB-7 (GPC3+) ou a
SK-N-FI (GPC3-). Nos résultats présentent certaines évidences suggérant que les
facteurs de transcription Sp1, NF-Y et Oct-x pourraient étre impliqués dans
I'activation transcriptionnelle de GPC3 et que la région promotrice semble adopter
une conformation particuliére in vivo, qui pourrait également jouer un role dans la

" régulation de I'expression du gene.



ABSTRACT

We have previously shown that the Glypican 3 (GPC3) gene was expressed
in embryonal tumors, including neuroblastoma (NB) and Wilms' tumor (WT), but
excluding medulloblastoma. GPC3 is an X-linked gene that is almost exclusively
expressed in embryonal tissues. To understand the mechanisms regulating the
expression of this gene, we performed a DNA methylation study and an in vivo
footprinting analysis in the promoter region. Southern blot- and PCR-based
methylation assays were used to assess the methylation status of the GPC3
promoter in genomic DNA from both normal and tumor cells. In normal cells, we
found that the methylation patterns did not correlate with the expression but rather
with the gender (partial methylation in females and absence of methylation in
males). These results suggest that, in normal cells, DNA methylation of the
promoter region is not necessary for the transcriptional repression of the GPC3
gene and that the methylation observed in females is probably linked to the
inactive X chromosome. Methylation abnormalities have been found in both NB
and WT tumor samples with no obvious link with the expression status. In order to
identify transcription factors that could be involved in the transcriptional regulation
of GPC3, we performed an in vivo footprinting analysis using the ligation-mediated
polymerase chain reaction (LMPCR) in two male-derived NB cell lines, SINB-7
(expressing GPC3) and SK-N-FI (not expressing GPC3). Several footprints were
found: some were detected in both cell lines whereas others were specific to one
or the other cell line. Our results present evidence suggesting that Sp1, NF-Y and
Oct-x could be implicated in the transcriptional activation of GPC3 and that the
promoter region may adopt a particular conformation in an in vivo context that may

also play a role in the regulation of the expression of the gene.
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION

1.1 Expression du géene Glypican 3 dans les tumeurs embryonnaires

L'étude du gene Glypican 3 (GPC3), décrite dans ces pages, prend sa source
dans un projet plus global visant a caractériser genétiquement le neuroblastome
(NB). Le NB est une néoplasie solide prenant origine dans les cellules de la créte
neurale, une structure embryonnaire dont est issu le systéme nerveux
sympathique. Généralement, cette tumeur prend naissance dans la glande
surrénale (50 %), dans d'autres régions de I'abdomen (20 %) ou au niveau des
ganglions sympathiques du cou, du thorax ou du pelvis (Huddart et Mann, 1991).
Cette maladie affecte surtout les enfants de moins de cing ans. Son incidence
annuelle au Québec, qui est de 27,42 enfants/année/million chez les enfants de
moins de cing ans, en fait la néoplasie solide la plus fréquente pour ce groupe

d'age (Leclerc et Dupuis-Lalonde, 2000).

Le NB est une tumeur cliniquement hétérogéne. Son évolution se fait selon
des scénarios extrémement divers allant de la régression spontanée a la
progression agressive entrainant la mort. Plusieurs groupes de recherche ont
tenté de comprendre cette hétérogénéité. |l a été proposé que le terme diagnostic
"neuroblastome"” pourrait décrire un certain nomb}e de tumeurs reliées entre elles
d’un point de vue histologique mais qui sont distinctes génétiquement (Brodeur,
1995). Au cours des 10-15 derniéres années, diverses caractéristiques génétiques
ont été découvertes et associées a des comportements cliniques distincts (en
revue: Maris et Matthey, 1999). Ces caractéristiques sont importantes non
seulement pour mieux comprendre I'étiologie du NB, mais aussi pour guider les
cliniciens vers des traitements mieux appropriés pour les sujets atteints. De tels
« marqueurs » permettent de classer les différentes formes de NB en fonction de
leur taux de survie (tableau 1). Malgré I'utilité de ces marqueurs, nous sommes
forcés d'admettre qu'aucun ne peut a lui seul prédire de fagon absolue I'évolution

de la maladie et que, malgré toutes les données génétiques dont nous disposons



Tableau 1. Caractéristiques génétiques et cliniques du Neuroblastome en
fonction du pronostic

(Tiré de Brodeur et al., 1997)

MYCN normal normal amplifié

Ploidie hyperploide ou paradiploide ou paradiploide ou
paratriploide paratétraploide paratétraploide

1p LOH <5% 25-50 % 80-90 %

14p LOH <5% 25-50% <5%

Expression TRK-A  élevé faible faible ou absente

Expression TRK-B

faible ou tronquée

faible ou absente

élevée (pleine

longueur)
Expression TRK-C  élevée faible ou absente  faible ou absente
Age <1an >1an 1-5ans
Stade 1,2,4S 3,4 3,4
Survie 3 ans 95 % 25-50% <5%
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aujourd'hui, les cliniciens ne sont pas toujours en mesure de bien saisir la nature
des NB qu'ils ont & traiter. De ce fait, la découverte d'autres marqueurs est
grandement souhaitable, d'autant plus que chaque nouvelle caracteristique a, par

le passé, apporté son lot de compréhension sur la maladie.

C'est avec ces considérations en téte que des études d'expression dARNm
différentielle (differential display) ont été entreprises dans notre laboratoire (Saikali
et Sinnett, 2000). Ces études avaient pour but d'identifier des transcrits présents
dans certains NB et absents dans d'autres. Cet objectif s'appuyait sur la prémisse
qu'il est possible de distinguer génétiquement les différentes formes de NB.
Plusieurs transcrits ont été isolés par cette étude et I'un d’eux correspondait a
GPC3 (Saikali et Sinnett, 2000). Jugeant ce candidat intéressant, nous avons
déterminé son profil d'expression dans d'autres tumeurs embryonnaires.
L'expression transcriptionnelle de GPC3 a été évaluée dans des tumeurs primaires
de Wilms (WT) (tumeur d'origine rénale) et dans des échantillons de reins
normaux. GPC3 était exprimé seulement dans les WT alors que seulement des
traces ont été révélées par « reverse transcription — polymerase chain reaction »
(RT-PCR) dans quelques-uns des échantillons de reins normaux (Saikali et
Sinnett, 2000). Donc, comparativement au rein normal, GPC3 est
différentiellement exprimé dans la tumeur de Wilms. Son expression a aussi été
évaluée dans des cultures primaires de médulloblastome (MB) mais aucune trace

de transcrit n'a été décelée (Saikali et Sinnett, 2000).

A la lumiére de ces résultats, nous avons voulu comprendre les mécanismes
qui régulent la transcription du géne GPC3. Ce mémoire rend compte des travaux
réalisés a cette fin. Mais avant de présenter notre étude, nous passerons d’'abord
en revue les connaissances actuelles sur le géne GPC3 et sur les notions de base

reliées a la compréhension du mémoire.

1.2 Implication de GPC3 dans la régulation de la croissance cellulaire et

dans 'apoptose

Le géne GPC3 a été découvert dans le cadre d'une toute autre étude ayant
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pour but d’identifier le géne responsable du syndrome de Sympson-Golabi-Behmel
(SGBS) par clonage positionnel (Pilia et al., 1996). Ce syndrome est caractérisé
par une hyper-croissance pré- et post-natale et par des anomalies viscérales et
squelettiques. GPC3 est le gene homologue humain de OCI-5 qui a été isolé suite
a la recherche de transcrits différentiellement exprimés lors du développement de

I'intestin chez le rat (Filmus et al., 1988).

Le géne GPC3 est localisé au niveau du chromosome Xq26.1 et ses huit
exons s'étendent sur plus de 500 kb (Pilia et al., 1996) (figure 1). Ce géne code
pour un ARNm d’une longueur de 2,4 kb. Son promoteur, qui ne posséde pas de
boite TATA, présente un flot CpG qui chevauche également le premier exon
(Huber et al., 1997) (figure 1). GPC3 code pour une glypicane dont la famille
compte six membres a ce jour (GPC1 a GPC6). Les glypicanes sont des
protéoglycanes a héparan sulfate (HSPG) qui sont composées d'un corps
protéique sur lequel sont greffés de fagon covalente des groupements
glycosaminoglycanes (GAG) a heparan sulfate (Praillet ef al., 1998). Le produit du
géne GPC3 est localisé a l'extérieur de la cellule et ancré a la membrane via un

résidu glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI).

Les études concernant I'expression de GPC3, autant chez le rat que chez
I'humain, tirent toutes essentiellement les mémes conclusions: I'expression de
GPC3 débute et atteint un pic au moment du développement embryonnaire puis
diminue graduellement a I'approche de la naissance pour atteindre un niveau a
peine détectable dans la période post-natale (Filmus et al., 1988; Pilia et al., 1996;
Hsu et al., 1997 ; Pellegrini et al., 1998). L’expression embryonnaire est observée
de fagon prépondérante dans le mésoderme et les tissus qui en sont dérivés (Pilia
et al., 1996 ; Pellegrini et al., 1998). Dans les tissus adultes humains, on note une
faible expression de GPC3 dans quelques organes seulement, soit le coeur, les
poumons, les reins et les ovaires (Hsu et al, 1997). Tous les tissus adultes
étudiés présentent une expression diminuée par rapport aux tissus embryonnaires

correspondants (Hsu et al., 1997).

La fonction exacte de GPC3 demeure pour le moment inconnue. Cependant,
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plusieurs évidences suggérent que GPC3 serait impliqué dans la régulation de la
croissance cellulaire, d’ou lintérét de ce geéne dans ['étude de tumeurs
embryonnaires. Cependant, la nature exacte de son implication dans la
croissance cellulaire est toujours incertaine. Plusieurs études parues a ce jour
attribuent @ GPC3 un role d’inhibiteur de la croissance cellulaire (voir plus bas),
alors que d'autres études suggérent une fonction tout a fait opposee, soit la

stimulation de la croissance cellulaire (Hsu et al., 1997 ; Saikali et Sinnett, 2000).

L’hypothése voulant que GPC3 inhibe la croissance cellulaire prend sa
source dans son association avec le syndrome de Simpson-Golabi-Behmel
(SGBS), un syndrome d’hyper-croissance (Pilia et al., 1996). Au moment de la
découverte de GPC3, cette hypothése avait été appuyée par I'observation que
GPC3 pouvait lier IGF2, un facteur de croissance embryonnaire (Pilia et al., 1996).
Le concept voulant que GPC3 puisse étre associé a IGF2 venait de la similarite
phénotypique entre le SGBS et le syndrome de Beckwith-Wiedeman (BWS),
caractérisé aussi par une hyper-croissance (Maher et Reik, 2000). En effet, bien
que les bases moléculaires du BWS ne soit pas encore trés bien établies, il semble
que, dans la plupart des cas, le phénotype lié au BWS puisse étre causé par des
altérations génétiques du chromosome 11p15 menant a une augmentation de
I'expression d'IGF2 (Weksberg et al., 1996). Considérant que la dérégulation de
I'expression d’'/GF2 puisse étre la cause du BWS, I'idée que GPC3 soit un acteur
impliqué dans la modulation de laction d'IGF2 pouvait expliquer la grande
similarité phénotypique entre les deux syndromes. La génération de souris
« knock out » pour le géne du récepteur d'lgf2 (/gf2r), dont le produit est connu
pour antagoniser leffet d'lgf2 en le dirigeant vers la voie de dégradation
lysosomiale, permettait aussi de soupgonner un lien entre Gpc3 et I'action d’lgf2
puisque celles-ci présentaient un phénotype similaire a celui du SGBS (Wang et
al., 1994). Pour ces raisons, Pilia et al. (1996) ont émis I'nypothese que GPC3
inhiberait la croissance en séquestrant IGF2 ou en favorisant sa régulation a la
baisse et son « turnover » en augmentant I'affinité d'IGF2 pour IGF2r. Dans cette
derniére situation, GPC3 agirait en quelque sorte comme co-récepteur d’'IGF2r.
Selon cette hypothése, une mutation germinale amenant la perte de fonction de
| GPC3 entrainerait une augmentation de I'effet d'IGF2 et ainsi le SGBS (Pilia et al.,



1996 et Weksberg et al.,1996).

Il est important ici de noter que les expériences de Pilia et al. (1996)
concernant la liaison Gpc3-1gf2 n’avaient pas démontré la spécificité entre les deux
intervenants et ceci rendait d’autant plus fragile leur conclusion. Une autre étude a
démontré que la protéine liante d’IGF2 dans le liquide amniotique était une forme
soluble de GPC3 et a mis en évidence pour la premiére fois la spécificité de cette
interaction (Xu et al., 1997). Des études d’hybridation in situ effectuées chez la
souris ont aussi établi un lien entre Gpc3 et Igf2. Celles-ci ont démontre que non
seulement Gpc3 était exprimé dans les tissus qui présentent une croissance
excessive dans le SGBS mais que cette expression est en forte corrélation avec
celle d'/gf2 (Pellegrini et al., 1998). Une telle corrélation a également été observee
chez 'humain (Saikali et Sinnett, 2000). L'implicaton de GPC3 dans Ia
modulation de 'action d'IGF2 a par contre été remise en question par une étude
ayant échoué a reproduire les résultats démontrant une liaison entre GPC3 et
IGF2 (Pilia et al., 1996). Cette équipe observait plutot, chez le rat, une liaison
entre Gpc3 et Fgf2 (« fibroblast growth factor ») (Song ef al., 1997). Alors que la
liaison a Igf2 (Pilia et al., 1996) semblait dépendre du corps protéique de Gpc3,
I'interaction avec Fgf2 dépendait plutot de la présence de résidus heparans

sulfates attachés au corps protéique (Song et al., 1997).

GPC3 a aussi été associé a certains cancers. Avant méme que l'on ne
soupgonne l'implication de GPC3 dans le SGBS, on a rapporté quelques individus
atteints de ce syndrome ayant développé des tumeurs embryonnaires, soit un cas
de NB et quelques cas de WT (Hughes-Benzie et al., 1992; Neri et al., 1998).
C’est a ces publications que I'on référe lorsqu’'on mentionne dans la littérature que
les personnes atteintes du SGBS présentent un risque « élevé » de développer
une tumeur embryonnaire. Cette relation étant faible, (Hughes-Benzie et al.,
1992 - Neri et al., 1998), il faut considérer ces données avec précaution. En
d’autres mots, il n’existe pas d'étude rigoureuse établissant le risque réel qu'ont

ces individus de développer une tumeur embryonnaire.

Jusqu'a présent, la littérature rapporte deux études concernant le cancer qui
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tendent a appuyer I'hypothése que GPC3 pourrait inhiber la croissance cellulaire.
L'une d’entre elles a montré que GPC3 était réprimé dans 4 lignées cellulaires de
cancer ovarien sur 13 (31 %) et que le promoteur de GPC3 était méthylé dans les
quatre cas (Lin et al., 1999). Etant donné que GPC3 est transcrit dans 'ovaire, la
répression du géne constitue une anomalie d’expression. Une étude de perte
d’hétérozygotie (LOH) avait préalablement montré des délétions dans la région
Xq26 dans 30 % des cancers ovariens (Choi ef al, 1997). Comme les loci
présentant des LOH sont considérés comme des sites contenant potentiellement
un géne suppresseur de tumeur, Lin et al. (1999) ont suggéré que GPC3 pourrait
étre un géne suppresseur de tumeur. Cette proposition reste a étre confirmee car
il est peu probable de rencontrer un géne suppresseur de tumeur sur le
chromosome X étant donné I'état hémizygote chez les males. Murthy et al. (2000)
ont pour leur part publié récemment une étude montrant une expression diminuée
de GPC3 dans les mésothéliomes malins (MM) induits chez le rat par rapport aux
cellules de mésothélium normales. Chez I'humain, les résultats ont démontré une
diminution marquée de I'expression de GPC3 dans 89 % (16/18) des MM primaires
et 77% (17/22) des lignées cellulaires de MM testées (Murthy et al., 2000). Des
études de méthylation réalisées sur les lignées cellulaires de MM ont aussi
démontré que le promoteur de GPC3 était méthylé dans la plupart des
échantillons. De plus, les auteurs ont montré que I'expression ectopique de GPC3
dans deux lignées cellulaires de MM (HMESO et Meso-17) par transfection
diminuait de fagon marquée la capacité de ces cellules a former des colonies
(Murthy et al., 2000). Les auteurs ont donc postulé que GPC3 serait un régulateur

négatif de la croissance des cellules de MM.

D’autres études viennent toutefois compliquer la compréhension du réle de
GPC3 dans la croissance cellulaire. D’abord, il est connu depuis longtemps que
la lignée cellulaire CaCo-2, dérivée d’un carcinome du colon, exprime GPC3
(étude réalisée avec Oci-5 qui est 'homologue de GPC3 chez le rat) (Filmus et al.,
1988). Il avait été proposé a I'époque que l'expression de GPC3 pouvait étre

reliée aux caractéristiques oncofétales de CaCo-2 (Filmus et al., 1988).

Une étude menée dans le but d'identifier des transcrits exprimes
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différentiellement dans des hépatocarcinomes comparativement aux cellules de
foie normal a démontré que 'ARNm de GPC3 était présent dans 75 % (143/191)
des hépatocarcinomes étudiés (Hsu et al, 1997). D’autre part, de tous les
échantillons hépatiques non cancéreux étudiés, seulement 3,2 % (5/154) d’entre
eux exprimaient GPC3 (Hsu et al., 1997). Pour réconcilier ces résultats avec
I'hypothése de l'inhibition de croissance, on peut penser que |'expression de GPC3
pourrait étre un événement survenant apres l'initiation du processus tumoral et que
les tumeurs qui I'expriment pourraient voir leur capacité de prolifération diminuer.
Toutefois, il semble que ca ne soit pas le cas. Lorsque cette expression a été
analysee en fonction de différentes caractéristiques telles que le stade tumoral, le
caractére invasif, le sexe, etc., il s'est avéré que la surexpression de GPC3
corrélait avec le stade avancé des tumeurs (76 % vs 56 %, p = 0,05) et avec le
potentiel d’invasion tumoral (76 % vs 55%, p < 0,05). Il est intéressant également
de mentionner que la surexpression était aussi en corrélation avec le sexe (filles:
95 % vs garcon: 67 %), ce qui pourrait étre lié a la localisation de GPC3 sur le

chromosome X.

Les travaux de Lage et al. (1997) montrent également un aspect de GPC3 qui
ne cadre pas avec le modeéle d'inhibition de croissance cellulaire. Ce groupe s’est
intéressé a GPC3 suite & une étude ayant pour but d’identifier des génes qui
pourraient étre responsables de la résistance de certains carcinomes gastriques a
la mixantrone, une drogue utilisée en chimiothérapie. Les résultats de ces travaux
ont montré que GPC3 était surexprimé dans une lignée résistante a la mixantrone
par rapport a une variante de la méme lignée sensible a ce médicament (Lage et
al., 1997). Le méme groupe montrait par la suite que GPC3 était régulé a la
hausse dans les métastases hépatiques de cancers colorectaux par rapport a leur
tumeur d’origine (Lage et al., 1998). Dans cette méme publication, les auteurs ont
aussi montré que plusieurs carcinomes du systeme hépatobiliaire surexprimaient
GPC3.

En plus d'étre associé a ces tumeurs chez l'adulte, il semble que GPC3
pourrait également étre impliqué dans [létiologie de certaines tumeurs

 embryonnaires. En effet, comme nous I'avons mentionné précédemment, une
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étude réalisée dans notre laboratoire a montré que GPC3 est exprimé dans
certains NB, dans toutes les WT, mais dans aucun médulloblastome (Saikali et
Sinnett, 2000). Bien que, dans le cas de ces tumeurs embryonnaires, I'expression
de GPC3 pourrait laisser supposer que le produit du géne soit impliqué dans une
fonction qui se dissocie de celle de l'inhibition de croissance et donc possiblement
du réle potentiel de GPC3 dans le métabolisme d'IGF2, I'étude de Saikali et
Sinnett (2000) met en évidence une corrélation significative entre I'expression de
GPC3 et de IGF2.

Jusqu'a maintenant, nous avons vu que la fonction de GPC3 présente deux
facettes qui semblent contradictoires. D’'un coté, il semble que GPC3 puisse étre
impliqué dans l'inhibition de la croissance cellulaire par une intervention dans la
régulation d’'lgf2. D’autre part, le fait que GPC3 soit surexprimé dans certains
cancers et que son expression soit parfois associée a des caractéristiques liées a
l'agressivité tumorale semble indiquer que, dans certaines situations, GPC3
pourrait promouvoir la croissance cellulaire ou, a tout le moins, ne pas étre
impliqué dans linhibition de croissance. Est-il possible d’unir ces deux concepts ?

Voila une question encore sans réponse.

Il semble également que GPC3 pourrait jouer un réle dans le phénoméne de
'apoptose. Gonzalez et al. (1998) ont démontré que GPC3 pouvait induire
I'apoptose dans des lignées cellulaires dérivées d’'un mésothéliome (1114) et d'un
cancer du sein (MCF-7). Cette induction semblait toutefois lignée-cellulaire-
dépendante puisque les mémes essais de transfection effectués avec la lignée de
fibroblaste NIH 3T3 et de cancer colorectal HT-29 ont failli a induire une apoptose
(Gonzalez et al., 1998). Il semble que cette induction soit dépendante de I'ancrage
de GPC3 a la membrane puisque la transfection d’une construction codant pour
une protéine GPC3 dépourvue de la séquence consensus nécessaire a
I'attachement d'un résidu d’ancrage GPI ne pouvait plus induire I'apoptose
(Gonzalez et al., 1998). |l est également important de souligner que cet autre
aspect fonctionnel de GPC3 semble encore une fois présenter un lien avec IGF2 :
les cellules induites en apoptose par la présence de GPC3 échappent a la mort
" cellulaire lorsqu’on ajoute au milieu de culture des quantités d'lgf2 dans des
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concentrations physiologiques (Gonzalez et al., 1998). Les auteurs suggérent que
certaines malformations reliees au SGBS pourraient étre expliquées par une

déficience apoptotique au cours du développement (Gonzalez et al., 1998).

Les études de « knock out » sont souvent tres utiles pour apporter des
réponses quant aux implications fonctionnelles des produits de génes. A cet effet,
des souris « knock-out » pour le géne GPC3 ont été générées par Cano-Gauci et
al. (1999). Ces souris déficientes en Gpc3 présentaient plusieurs des
caractéristiques cliniques du SGBS. De plus, le degré d’hyper-croissance de ces
souris était comparable a celui des souris « knock-out » pour le géne /IGF2r.
Cependant, a l'opposé de ces dernieres, les souris déficientes en GPC3 ne
montraient pas de taux circulants ou locaux plus élevés en Igf2. Ceci suggere que
la voie utilisée pour linhibition de la signalisation d'lgf2 par Gpc3 pourrait étre
fondamentalement différente de celle utilisée par Igf2r (Cano-Gauci et al., 1999).
Certaines anomalies observées chez ces souris pourraient résulter d'une
déficience en apoptose. L'interprétation des résultats de cette étude n'ont
malheureusement pas pris en compte les quelques études en apparence
contradictoires avec I'hypothése de I'inhibition cellulaire. Elle n’apporte en ce sens

aucun élément pouvant clarifier cet aspect.

En résumé, de nombreuses études indiquent que GPC3 pourrait inhiber la
croissance cellulaire en agissant au niveau de la voie de signalisation d'IGF2.
GPC3 pourrait séquestrer IGF2 et 'empécher d’exercer son effet mitogénique. I
pourrait aussi agir comme co-récepteur d’'IFG2R et ainsi augmenter I'affinité d’'IGF2
pour ce dernier qui le dirigerait vers les voies de dégradation lyzosomiale. Par
contre, d’autres études montrent une surexpression de GPC3 dans des cellules
cancéreuses et donc, dans des cellules ayant acquis un avantage de croissance.
De plus, Gpc3 peut également induire I'apoptose de fagon lignée-cellulaire-

spécifique.
1.3 La transcription chez les eucaryotes par I’ARN polymérase ||

Chez les eucaryotes, 'ARN polymérase |l (pol Il) est affecté a la transcription
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des génes qui encodent les ARN messagers (ARNm) et plusieurs petits ARN
nucléaires (snRNA). La transcription nécessite d’abord que la pol Il soit recrutée
au niveau d’'un promoteur de classe I, aprés quoi elle entame la lecture de la
sequence codante du géne correspondant et génére un transcrit dARN. Par la
suite, le transcrit subit éventuellement une maturation et est traduit en une

protéine.

La transcription des génes est un processus hautement régulé. Cette
régulation prend toute son importance dans le fait que le phénotype d’une celiule
est conditionné par le profil d’expression de celle-ci. Vu sous un autre angle, on
peut dire que les cellules d'un organisme possedent toutes le méme génotype
mais que selon la fonction que chacune est « appelée » a remplir, leur génome est
geré de fagon différente. La transcription joue un réle fondamental dans cette
gestion. De fait, de tous les mécanismes impliqués dans la régulation de
I'expression d’un géne, la transcription est souvent le plus déterminant (Holstege et
Young, 1999).

1.3.1 La machinerie transcriptionnelle

La régulation de la transcription d’'un géne dépend d’éléments situés en cis et
de facteurs agissant en frans. Les séquences régulatrices en cis font partie de
régions physiques appelées promoteurs. Les promoteurs de classe |l peuvent étre
divisés en trois parties: le promoteur basal, le promoteur proximal et les
séquences régulatrices distales (« enhancers ») (Patikoglou et Burley, 1997). Les
éléments du promoteur basal les mieux caractérisés sont la boite TATA, localisée
généralement autour de la position -25 relativement au site d'initiation de la
transcription, ainsi que I'élément initiateur riche en pyrimidines (Inr), retrouvé au
niveau du site d'initiation. Un promoteur peut soit contenir ces deux éléments, un
seul d'entre eux ou aucun. Les éléments du promoteur proximal sont
généralement situés en position —50 a —200 et ceux des séquences régulatrices

distales sont situés plus loin, aussi bien en amont qu’en aval du site d’initiation.

La pol Il ne peut reconnaitre seule un promoteur et initier efficacement la
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transcription; elle doit étre accompagnée, entre autres, par les facteurs géneraux
de transcription (GTF) qui sont nécessaires a l'initiation de la transcription a partir
d’un promoteur minimal in vitro (Coulombe, 1999a). Chez les mammiféres, les
GTF sont la « TATA-box binding protein » (TBP) ainsi que les facteurs de
transcription (TF), IIB, IIE, lIF et lIH (Coulombe, 1999). Ces facteurs peuvent étre
purifiés individuellement et assemblés avec la pol Il de facon séquentielle afin de
former un complexe au niveau d'un promoteur, du moins in vitro. Récemment, des
études de pontage (« cross-linking ») aux rayons UV et de microscopie
électronique ont permis de construire un modéle décrivant I'assemblage
tridimensionnel des GTF et de la pol Il au niveau du promoteur majeur tardif de
’adénovirus 2 (Coulombe et al., 1994 Coulombe et Burton, 1999; Coulombe,
1999a; Coulombe, 1999b; Douziech et al., 1999; Forget et al., 1997; Robert et al.,
1996 et 1998). Ces études ont apporté des évidences suggérant que, lorsque le
complexe de pré-initiation est recruté au niveau du promoteur, 'ADN serait enroulé

autour de la pol Il dans le complexe (figure 2).

Les études de reconstitution in vitro d’'un complexe minimal de pré-initiation
de la transcription ont beaucoup apporté a notre compréhension de ce processus.
Cependant, méme si in vitro un complexe de pré-initiation peut étre reconstitué par
le recrutement séquentiel des GTF et de la pol Il, il est généralement admis qu'in
vivo, ceux-ci sont recrutés au promoteur sous la forme d’'un complexe multi-
protéique appelé « holoenzyme pol Il » (Greenblatt, 1997). Par contre, in vivo, des
complexes comme GTF/pol Il ou 'holoenzyme pol Il ne peuvent a eux seuls mener
a une transcription efficace; une autre classe de facteurs, les activateurs de
transcription, sont généralement nécessaires. C’est par les interactions de ces
facteurs frans, entre eux, avec des éléments cis du promoteur et avec la
machinerie générale de transcription, que la régulation fine du niveau de
transcription d’'un géne est assurée. On croit que toutes ces interactions seraient
de nature a favoriser la formation d’'un complexe de pré-initiation stable au niveau
du promoteur d'un géne cible et ainsi permettraient une initiation efficace de la
transcription (Tjian et Maniatis, 1994; Hahn, 1993; Lin et Green, 1991).

Les auteurs de la base de données TRANSFAC classent les régulateurs de
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Bottom

Figure 2: Modele tridimentionnel d’'un complexe de pré-initiation de la
transcription

Les données sous-jacentes a la construction de ce modéle suggerent que I'’ADN
serait enroulé autour de la pol Il dans le complexe de pré-initiation. B: TFIIB ;
F30 : TFIIF, sous-unité RAP30 ; F74-N : TFIIF, sous-unité RAP74 (acides aminés
1 a 205); E34: TFIIE, sous-unité 34 kDa; Pol Il : ARN polymérase Il ; HIR1:
region de dimérisation de RAP74 (acides aminés 172 a 205). (Tiré de Coulombe,
1999b).
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transcription (activateurs/répresseurs) selon cing super-classes: i) domaines
basiques, ii) domaines de liaison a 'ADN coordonnés par un atome de zinc, iii)
domaines hélice-tour-hélice, iv) « beta-scaffold factors » avec contact dans le sillon
mineur et v) les facteurs qui n'appartiennent a aucune de ces classes (Wingender
et al., 2000 : internet: http://www.cbi.pku.edu.cn/TRANSFAC/cl/cl.html). La
structure de plusieurs facteurs est disponible sur le site web de NCBI (internet :
http://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/). Ajoutons que malgré tous ces
renseignements structuraux, aucune regle générale ne semble pouvoir étre dictée
pour décrire les interactions ADN-protéines (Matthews, 1988; Patikoglou et Burley,
1997).

Nous avons décrit ici les facteurs de transcription comme étant « les »
régulateurs de la transcription des génes. Cependant, nous devons garder en téte
que ces facteurs ne sont que les régulateurs les plus directement impliqués dans
la transcription. lls sont eux-mémes assujettis a une régulation qui se fait a deux
niveaux : celui de leur concentration et celui de leur activité (en revue : Calkhoven
et Ab, 1996). Pour ajouter a la complexité, notons que ces mécanismes sont eux-
mémes déclenchés par différents stimuli, chimiques ou physiques, provenant de

'environnement de la cellule.

1.3.2 L’influence du contexte génomique dans la réponse aux facteurs de

transcription

Il est difficile de dégager les grands principes de base pour comprendre les
interactions ADN-protéines. D'ailleurs les facteurs de transcription eux méme
n’influencent pas toujours I'activité transcriptionnelle d’un géne de la méme fagon.
Ceci peut étre expliqué par le fait que les genes ont recours a un « pool » de
facteurs commun mais sont régulés dans des contextes differents. Plusieurs
exemples montrent bien linfluence du contexte dans la régulation de la

transcription. En voici quelques-uns.

YY1 est un facteur de transcription qui, selon le contexte dans lequel il agit,

~ peut réprimer, activer ou initier la transcription. En effet, il agit comme répresseur
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de la transcription au niveau des genes c-fos (Natesan et Gilman, 1993), p-caséine
(Raught et al., 1994) et a-actine du muscle squelettique (Lee ef al., 1994), comme
activateur au niveau de c-Myc (Shrivastava, 1993) et des génes des protéines
ribosomales L30 et L32 (Hariharan et al., 1991) et finalement, comme initiateur au
niveau du promoteur de p5 du virus adéno-associé (Seto et al., 1993; Usheva et
Shenk, 1994). YY1 a une capacité d’interaction énorme. |l peut avoir pour
partenaire les protéines p300, TBP, TAF55, TFIIB, Sp1, c-Myc, CBP et la pol Il (Fry
et Farnham, 1999). Cette grande capacité d’interaction explique probablement
pourquoi le contexte dans lequel YY1 agit a une si grande influence sur 'effet de

son intervention.

Un autre exemple de I'importance du contexte est présenté dans une étude
réalisée par Kim et Shapiro (1996). Ces chercheurs ont construit des promoteurs
dans lesquels trois éléments ont été placés dans des ordres différents. Apres
transfection dans des cellules COS et Hela, la capacité de ces promoteurs a
activer la transcription a été évaluée. Lorsqu’'un élément YY1 était placé entre une
boite TATA et un élément NF-1, on observait une forte activation de la transcription
alors qu'aucune transcription n’avait lieu lorsque les positions de YY1 et NF-1
étaient inversées. De plus, la transcription était également abolie lorsque
seulement 4 pb situées entre les élément YY1 et NF-1 étaient delétées. Les
auteurs croient que YY1, par la courbure qu’il induit a 'ADN, pourrait amener le
facteur NF-1 a proximité de la machinerie basale de transcription et ainsi activer la
transcription. Ceci pourrait expliquer pourquoi l'inversion des éléments ou le
changement de leur emplacement les uns par rapport aux autres ne peut

permettre la promotion de la transcription de la méme fagon.

Le facteur Sp1, dont I'élément est présent au niveau du promoteur de
plusieurs génes, peut lui aussi activer la transcription de plus d’une fagon. Dans
plusieurs génes dépourvus de boite TATA, la présence d'un élément Sp1 au
niveau du promoteur basal est souvent critique pour I'activation de la transcription
et le positionnement du site d'initiation (Fry et Farnham, 1999). Ce fait, additionne

a celui que Sp1 peut interagir avec les peptides TAF100 (Gill et al., 1994) et
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TAF130 (Saluja et al., 1998) du GTF TFIID, suggére que Sp1 pourrait remplir la
méme fonction que TBP dans ce type de promoteur (Fry et Farnham, 1999 ; Pugh
et Tjian, 1991). Dans un autre contexte, lorsque Sp1 est situé a distance du site
d’initiation, il a été démontré qu'il peut induire une boucle au niveau de 'ADN en
interagissant avec un second facteur Sp1 plus proximal (Su ef al, 1991). Cet
autre mode d’activation vient appuyer I'hypothése que Sp1 pourrait, par I'induction
d’'une telle boucle, activer la transcription en favorisant le rapprochement entre des
facteurs liés a des séquences régulatrices distales et le promoteur basal (Ptashne,
1986).

Un dernier exemple concerne le chevauchement de certains eléments parfois
observés a l'intérieur d'un méme promoteur. Par exemple, dans le promoteur du
géne de résistance multi-drogues 1, les éléments Egr1 et Sp1 se chevauchent.
Des études ont montré que la liaison de Sp1 était nécessaire a I'activation du gene
médiée par v-Raf dans des cellules NIH 3T3 (Miltenberger et al., 1995) alors que
c'est Egr1 qui doit lier le méme site pour l'activation du géne par le 12-O-
tétradécanoylphorbol-13-acétate dans les cellules K562 (McCoy et al., 1995). Cet
exemple montre bien I'impact que peut avoir I'environnement cellulaire dans la

régulation d'un gene.

1.3.3 Le contrdle de 'empaquetage de ’ADN

Pour qu'un complexe de pré-initiation soit assemblé au niveau d'un
promoteur, une condition essentielle doit étre remplie : le promoteur doit étre
accessible. Dans le noyau des cellules, en raison de contraintes d’'espace, I'ADN
doit étre empaqueté sous forme de chromatine. Cet empaquetage peut prendre
des formes différentes rendant plus ou moins accessible le promoteur des génes a
la machinerie transcriptionnelle. |l semble que ces formes pourraient avoir un

impact direct sur l'activité transcriptionnelle.

L'unité de base de la chromatine est le nucléosome. Un nucléosome est
composé d’'un octamére d’histones autour duquel environ 146 pb sont enroulées
" en 1,65 tour. Les histones entrant dans la composition d’'un octamére, nommées
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« core histones », sont arrangées en un tétramére central d’histones (H3-H4),,
avec, placé de chaque coté de celui-ci, un dimére H2A-H2B (Davie et Spencer,
1999). Du nucléosome a la formation d’'un chromosome, il y a plusieurs niveaux
d’enroulement (figure 3). De fait, les nucléosomes sont eux mémes enroulés sous
forme de sélénoides de 30 nm. On pense que les histones H1 stabiliseraient la
formation de cette structure (Griffiths et al., 1996). Les sélénoides forment a leur
tour de longues boucles attachées a une matrice. Cette matrice est constituée,
entre autres, de protéines appelées « scaffold attachment region » (SAR) ou
« matrix attachment region » (MAR) ainsi que de I'enzyme topoisomérase |l
(Griffiths et al., 1996). Dépendamment de la phase cellulaire, cette matrice est
enroulée de fagon plus ou moins condensée (figure 3). Ainsi, durant la mitose, la
chromatine est arrangée sous forme de chromosome, qui est la forme la plus
condensée, et durant l'interphase, la chromatine est sous sa forme la plus
déployée (Griffiths et al., 1996).

L’accessibilité de 'ADN a la machinerie transcriptionnelle est régulée au
niveau du nucléosome. Cette régulation serait assurée par une dynamique
d’acétylation/désacétylation de groupements lysines localisés au niveau du
domaine N-terminal des « core histones » (Davie et Spencer, 1999). Dans
certaines régions du génome, cette dynamique est trés active alors que dans
d’autres, elle est plutét « figée » dans un état faiblement ou non-aceétylé (Davie et
Chadee, 1998).

L’acétylation des histones est associée a une conformation des nucléosomes
favorisant la transcription. Bien que les mécanismes exacts liant I'acétylation a
l'activité transcriptionnelle soient encore obscurs, deux principaux modeles son
proposés. Un premier modéle postule que l'acétylation, par son effet de
neutralisation des charges positives des lysines, diminuerait I'affinité qu'ont les
histones pour 'ADN qui est chargé négativement (Berger, 1999). Cette diminution
d’affinité aurait pour conséquence de favoriser l'accés de la machinerie
transcriptionnelle au niveau du promo‘teur. Un deuxiéme modeéle stipule que
I'acétylation des lysines en N-terminal des histones serait de nature & moduler la

~ liaison de protéines régulatrices avec les histones (Berger, 1999; Davie et
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Figure 3 : Empaquetage de I'ADN sous forme de chromatine

A. Un nucléosome est composé d’'un octamére d’histones autour duquel
environ 146 pb sont enroulés en 1,65 tour. Ces nucléosomes sont eux-mémes
enroulés sous forme de sélénoide de 30 nm. B. Les sélénoides de 30 nm
forment de longues boucles qui sont fixées a une matrice (« scaffold »). Selon
la phase cellulaire, cette matrice est enroulée de facon plus ou moins
consensée. (Tiré de Griffiths et al., 1996).



20

Spencer, 1999). On sait par exemple que la liaison des protéines HMG-14 et
HMG-17 a la queue N-terminale de I'histone H3 est associée a la prise d'une
conformation active des nucléosomes et favorise la transcription (Trieschmann et
al., 1998). Quant a la densité d'acétylation requise pour la prise d'une
conformation active, on sait qu’il n'est pas nécessaire qu’elle soit compléte.
L’acétylation de seulement 46 % des sites totaux est suffisante pour induire une
conformation favorable a la transcription par 'ARN polymérase lll (Tse et al.,
1998).

L’acétylation des histones est catalysée par des enzymes appelées « histone
acétyl transférases » (HAT). La mise en évidence de coactivateurs de la
transcription capables d’activité HAT a permis d’établir la connexion entre
I'acétylation et I'activité transcriptionnelle. Des exemples de coactivateurs ayant
une activitt HAT sont présentés dans le tableau 2. La plupart font partie de
complexes multi-protéiques et montrent une certaine spécificité de substrat. Un
fait intéressant a été soulevé par la caractérisation des co-activateurs presentant
une activité HAT : certains de ceux-ci peuvent acétyler d’autres substrats que des
histones (Berger, 1999; Davie et Spencer, 1999) (tableau 2). Par exemple, en plus
de pouvoir acétyler les quatre « core histones », CBP/p300 peut aussi acétyler les
GTF TFHF, TFIE et d’autres facteurs comme p53, GATA-1 et EKLF. L’acétylation
de facteurs de transcription peut soit favoriser ou défavoriser la liaison d'un facteur
a 'ADN (Berger, 1999). Par exemple, l'acétylation de p53 par CBP/p300
augmente la capacité de liaison de p53 a I'ADN (Gu et Roeder, 1997). PCAF peut
lui aussi acétyler p53 et générer le méme effet. Les sites acétylés par ce dernier
sont toutefois distincts de ceux acétylés par CBP/p300 (Liu et al., 1999; Sakaguchi
et al., 1998). L'exemple inverse est illustré par la protéine HMG-1, une
composante de 'agrégat de facteurs de transcription, appelée « enhanceosome »,
qui s’assemble au niveau du « enhancer » de I'I/NF-g durant l'infection virale. /n
vitro, son acétylation au niveau de sites importants pour sa liaison a I'ADN

déstabilise le enhanceosome et inhibe ainsi la transcription de I'/INF-£ (Munshi et

al ,1998).
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Tableau 2. Les histones désacétylases (HAT) et leurs substrats

(Données tirées de Berger, 1999; Davie et Spencer, 1999; Davie et Chadee, 1998)

HAT (organisme)

Substrat
Histone libre ou autre
substrat

Histone a
Pintérieur de

nucléosomes

GCNS5 (levure, humain,

H3 > H4 et p53

Drosophila)
Ada (levure) - H3 et H2B
SAGA (levure) - H3 > H2B
STAGA (humain) H3 > H4 -
TFTC (mammiféres) H3 H3
PCAF (humain) H3 > H4, TFIIF et TFIIE H3
Esa1 (levure) H4 > H3 > H2A -
NuA4 (levure) - H4 et H2A
NuA3 (levure) - H3
H3, H4 > H2A, H2B, TFIIF,
H3, H4, H2A et
CBP/p300 (humain) TFIE, p53, EKLF, GATA-1 HoB
et HMG-1

TAFII1250 (humain,

H3 > H4 et TFIIE -
Drosophila, levure)
Tip60 (humain) H4 > H3 > H2A -
Elp3 (levure) H4, H3, H2A et H2B -

H3, H4, H2A et
SRC-1 (humain) H3 > H4
H2B

ACTR (humain)

H3, H4 > H2B

H3>H4
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Pour remodeler la chromatine, la cellule a également recours a des
complexes sans activité HAT mais ATP-dépendants. A ce jour, cing complexes de
cette nature ont été identifiés : SWI/SNF, NURF, RSC, CHRAC, et ACF (Workman
et Kingston, 1998). Chacun de ces complexes peut augmenter la capacité de
liaison de facteurs de transcription & 'ADN (Workman et Kingston, 1998). Ceci
suggére que ces complexes pourraient agir en déstabilisant le contact entre 'ADN
et les nucléosomes. Des études ont montré leur importance dans 'activation de la
transcription; en exemple, mentionnons les génes PHO8 et SUC2 (Gavin et
Simpson, 1997; Gregory et al., 1999; Wu et Winston, 1997). Le mécanisme
impliqué dans ce processus n'est cependant pas encore connu et pourrait différer
d’un complexe a l'autre. |l semble également que I'altération de leur fonction ait
des impacts tout aussi variables. En effet, il a ét¢é démontré que la mutation de
composantes du complexe SWI/SNF n’est pas létale alors qu’elle I'est pour celles
du complexe RSC (Laurent et al., 1992; Neigeborn et Carlson, 1984; Peterson et
Herskowitz, 1992). A I'exception du complexe SWI/SNF, on ne sait pas trés bien
comment ceux-ci sont recrutés au niveau de 'ADN. Chez la levure, il a été
démontré que le complexe SWI/SNF est associé a I'holoenzyme pol Il (Wilson et
al., 1996). Toutefois, cette association est controversée et apparait de moins en
moins probable (Peterson et Workman, 2000). |l est de plus en plus évident par
contre que SWI/SNF est recruté par une variété de facteurs de transcription. Par
exemple, des études d'immunoprécipitation ont montré que SWI/SNF co-précipite
avec le récepteur des glucocorticoides (Yoshinaga et al., 1992). Plus récemment,
on a montré que, chez la levure, SWI/SNF peut interagir avec les facteurs GCN4,
SWI5, GAL4-VP16 et GAL4-AH (Natarajan et al, 1999; Neely et al, 1999;
Yudkovky et al., 1999). De plus, ces interactions sont médiées par le domaine

activateur de ces facteurs et sont sensibles aux mutations dans ces domaines.

Il semble que les complexes de remodelage de la chromatine ATP-dépendant
et les complexes de désacétylation puissent étre reliés fonctionnellement. Il a été
proposé que le complexe d’acétylation ADA/GCNS pourrait agir de concert avec le
complexe ATP-dépendant SWI-SNF dans I'activation transcriptionnelle (Pollard et
Peterson, 1997). Cette proposition découle de travaux ayant mis en evidence que
' ADA3, ADA2 et GCN5 du complexe d’acétylation ADA/GCNS5 sont identiques a
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SWI7, SWI8 et SWI9 du complexe SWI/SNF (Barlev et al., 1995; Chiang et al.,
1996, Henriksson et al., 1997; Horiushi et al., 1995; Marcus et al., 1994, Melcher et
Johnston, 1995; Silverman et al., 1994). Entre autres évidences, ces auteurs ont
montré que les sous-unités du complexe ADA/GCNS5 sont aussi impliquées dans
I'activation de génes dont I'activité dépend du complexe SWI/SNF, soit HO, SUC2,
INO1 et 'élément Ty.

La désacétylation est assurée par des protéines ayant une activité « histone
désacétylase » (HDAC) qui ont pour cible les résidus lysines en N-terminal des
histones. Le clonage et la caractérisation du premier HDAC de mammifere,
HDAC1, a permis de relier celui-ci au facteur de transcription RPD3 de la levure et
ainsi d’établir le lien entre la désacétylation des histones et la répression
transcriptionnelle (Tauton ef al., 1996). On connait maintenant cing HDAC chez la
levure, soit HDA1, RPD3, HOS1, HOS2 et HOS3, et six HDAC chez les
mammiféres, soit HDAC1 a HDACG6 (Davie et Spencer, 1999). Plusieurs HDAC
sont associés a des complexes multi-protéiques. Par exemple, les enzymes
HDAC1 et HDAC2 sont retrouvées dans les complexes mSin3A et NuRD (Davie et
Spencer, 1999). Un nombre croissant d'évidences montre que les HDAC
participent a la répression transcriptionnelle. En voici quelques-unes. HDAC2 a
été découverte lors d’'une étude cherchant a identifier un co-répresseur pouvant
lier le facteur de transcription YY1 (Yang ef al., 1996). Lorsque HDAC1, HDAC2
ou HDACS3 est fusionnée au domaine de liaison a 'ADN de GAL4, il y a répression
de la transcription d’un rapporteur sous la dépendance de GAL4 (Kadosh et
Struhl,1997; Nagy et al.,1997; Yang et al., 1996; Yang et al., 1997, Zhang et
al.1997). Les facteurs Mad et Mxi1 semblent réprimer la transcription des génes
sous la dépendance de Myc via leur interaction avec les protéines mSin3A et
mSin3B, qui sont associées a des complexes de désacétylation (Ayer et al., 1995;
Schreiber-Agus et al., 1995). Un autre exemple illustre bien comment peut étre
régulée l'activité trancriptionnelle via la dynamique acétylation/désaceétylation. On
sait que les récepteurs nucléaires activent certains génes lorsqu’ils sont liés a une
hormone. |l a été démontré que, dans leur forme non-liée, certains récepteurs
nucléaires recrutent le complexe de désacétylation mSin3 (Alland et al,, 1997,
Heinzel et al., 1997; Nagy et al., 1997) alors que dans leur forme liée, ils recrutent
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le complexe d’acétylation CBP/p300 (Chakravarti et al., 1996; Kamei et al., 1996).
Une autre évidence montrant l'implication des HDAC dans la répression
transcriptionnelle est bien illustrée par le fait que I'utilisation d’inhibiteur d’'activité
HDAC comme le trapoxine ou la trichostatine A inhibe I'effet de répression médiée
par ceux-ci (Hassig et al.,1997; Laherty et al., 1997). Les meécanismes sous-
jacents a l'effet de la désacétylation des histones sont basés sur les mémes
hypotheses que celles de l'acétylation. On pense que la désacétylation de
groupements lysines en N-terminal des histones, qui a pour effet de leur rendre
leur charge positive, augmenterait la force d’interaction entre 'ADN et les histones,
limitant ainsi I'accessibilit¢ de 'ADN a la machinerie transcriptionnelle (Berger,
1999). |l est possible également que la désacétylation inhibe l'interaction des
histones avec certaines protéines regulatrices (Berger, 1999; Davie et Spencer,
1999).

Les exemples mentionnés ci-dessus nous montrent que les HDAC peuvent
étre recrutées au niveau de génes cibles par des facteurs de transcription. Il est
important également de mentionner que ce recrutement peut étre assuré par des
protéines capables de lier les 5-méthyicytosines. La protéine MeCP2 est un des
exemples les plus documentés de ce type de protéines. Cette derniere permet
I'établissement d'un pont entre les séquences méthylées et le complexe de
désacétylation mSin3A (Nan et al., 1998) (section 1.4.3.1). La mise en évidence
d'un tel lien entre la méthylation et les HDAC suggere fortement que ces dernieres
puissent étre les principales médiatrices de leffet de répression lié a la
méthylation. Nous discuterons de ce concept plus en détail dans la section
1.4.3.1.

1.4 La méthylation de I’ADN
1.4.1 La méthylation du génome des mammiféeres
La méthylation de 'ADN est un processus épigénétique qui consiste en la

modification d’'une base azotée par I'ajout d’'un groupement méthyl. Chez les

' mammiféres, la méthylation affecte les cytosines (C) des dinucléotides 5'-CG-3’
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(CpQG) et plus rarement, des trinucléotides 5'-CNG-3' (CpNpG) (Clark et al., 1995).
On estime qu’environ 70-80 % des CpG du génome sont méthylés (Bird, 1986).
Le dinucléotide CpG est sous-représenté par rapport au GpC dans le génome des
mammiféres. Sa fréquence globale observée n’est que de 5-10 % par rapport a
celle attendue (en revue Antequera et Bird, 1993a et 1993b : Bird, 1995). Etant
donnee que la désamination spontanée du 5-méthylcytosine en thymine (figure 4)
se fait a un taux beaucoup plus élevé que celle de la cytosine en uracil (Shen et
al.,, 1994), on pense que la méthylation pourrait avoir contribué fortement a la
diminution du nombre de dinucléotides CpG dans le génome des mammiféres au
cours de I'évolution. Cependant, la distribution des dinucléotides CpG n’est pas
uniforme dans le génome. |l existe des régions appelées «flots CpG » qui
présentent une plus grande densité de CpG. Par définition, un flot CpG est une
région s'étendant sur plus de 200 pb, caractérisée par un contenu en G+C
supérieur a 50 % et un ratio CpG/GpC d’au moins 0,6 (Gardiner-Garden et
Frommer, 1987). La plupart des ilots CpG sont associés a la région régulatrice 5’
de génes (Gardiner-Garden et Frommer, 1987; Antequera et Bird, 1993b). Chez
'humain et la souris, plus de la moitié de tous les génes ont un ilot CpG en
position 5’ (Anquetera et Bird, 1993a et 1993b). La plupart de ces génes montre
une expression constitutive (« housekeeping genes »), quoique certains sont aussi
exprimés de fagon tissu-spécifique (Larsen ef al, 1992). Dans un contexte
physiologique, les Tlots CpG ne sont généralement pas méthylés a I'exception de
ceux associés a des genes présentant une empreinte parentale (« imprinting »)
(Ferguson-Smith et al., 1993; Sasaki ef al., 1992 et Stoger et al., 1993) ou liés au
chromosome X inactif (Riggs et Pfeifer, 1992). Ceci suggere que le maintien de la
fréequence des CpG dans ces régions pourrait avoir une importance dans la
régulation de certains génes et avoir ainsi constitué un avantage sélectif au cours

de I'évolution.

La meéthylation des sites CpG est un processus enzymatique. Les enzymes
responsables de cette activité sont appelées les ADN-méthyltransférases (Dnmt).
Ces enzymes catalysent le transfert d’'un groupement méthyl d’'une molécule de S-
adénosylméthionine vers le carbone-5 du cycle de la cytosine (Gruenbaum et al.,

' 1982; Juttermann, 1994) (figure 5). On distingue deux principaux types de
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Figure 4. Désamination du 5-méthylcytosine en thymine
Le 5-méthylcytosine peut subir une désamination spontanée et ainsi étre converti
en thymine. Cette désamination spontanée serait a l'origine du faible ratio

CpG/GpC dans le génome des mammiféeres.
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Figure 5. Mécanismes proposés de la méthylation et de la déméthylation de
’ADN

La méthylation est catalysée par les enzymes Dnmt qui transférent un groupement
méthyl d’'une molécule de S-adénosylméthionine vers le carbone 5 de la cytosine
(Gruenbaum et al., 1982; Juttermann ef al., 1994). La déméthylation est catalysée
par la dMTase qui transfére le groupement méthyl d’'une 5-méthylcytosine vers une
molécule d’eau générant ainsi une molécule de méthanol (Bhattacharya et al.,
1999; Cedar et Verdine, 1999; Ramchandani et al., 1999).
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méthylation (figure 6). Un premier type est la méthylation de novo qui se
caractérise par I'ajout d’'un groupement méthyl a un site ol aucun des deux brins
ne présente de méthylation. L’autre type de méthylation est celle de « maintien »
qui survient aprés la réplication de 'ADN et qui est responsable du maintien des
profils de méthylation d’'une génération cellulaire a l'autre. Ce type de méthylation
se caractérise par I'ajout semi-conservatif d’'un groupement méthyl a un brin

nouvellement synthétisé et donc complémentaire au brin-mére déja méthylé.

Jusqu’a tout récemment, seulement une Dnmt était connue, soit la Dnmt1.
Cette enzyme semblait avoir pour substrat préférentiel les sites hémi-méthylés
(Gruenbaum et al., 1982; Bestor et Ingram, 1983). On sait aujourd’hui qu’elle n’est
pas la seule a présenter une activitt ADN-méthyltranférase dans les cellules de
mammiferes car d’autres Dnmt ont été découvertes au cours des trois derniéres
années. Une étude a montré que des cellules embryonnaires souches de souris,
chez qui les deux alléles du géne Dnmt1 étaient completement manquants, étaient
toujours capables de méthyler de novo un provirus rétroviral (Lei et al., 1996).
Derniérement, on confirmait I'existence d’autres Dnmt avec la découverte de trois
autres enzymes, soit les Dnmt2, Dnmt3a et Dnmt3b. Leur caractérisation a fait en
sorte que nous avons maintenant une vision beaucoup plus claire du role de
chacune de ces Dnmt (en revue: Bird, 1999). Le criblage des banques
d’'« expressed sequence tags » (EST) pour des séquences présentant une
homologie avec la Dnmt1 a permis de mettre a jour la séquence codante des deux
ADN-methyltransférases Dnmt3a et Dnmt3b (Okano et al., 1998a). L’approche
« knock-out » a ensuite été utilisée pour déterminer la fonction de ces enzymes
(Okano et al., 1999). Les souris présentant des mutations dans un géne ou dans
'autre avaient des anomalies developpementales qui étaient letales quelques jours
a quelgues semaines aprés la naissance. Les souris porteuses de mutations dans
les deux genes étaient beaucoup plus sévérement atteintes et n'ont pas survécu
au-dela du stade de gastrulation. Au niveau moléculaire, une variété de
séquences reépétitives étaient séverement hypo-méthylées dans les doubles-
mutants et les mutants simples présentaient une réduction partielle de méthylation
au niveau de familles de séquences particuliéres. Une analyse de méthylation

d’un provirus chez les doubles-mutants a révélé une incapacité des cellules a
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Figure 6. Méthylations de novo et de maintien

On distingue deux types de méthylation, selon le statut initial de méthylation d’un
site CpG particulier. La méthylation de novo se caractérise par l'ajout d’'un
groupement méthyl a un site ol aucun des deux brins ne présente de méthylation.
La méthylation de maintien est celle qui survient apres la réplication de 'ADN et
qui est responsable du maintien des profils de méthylation d’'une génération

cellulaire a l'autre.
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méthyler ces séquences de novo. Le fait que le géne Dnmt1 était intact dans ces
cellules venait appuyer I'hypothése indiquant que la Dnmt1 n’est pas responsable
de ce type de méthylation. Une étude indépendante, effectuée par Lyko et al.
(1999), est venue appuyer ces conclusions. Ce groupe a produit des Drosophila
melanogaster transgéniques ayant intégré les génes Dnmit3a et Dnmt1 clonés
dans des vecteurs permettant I'induction de leur expression. L’analyse de la
capacité de méthylation de ces enzymes était facilitée par le fait que la drosophile
ne présente pas de méthylation endogene. L'expression de Dnmt1 n'a permis de
détecter aucune méthylation (de novo) alors que l'induction de Dnmt3a a entrainé
une méthylation du génome de l'insecte. Lorsque coexprimées, les deux enzymes
agissaient en collaboration, permettant 'apparition de la méthylation et le maintien
de celle-ci. Ces études suggerent donc que Dnmt3a et Dnmt3b assurent la
méthylation de novo alors que la Dnmt1 se charge de la méthylation de maintien.
A l'opposé, linactivation du géne Dnmt2 dans des cellules embryonnaires de
souris n'a montré aucun effet sur la méthylation d’'un provirus endogéne ou
nouvellement intégré, ce qui a amené les auteurs a conclure que ce gene ne
semble pas essentiel pour la méthylation de novo ni pour celle de maintien (Okano
et al., 1998b).

Comme nous le verrons plus loin (section 1.4.2), le génome des cellules
embryonnaires subit une déméthylation globale avant I'implantation. La mise a
jour de ce phénomene impliquait donc I'existence d’une activité ADN-déméthylase
dans les cellules de mammiféres. Ce n’est qu’en 1999 qu’on a rapporté l'isolement
de 'ADNc de la ADN-déméthylase (dMTase) (Bhattacharya et al., 1999). Cette
enzyme catalyse le transfert du groupement méthyl lié au carbone-5 du cycle de la
5-méthylcytosine a une molécule d'eau entrainant la formation de methanol
(Bhattacharya et al.,, 1999; Cedar et Verdine, 1999; Ramchandani et al., 1999)
(figure 5). L’étape critique de la déméthylation est l'interaction de I'enzyme avec le
substrat. Une fois la déméthylation initiée, elle se poursuit @ un taux élevé et de
facon ininterrompue sur une distance d'au moins 250 pb (Cervoni et al., 1999).
Tout comme les Dnmt, la dMTase présente une spécificité pour le dinucléotide
CpG. Elle peut déméthyler un gabarit méthylé sur ses deux brins ou un gabarit
| hémi-méthylé (Ramchandani et al.,, 1999). La découverte de la dMTase a modifié
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le concept voulant qu’une fois établie, la méthylation est un processus irréversible.
Son existence souléve maintenant la possibilité d'une plasticité des profils de

méthylation d’'une cellule.

Comme nous l'avons vu précédemment, la plupart des sites CpG sont
méthylés dans le génome des mammiféres. Les CpG non-méthylés sont
genéralement regroupés en ilots. Les ilots CpG semblent étre protégés de la
methylation par des éléments Sp7 en cis, du moins dans le cas de I'llot en amont
du géne APRT (Brandeis et al, 1994; Macleod et al., 1994). Par contre, il est
difficile d’expliquer comment ces mémes ilots, associés a des génes portant une
empreinte parentale ou liés au X-inactif, sont méthylés. Nous ne sommes
également pas en mesure d'expliquer comment sont établis les profils différentiels
de méthylation comme, par exemple, ceux entre les différents tissus ou entre les
lignées somatiques et germinales. L'interaction entre des facteurs locaux, les
Dnmt et la dMTase pourraient étre a l'origine de cette spécificité. Seulement des
investigations plus poussées pourront nous permettre de répondre a toutes ces

interrogations.
1.4.2 La méthylation au cours du développement embryonnaire

La méthylation est un processus dynamique au cours de I'embryogenese
(Monk et al. 1987; Monk et al., 1990; Razin et Cedar, 1993; Razin et Shemer,
1995) (figure 7). Tout d’abord, avant la fécondation, les gameétes possédent leur
propre profil de méthylation. Le génome du spermatozoide est hyperméthylé
comparativement a celui de l'ovule (Goto et Monk, 1998) (figure 7). Aprés la
fécondation, une séquence d’événements relatifs a la méthylation survient. Dés sa
formation, le zygote présente le profil de méthylation des gameétes fusionnées. Au
cours de la segmentation, ce profil gamétique est effacé, de fagon globale, par une
vague de demeéthylation qui est complétée entre le stade de 8-cellules et de
blastocyste. Entre I'implantation et la gastrulation, une vague de méthylation de
novo vient éetablir un profil de méthylation qui sera maintenu dans les cellules
somatiques de 'organisme pendant toute sa vie. Le tissu extra-embryonnaire subit

également une méthylation de novo mais son taux de méthylation global demeure
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Figure 7. Changements du profil de méthylation au début du développement
(Adapte de Goto et Monk, 1998 et Jaenisch, 1997) (Voir texte pour détails)
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moindre que celui des cellules somatiques (Goto et Monk, 1998; Jaenisch, 1997).
Durant la méme période, contrairement aux cellules somatiques et extra-
embryonnaires, la déméthylation du génome des cellules germinales se poursuit.
On croit que cette déméthylation continue jusqu'au début de Ia gametogenese,
moment ou commence I'établissement du profil de méthylation spécifique a chacun
des gametes, incluant les différences qui persisteront sous forme d’empreintes

parentales dans la génération suivante (Monk, 1995).

1.4.3 Les réles attribués a la méthylation

L'importance de la méthylation a longtemps été controversée étant donné
que certains organismes bien étudiés comme Drosophila mélanogaster et
Caenorhabditis elegans sont dépourvus de cette modification (Urieli-Shoval et al.,
1982; Simpson et al., 1986). Depuis une quinzaine d’années cependant, plusieurs
études ont décrit la participation de la méthylation dans de nombreux processus
physiologiques chez les mammiféres comme [l'inactivation du chromosome X,
lexpression ~ mono-allélique par empreinte parentale  (« imprinting »),
I'immobilisation de transposons ainsi que la stabilit¢ du génome. La méthylation
aberrante joue aussi un réle important dans certaines maladies comme le cancer.
Certains des aspects les plus pertinents concernant le role de la méthylation sont

présentés ci-dessous.

1.4.3.1 Méthylation et transcription

i) La méthylation de la région promotrice d’'un géne inhibe la transcription. Une
abondante littérature montre qu'il y a une corrélation entre la méthylation du
promoteur d'un géne et I'inactivité transcriptionnelle de celui-ci. Deux modéles ont
eté proposés pour expliquer ce phénomeéne. Selon le premier modeéle, la
meéthylation inhiberait directement la liaison de facteurs de transcription au niveau
du promoteur d’un géne et empécherait son activation. Pour qu’une telle situation
se produise, il faut que les sites méthylés se retrouvent a l'intérieur d’'un élément
qui lie un facteur de transcription. Bien que certains éléments, comme AP-2 ou

E2F, contiennent un dinucléotide CpG, plusieurs en sont dépourvus et pour cette
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raison, ce modéle ne peut expliquer tous les cas de repression transcriptionnelle
par la methylation (Bird et Wolffe, 1999).

Le second modéle de répression implique un lien entre la méthylation et
l'organisation de la chromatine.Ce modeéle est supporté par des études montrant
que lorsqu'un gene meéthylé in vitro est micro-injecté ou transfecté dans des
cellules, ce géne est empaqueté sous forme de chromatine inactive (Keshet et al.,
1986) et que la répression n'est observée qu'aprées cet empaquetage
(Buschhausen et al, 1987). Il a également ét¢ démontré que, bien que la
répression de la transcription d'un géne par la méthylation seule puisse étre
contrecarrée par un activateur fort comme GAL4-VP16, 'empaquetage du méme
gene sous forme de chromatine inactive ne permet plus a un tel activateur
d’exercer son effet (Kass et al., 1997). Maigre cette relation entre la méthylation,
la structure inactive de la chromatine et la répression transcriptionnelle, la nature

de ce lien commence seulement a étre comprise.

Des études concernant la protéine « methyl-binding-CpG protein » (MeCP2)
ont démontré pour la premiére fois le lien direct entre la méthylation et
I'organisation de la chromatine. MeCP2 posséde un domaine de liaison a la 5-
méthyicytosine (« methyl-CpG-binding domain » (MBD)) (Nan et al., 1996) et un
domaine de répression transcriptionnelle (« transcriptional-repression domain »
(TRD)) (Nan et al., 1997). Des essais de « glutathione S-transferase (GST) pull-
down » (précipitation avec des billes de glutathione de protéines de fusion GST-
segments de MeCP2) et d’immunoprécipitation ont montré qu’une région de la
protéine chevauchant le TRD co-précipite avec un complexe de désacétylation
contenant le répresseur transcriptionnel mSin3A et les histones-désacétylases
HDAC1 et HDAC2 (Nan et al., 1998). Les complexes de désacetylation inhibent la
transcription en modifiant la structure de la chromatine en une forme inactive (voir
section1.3.3). La protéine MeCP2, capable de lier a la fois les 5-méthyicytosines
et un complexe de désacétylation, semble constituer le pont entre la méthylation et
la compaction de la chromatine en une forme inactive (Nan et al., 1998; Kass et

al., 1997).
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En plus de réprimer la transcription via un mécanisme de compaction de la
chromatine, il semble que la méthylation contribuerait a I'établissement du profil
d’acétylation des histones, spécifique a chaque cellule (Eden et al., 1998).

En résumé, il semble que le principal mécanisme par lequel la méthylation
réprime la transcription des génes comporte des étapes menant a I'empaquetage
de I'ADN sous forme de chromatine inactive (en revue : Razin, 1998) (figure 8).

La protéine MeCP2 ne semble pas étre la seule de sa catégorie, comme le
suggere une étude montrant que des cellules Hela dépourvues de MeCP2
continuent de réprimer des constructions méthylées (Ng et al,, 1999). MeCP1, un
autre membre de la famille, peut lier 15 CpG méthylés symétriquement ou plus
(Meehan et al, 1989). Le criblage de bases de données recherchant des
séquences en acides aminés homologues au MBD de MeCP2 a permis d’identifier
quatre autres protéines liant les 5-méthylcytosines, soit les MBD1-4 (Cross et al.,
1997; Hendrich et Bird, 1998). De ces quatre protéines, MDB2 et MDB3 sont
celles qui présentent le plus d’homologie avec 71,1 % (Hendrich et Bird, 1998).
MDB1 peut réprimer la transcription et son mécanisme de répression serait relié a
la désacétylation des histones (Cross et al., 1997: Fujita et al., 2000). MBD2, qui
correspond a la déméthylase dMTase identifiée par Bhattacharya et al. (1999)
serait également capable de réprimer la transcription (Ng et al., 1999). MBD3 lie
preférentiellement ADN méthylé et pourrait, tout comme MeCP2, constituer un
pont entre les groupements méthyls et les complexes de désacétylation (Wade et
al., 1999). MBD4 serait une glycosylase capable d’enlever une thymine ou une

uracile opposant un méthyl-CpG (Hendrich et al., 1999).

ii) La méthylation dans la séquence transcrite d’'un gene n’inhibe pas la
transcription. Les flots CpG sont la plupart du temps associés au promoteur de
genes (Gardiner-Garden et Frommer, 1987; Antequera et Bird, 1993b). Comme
nous l'avons vu dans la section précédente, la méthylation de ces ilots a pour effet
d’'inhiber la transcription des génes qui y sont associés. Cependant, il existe
plusieurs génes présentant un flot CpG situé en aval de leur site d'initiation de la
transcription. Mentionnons par exemple les génes APOE, IGF2r, p16 et PAX6
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Figure 8. Modéle de la répression transcriptionnelle par la méthylation

La répression transcriptionnelle dépendante de la méthylation se ferait
principalement via un mécanisme aboutissant a un empaquetage compact de
'’ADN sous forme de chromatine inactive. Ce mécanisme peut étre décrit comme
suit: i) des protéines capables de lier les groupements méthyls, comme par
exemple MeCP2, sont recrutées au niveau du promoteur d’'un géne; ii) ces
protéines recrutent a leur tour un complexe de désacétylation; iii) les complexes de
désacétylation désacétylent des lysines spécifiques au niveau des « core
histones », ce qui a pour effet d’augmenter I'affinité des histones pour 'ADN et de
limiter 'accés de la machinerie transcriptionnelle a I'ADN. Points noirs :

groupements méthyls; rectangles verts : groupements acétyls.
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(Jones et al., 1999). Ces ilots sont frequemment méthylés mais ne semblent pas
bloquer la transcription chez les mammiferes (Jones, 1999). C’est donc dire que la
meéthylation affecte différentiellement I'activité transcriptionnelle des génes, selon
sa localisation par rapport au site d’initiation de la transcription. Ce « paradoxe de
la méthylation de I'ADN », propose par Jones (1999), pourrait étre résolu si I'on
postule que le mouvement du complexe transcriptionnel a travers un flot CpG peut
cibler ce dernier pour la methylation de novo. Un bon exemple de cette proposition
est illustré par le géne /IGF2r. Ce gene possede un ilot CpG dans son deuxiéme
intron et cet flot renferme un géne nommé AS-RNA, qui code pour un ARN non-
traduit. Sur le chromosome maternel, /GF2r est transcrit et I'llot interne est
meéthylé alors que sur le chromosome paternel, c'est le géne AS-RNA qui est
transcrit, en sens opposé, et le promoteur d'/GF2r qui est méthylé (Wutz et al.,
1997). Selon la proposition de Jones, la transcription d'/GF2r sur I'aliéle maternel
pourrait cibler I'lot interne pour la méthylation de novo. Sur le chromosome
paternel, la situation serait inversée et la transcription du géne AS-RNA ciblerait le
promoteur d'/GF2r pour la méthylation de novo (Jones, 1999). Si cette proposition
s'avérait exacte, il faudrait reconsidérer le modele d’expression-compétition
proposé pour expliquer la régulation de ce gene qui présente une empreinte
parentale (Barlow, 1997). |l existe egalement des situations ou le degré de
méthylation d’un flot interne corréle avec I'activité transcriptionnelle du géne. Par
exemple, dans la leucémie myéloide chronique, la translocation BCR/ABL
positionne le promoteur du géne ABL en aval du site d'initiation du géne BCR et le
degre de méthylation de ce promoteur augmente avec le taux d’expression (Zion et
al, 1994). Les génes p16 et PAXES, qui présentent également un ilot CpG méthylé
en aval de leur site d'initiation, dans les exons 2 et 6 respectivement, sont d’autres
exemples de génes pour lesquels le degre de méthylation est corrélé avec le taux
d’'expression (Gonzalez-Zulueta et al., 1995 Liang ef al., 1998). Cette hypothese,
qui établit une association entre la methylation et la transcription, bien qu’encore
non prouvee pour le moment, s'avére fort intéressante, et ce d’autant plus qu'elle

constitue un vision plutét inhabituelle de la méthylation.

1.4.3.2 L’expression mono-allélique par empreinte parentale (« imprinting »)
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L'empreinte parentale définit un phénomeéne par lequel I'expression de I'alléle
d'un gene est déterminée par son origine parentale. L'expression des geénes
portant une telle empreinte est mono-allélique et les alléles, transcrits et réprimés,
proviennent toujours de la méme origine parentale. Ce phénoméne pourrait
expliquer pourquoi le développement normal requiert une copie maternelle et une
copie paternelle de I'ensemble des chromosomes. En effet, des études de
transplantation pronucléaire montrent que les embryons androgéniques (ne
possédant que des chromosomes paternels) et gynogéniques (ne possédant que
des chromosomes maternels) ne parviennent pas a un développement a terme.
Les embryons androgéniques présentent une forte prolifération de leurs tissus
extra-embryonnaires et une faible croissance de I'embryon proprement-dit alors
que I'oppose est observé pour les embryons gynogéniques (Mann et al., 1984:
McGrath et Solter, 1984; Surani et al., 1984). Le fait que l'alléle exprimé ou
réprimeé d'un géne portant une empreinte provienne toujours de la méme origine
parentale implique que la cellule a recours a un marqueur quelconque lui
permettant de discriminer les deux alleles. La méthylation semble étre un bon
candidat pour remplir cette fonction. Des profils différentiels de méthylation ont été
observes entre I'allele maternel et paternel des genes H19, IGF2 et IGF2r (Feil et
al., 1994, Stoger et al., 1993; Tremblay et al., 1995). De plus, des études avec des
cellules embryonnaires souches dépourvues du géne Dnmt1, et donc
hypomethylees, suggérent que I'expression mono-allélique des génes H19, IGF2
et IGF2r dépend de la méthylation (Li et al., 1993; Beard et al., 1995; Jaenisch,
1995).

La methylation specifique des alléles qui conditionne I'expression mono-
allélique de ce type de genes est vraisemblablement acquise durant la
gamétogenése (figure 7). Cette méthylation différentielle de l'ovule et du
spermatozoide, permettrait ainsi la distinction entre les alleles maternel et paternel
lors du développement (Stoger ef al., 1993; Tremblay et al., 1995). Mais comment
les cellules peuvent-elles reconnaitre l'origine des alléles aprés la vague de
déméthylation survenant au cours du développement, au moment de la
segmentation (figure 7)? Il semble que cette vague de démeéthylation épargnerait
| certains sites CpG particuliers associés aux génes IGF2, IGF2ret H19 (Brandeis et
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al., 1993; Kafri et al., 1993).
1.4.3.3 La méthylation et I'inactivation du chromosome X

Chez les mammifeéres, les femelles ont deux chromosomes X et I'un d’eux est
inactivé t6t durant le développement embryonnaire. Ce processus a pour effet
d’équilibrer le dosage des génes liés au X entre les femelles et les méles, ces
derniers n’ayant qu’un seul chromosome X. L’inactivation du X survient
tardivement dans le stade de blastocyste dans le trophoectoderme (Takagi, 1974;
Monk et Kathuria, 1977) et 'endoderme primitif (Monk et Harper, 1979), structures
dont sont issus le placenta et les membranes extra-embryonnaires, exclusivement.
Dans I'embryon proprement-dit, I'inactivation est initiée t6t aprés I'implantation,
autour du stade de gastrulation (Monk et Harper, 1979; Rastan, 1982; Takagi et
al., 1982). Un modeéle in vitro du processus d'inactivation est représenté par les
cellules embryonnaire souches femelles qui possédent deux chromosomes X actifs
lorsque non-différenciées et qui subissent I'inactivation d’'un X au hasard quand
elle sont induites pour la différenciation (Rastan et Robertson, 1985). Des études
utilisant des cellules présentant des translocations ou des délétions d'un
chromosome X ont démontré qu'un seul locus, le centre d’inactivation du
chromosome X (Xic), controle I'inactivation du X (Russell, 1963; Therman et al.,
1974, Mattei et al., 1981; Rastan et Robertson, 1985).

Le géne « X inactive specific transcript » (X/ST) est situé a l'intérieur du Xic
(Brown et al., 1991; Borsani et al., 1991; Brockdorff et al., 1991) et est responsable
de l'initiation de l'inactivation du X (Penny et al., 1996). Des deux alléles X/ST,
celui lié au X inactif est le seul a étre exprimé dans les cellules somatiques, et son
transcrit agit en cis (Borsani et al., 1991; Brockdorff et al., 1991; Brown et al.,
1991). XIST ne code pas pour une protéine mais pour un ARN qui, lorsque
mature, est localisé a l'intérieur du noyau, en association étroite avec le X inactif
(Brockdorff et al., 1992; Brown et al.,, 1992). Dans les cellules non-différenciées,
XIST est exprimé par les deux alleles et son produit peut étre detecté par la
technique FISH qui révele un signal discret au niveau du Xic. Au moment de la

difféerenciation, ce signal disparait sur le X du male. Chez la femelle, le signal sur



40

le X actif disparait également alors que celui li¢ au X inactif est remplacé par un
fort signal qui co-localise avec le chromosome (Lee et Jaenisch, 1997). Cette
augmentation d'expression de XI/ST serait régulée par un mécanisme qui
stabiliserait le transcrit plutét que par un qui augmenterait le taux de transcription
(Panning et al.,, 1997). Au méme moment, l'alléle X/ST lié au X actif est inactivé
par hyperméthylation (Hendrich et al., 1993; Lee et Jaenisch, 1997; Norris ef al.,
1994).

XIST est un géne portant une empreinte parentale. Durant la gamétogenése,
le géne chez la femelle est méthylé alors qu’il ne I'est pas chez le male. Dans les
cellules somatiques, contrairement a ce qui se produit dans d’autres génes portant
une empreinte parentale, le signal de méthylation du géne X/ST maternel ne
résiste pas a la vague de déméthylation au moment de la segmentation.
L'empreinte est donc perdue a ce stade et la méthylation de novo subséquente est
aléatoire, touchant I'un ou I'autre alléle parental et conditionnant ainsi I'inactivation
du X lié au géne exprimé. Dans les cellules extra-embryonnaires, la situation est
différente : 'empreinte parentale est préservée de sorte que seul I'alléle paternel
est exprimé (Jaenisch, 1997). De ce fait, l'inactivation du chromosome X ne se fait
pas aléatoirement et ne concerne que le X paternel (Kay ef al., 1993; Norris et al,
1994).

Bien que le géne X/ST soit nécessaire pour initier I'inactivation du X (Penny
et al, 1996), un autre mécanisme semble étre responsable du maintien de
l'inactivation. C'est a ce niveau que la méthylation jouerait un réle. Il est bien
connu que les Tlots CpG liés au chromosome X inactif sont généralement méthylés
(Monk, 1986). L'implication de la méthylation dans le maintien de I'inactivation a
été suggéré suite a des études démontrant que des génes sur le chromosome X
peuvaient étre reactivés in vifro par un traitement avec I'agent déméthylant 5-
azacytidine (Gartler et Goldman, 1994; Monk, 1986). La méthylation semble se
propager sur tout le chromosome de fagon linéaire a partir du Xic (Grant et al.,
1992). Son réle causal dans l'initiation et la propagation de I'inactivation tout le

long du chromosome est pour sa part plutét controversé. Par exemple, il a été

démontré que le gene HPRT n’est méthylé que plusieurs jours aprés l'inactivation,
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ce qui suggére que la méthylation serait plutét une conséquence de I'inactivation
(Lock et al., 1987). Un autre facteur qui pourrait également favoriser le maintien
de linactivation est I'état d’hypoacétylation des histones H4, connu pour limiter la
mobilite des nucléosomes et l'accés de la machinerie trancriptionnelle aux
séquences régulatrices de 'ADN (Jeppesen et Turner, 1993). Comme nous
I'avons vu dans la section 1.4.3.1, cet état pourrait étre, en partie, secondaire au
profil de méthylation puisque des études montrent que le profil de méthylation

semble influencer le profil d’acétylation (Eden et al., 1998).
1.4.3.4 La méthylation et le cancer

Deux types d'altérations de la méthylation sont souvent observés dans les
cellules cancéreuses : i) un état d’hypométhylation global du génome (Gama-Sosa
et al., 1983; Feinberg ef al., 1998) et ii) une hyperméthylation régionale (en revue :
Baylin et Herman, 2000; Momparler et Bovenzi, 2000).

L’hypométhylation globale d’'une cellule pourrait provoquer [l'activation
d'oncogénes et éventuellement mener au développement du cancer. L'existence
de ce processus a été démontré par I'étude du géne K-ras qui est déméthylé dans
des carcinomes du colon et du poumon (Feinberg et Vogelstein, 1983a et 1983b).
Abondant dans le méme sens, une diéte déficiente en S-adénosyl-méthionine
imposée a des rongeurs mene a I'hypométhylation d’oncogenes et a I'apparition de
cancers du foie (Christman et al., 1993; Pogribny et al., 1995; Wainfan et Poirier,
1992). Cependant, ces analyses ont révélé que I'hypométhylation générale et
celle des oncogénes apparait parfois bien avant méme qu’un phénotype tumoral
ne soit observé (Christman et al., 1993; Pogribny et al., 1995; Wainfan et Poirier,
1992). 1l n'est donc pas clair si I'état d’hypométhylation est responsable de la
formation de ces tumeurs. L’hypométhylation globale du génome pourrait bien
cependant étre a l'origine de I'instabilité génomique qui est caractéristique a une
grande majorité de tumeurs (Lengauer et al., 1998). En effet, il est suggéré que la
méthylation stabiliserait le génome en inhibant la recombinaison mitotique.

Conséquemment, sa diminution globale pourrait, du moins en partie, étre

responsable de l'instabilité génomique tumorale (Rizwana et al., 1999; Vilain et al.,
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1999; Lengauer ef al., 1997; Lengauer et al., 1998).

Paradoxalement, il est bien connu que les cellules cancéreuses présentent
une hypermeéthylation régionale, affectant souvent les flots CpG associés au
promoteur de génes, incluant des suppresseurs de tumeurs (en revue : Baylin et
Herman, 2000; Momparler et Bovenzi, 2000). Une telle méthylation aberrante
serait a I'origine de I'inactivation de ces génes (tableau 3). Cette méthylation serait
donc associée a une perte de fonction du géne et constitue a ce titre I'un des deux
événements du processus d'inactivation en deux stades des génes suppresseurs
de tumeurs proposé par Knudsen (1971). Il semble que presque la moitié des
genes suppresseurs de tumeurs causant des cancers familiaux par une mutation
dans les cellules germinales seraient inactivés par la méthylation de leur
promoteur dans les cancers sporadiques (Baylin et Herman, 2000). Plusieurs
exemples de génes suppresseurs de tumeurs inactivés par hyperméthylation ont

6™ qui est 'un des

eté décrits (tableau 3). Mentionnons par exemple le géne p1
genes les plus souvent inactivés dans le cancer (Baylin et Herman, 2000). Il est
intéressant de noter que, dans certains cancers, par exemple le cancer du colon,
l'inactivation de ce géne n’est observée que par hyperméthylation (Herman et al.,
1995). Un autre exemple est celui du géne hMLH1. L’inactivation de ce géne par
méthylation est rencontrée dans 70 % a 80 % des cas de cancers sporadiques du
colon, de 'endometre et de I'estomac présentant une instabilité des microsatellites

(Herman et al., 1998).

La méthylation peut aussi jouer un réle dans le cancer par son impact dans la
mutagenése. Nous |'avons mentionné plus tét, les 5-méthylcytosines peuvent
subir une désamination spontanée et étre ainsi converties en thymine (Shen, et al.,
1994) (figure 4). Cette désamination expliquerait le haut taux de conversion CpG -
> TpG retrouvé dans une région freqquemment mutée de la séquence codante du
géne p53 (Rideout ef al.,1990). Alternativement, cette conversion pourrait étre
secondaire a l'effet de cancérigénes comme le benzopyrene qui peut former des
adduits préférentiellement avec ces mémes 5-méthylcytosines (Denissenko et al.,

1997).
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Tableau 3. Génes suppresseurs de tumeurs réprimés par méthylation dans

les cancers sporadiques
(Adapté de Baylin et Herman, 2000)

Fonction Types de tumeur
Promouvoir . i
VHL . . Cellules rénales claires
I'angiogenése
La plupart des tumeurs solides,
p16™ Inhibiteur de CDKs PP
lymphomes
. Adhésion entre )
E-cadherin . Sein, thyroide, estomac, autres
cellules épithéliales
hMLH1 Systéme MMR Colon, estomac, endométre
BRCA1 Réparation de ’ADN  Sein, ovaire
Sérine et thréonine .
LKB1 . Colon, sein
kinase
Leucémies myéloide et lymphoide
p15M“A Inhibiteur de CDKs o y yme
aigués
Récepteur nucléaire . o
ER . Sein, colon, leucémies, autres
de l'oestrogéne
6 Reéparation d'adduits ~ Cerveau, colon, poumon,
O°-MGMT ) ]
de méthyl-guanosine  lymphomes
Prévention des ) )
GSTP1 ) Sein, prostate, rein
dommages oxydatifs
Inhibiteur de métallo- i
TIMP3 i Colon, rein, cerveau
protéases
Kinase qui médie
DAPK1 Papoptose induite par Lymphomes a cellules B, poumon
I'interféron
Inhibe la croissance
p73 cellulaire et induit Lymphomes

I'apoptose
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Quelle est la cause de la méthylation aberrante observée dans les cellules
cancéreuses? La réponse n'est pas encore connue. On sait que les génes
Dnmt1, Dnmt2 et Dnmt3 sont tous trois sur-exprimés (Robertson et al., 1999). La
sur-expression de Dnmt1 entraine la transformation de la lignée cellulaire NIH3T3
(Wu et al., 1993) alors que la réduction de son expression par I'utilisation d’ARN
antisens inhibe la tumorigenése (MaclLeod et Szyf, 1995). En contrepartie, des
cellules de cancer du colon en culture, mutantes homozygotes pour le géne
Dnmt1, maintiennent I'état de méthylation de la plupart des sites normalement

6™ et d’autres genes qui sont

methylés investigués du promoteur du géne p1
hypermethylés dans cette lignée (Rhee et ai., 2000). Ces résultats discordants

temoignent de la complexité du probléeme.

1.5 Ce que nous savons a propos de la régulation transcriptionnelle de
GPC3

Depuis la découverte du géne GPC3, quelques études ont apporté un certain
nombre de notions importantes concernant la régulation transcriptionnelle de ce
gene. Il semble que la transcription de GPC3 soit régulée a la hausse dans des
conditions qui ont pour effet d'arrondir la forme des cellules (Li et al., 1997). Les
évidences supportant cette notion sont liées au fait qu'une augmentation de
transcrits dans la lignée cellulaire intestinale IEC-18 est observée : i) lorsque les
cellules sont confluentes; ii) lorsqu’elles sont cultivées dans un milieu faible en
calcium et iii) lors d’'une culture en agrégats. A linverse, une diminution de la
production de transcrits de GPC3 est observée lorsque cette méme lignée est
cultivée dans des conditions ayant pour effet de donner aux cellules une forme
plus allongée ou plus étendue telles que: i) la sous-confluence; ii) la
transformation avec ras; iii) la perte de structuration‘ du cytosquelette par la
colchicine et iv) le traitement avec de la vandate, un inhibiteur de tyrosine
phosphatase qui favorise la perte d'inhibition de croissance et la croissance
ancrage-indépendante. Cette notion souléve la possibilité que la transcription de
GPC3 puisse étre influencée par un mécanisme appelé « mécanotransduction »
qui consiste en une transduction déclenchée par des stress mécaniques conférés

"~ au cytosquelette d'une cellule et qui entrainerait des changements d’expression
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génique et de comportements (Li et al., 1997).

La publication de Huber et al. (1998) a été particulierement informative quant
a la régulation de la transcription de GPC3. Celle-ci rapporte, entre autres, une
etude de cartographie par délétion effectuée dans le but de déterminer le potentiel
promoteur des séquences en cis de la région en 5’ de GPC3. |l s'est avéré qu'un
fragment de 3279 pb de séquence promotrice ne semble pas contenir d’élément
responsable de la régulation tissu-spécifique du géne puisque, lorsque transfecté
dans des cellules HeLa (GPC3-), le fragment a été en mesure de stimuler la
transcription du rapporteur. Ces études de délétion ont également montré que les
218 pb en amont du site d’initiation de la transcription suffisent a transcrire le
rapporteur dans une proportion de 80 % par rapport au fragment contenant les
3279 pb de promoteur. Des études de protection a la DNase | in vitro, réalisées
sur des fragments couvrant le promoteur de —-218 a +112, ont ensuite permis
d’identifier des régions protégées allant de -7 a —43 et de —86 a —103 (figure 9).
Trois sites putatifs Sp7 couvrent ces empreintes. La capacité de liaison de ce type
de facteurs a ces empreintes a été démontrée par des essais de retardement sur
gel (« band shift »). L'utilisation d'un anticorps anti-Sp1 a pu confirmer la liaison de
ce facteur a la sonde. Cette étude a été complétée en testant la fonctionnalité du
facteur Sp1 comme activateur de la transcription de GPC3. A cet effet, la lignée
cellulaire de Drosophila SL2, une lignée déficiente en Sp1, a été utilisée. Des co-
transfections dans ces cellules d’'un vecteur d’expression constitutive contenant
'ADNc de Sp1, et d'une construction contenant 82 pb ou 218 pb de la portion
proximale du promoteur placée devant un rapporteur /uciférase, ont démontré la

capacité du facteur Sp1 a stimuler I'activité promotrice.

La méthylation du promoteur de GPC3 a également été investiguée. Selon
les résultats obtenus a partir de quelques échantillons, il semble que la méthylation
ne soit pas nécessaire a la répression de GPC3 etant donné que, dans des
échantillons de lymphocytes de garcon, il n'y a pas de méthylation (Huber et al.,
1999). Il est toutefois a noter que les échantillons de lymphocytes de fille sont
partiellement meéthylés, ce qui suggere qu'un seul des deux alléles est méthylé,
' probablement celui lié au chromosome X-inactif. Bien que la méthylation ne
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-250 GCGCCCTGTGTAGAGCGGCTGCGAGCGGGCAGCTGGGCTCGGCTGCCGGG -201
-200 AGCCACCGCGCGGGCTCCGCACCCTCCTCTCGCACTGCCTTCGCCCGGTC -151

-150 CCCGCGCCGCGGTGCCCCAGTGGCCCCCGCCGCGCTCCACGCCGCGCCCC -101

=100 CGCACCCCGCCGGCTACCGGCCGCACAACCGCCACCGCCCCCTGGCCGCG -51
-50 CGGCTCGCCTCGCCCCGCCCCGTCCCTCCTCGCCCCGCCCCACCCCAGTC -1
+1 AGCCCCGCCCTGCCCCGCGCCGCCAAGCGGTTCCCGCCCTCGCCCAGCGC +50

+51 CCAGGTAGCTGCGAGGAAACTTTTGCAGCGGCTGGGTAGCAGCACGTCTC +100

+101 TTGCTCCTCAGGGCCACTGCCAGGCTTGCCGAGTCCTGGGACTGCTCTCG +150

Figure 9. Empreintes a la DNase | obtenues par I’approche in vitro au niveau
du promoteur de GPC3

Les lignes bleues représentent les régions protégées et les séquences en rose

sont des éléments Sp1 putatifs. (Huber et al., 1998)
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semble pas nécessaire a la répression de GPC3, elle semble pouvoir abolir
I'activité promotrice. En effet, lorsque le promoteur de GPC3 placé devant un
rapporteur est methylé in vitro puis transfecté dans des cellules Hel a, la promotion
de la transcription diminue de fagon proportionnelle a la quantité de groupements

méthyls ajoutés (Huber et al., 1999).

1.6 Objectifs

Ayant détecté 'ARNm du géne GPC3 dans certains NB et dans toutes les WT
(Saikali et Sinnett, 2000), nous avons voulu comprendre les mécanismes impliqués
dans la régulation transcriptionnelle de ce géne. Pour ce faire, deux principaux
objectifs ont été poursuivis : i) établir le profil de méthylation de la région
promotrice du géne et ii) cartographier les sites in vivo d'interaction ADN-protéines

sur 1 kb de promoteur.
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES

2.1 Echantillons d'ADN et lignées cellulaires

Le statut de méthylation du promoteur de GPC3 a été analysé sur des
echantillons d'ADN génomique provenant des échantillons de sang périphérique
GE, CA, UL, GI, AL, HU, CP41, CP42, CP43, CP111, CP112, CP113, CP114 et
PEDS93 (obtenus de donneurs volontaires a I'Hopital Sainte-Justine, Montréal,
Canada), des echantillons de placentas #11, #20, #23, #24, #25, #26, #27, #28,
#29, #32 et #48 (ADN obtenus de C. Deal), des lignées cellulaires de NB SK-N-
AS, SK-N-DZ, SK-N-FI, IMR-32, SK-N-SH (obtenues de ATCC, Rockville, MD, E -
U.), NBL-S (obtenue de G.M. Brodeur), SINB-1, SINB-7 et SUNB-10 (obtenues de
T. Look), des spécimens de NB primaires NB4, NB5, NB8, NB11, NB13 et NB193,
des spécimens de WT primaires WT40, WT42, WT51, WT106, WT116, WT130,
WT158 et WT177 (obtenus de patients traités a I'Hopital Sainte-Justine, Montréal,
Canada), des échantillons de reins normaux RN40, RN130 et RN177 prélevés au
niveau de la partie saine adjacente aux WT WT40, WT130 et WT177
respectivement, puis des échantillons de sang périphérique de patients atteints du
syndréme de Turner AC-1 et DC (ADN obtenu de C. Deal).

Les interactions ADN-protéines au niveau du promoteur de GPC3 ont été
analysées dans les lignées cellulaires de NB SINB-7, qui exprime GPC3 et SK-N-
Fl, qui n'exprime pas GPC3.

2.2 Essai de méthylation par PCR

Principe. Le principe de l'essai de méthylation par PCR repose sur
l'incapacité de certaines endonucléases a cliver un fragment d'ADN lorsque leur
site de reconnaissance inclut une 5-méthylcytosine. L'essai consiste a digérer de
I'ADN avec une telle enzyme, dite « sensible a la méthylation », préalablement a
I'amplification par PCR d’'un fragment comprenant le site d’intérét. La capacité

“d’amplification de ce fragment nous renseigne sur le statut de méthylation du site
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etant donné qu’une amplification exponentielle n'est possible que sur un gabarit
d’ADN non digéré (figure 10). Cet essai étant d’'une grande sensibilité, il faut
garder en téte que l'obtention d'un signal de méthylation ne signifie pas
nécessairement que I'ensemble des molécules d'un échantillon est méthylé. Une
digestion partielle de I'échantillon devient alors un danger car elle peut générer un
reésultat faux positif. C’est pour cette raison que nous avons utilisé un contréle de

digestion interne (voir méthodologie).

Méthodologie. Dans le cadre de notre étude, de I'ADN génomique a été
digeré avec l'endonucléase HpaH, sensible a la méthylation. Comme contréle de
digestion, nous avons utilisé son isoschizomére Mspl, qui est insensible a la
methylation. Les digestions enzymatiques se sont déroulées pendant plus de 16 h
a 37° C dans un volume total de 20 pl contenant 200 ng d'ADN génomique, 1 X du
tampon reactionnel recommandé par le fabriquant pour les enzymes utilisées
(NEBuffer 1 : bis Tris propane-HCI pH 7,0 10 mM, MgCl, 10 mM et DTT 1 mM, ou
NEBuffer 2 : Tris-HCI pH 7,9 10 mM, MgCl; 10 mM, NaCl 50 mM et DTT 1 mM;
New England Biolabs), 1 mM de spermidine, plus de 100 U d'enzyme (Hpall ou
Mspl; New England Biolabs), et 200 fg d'ADN plasmidique pBSKS+3H (figure 11).
Ce plasmide est un vecteur pBlueScript KS+ avec en son insert un ilot CpG
contenant trois sites Hpall/Mspl. L’ADN plasmidique pBSKS+3H a été ajouté a la
solution de digestion en quantité équimolaire par rapport a 'ADN génomique afin
d'agir comme contréle interne de digestion. Aprés la digestion, un PCR ciblant
linsertion du plasmide a été fait systématiquement. L'ADN plasmidique n'étant pas
methylé, I'obtention d'un produit d'amplification indiquerait que la digestion a été

incompléte.

La région du promoteur de GPC3 située entre —702 et +97 comprend 6
dinucleotides CpG associés chacun a un site Hpall/Mspl (figure 12 : sites en bleu).
Le statut de méthylation de ces sites a été analysé a l'aide de deux PCR : un
premier amplifiant un fragment allant de -343 a +97 avec les amorces B2 et L2
(tableau 4, figure 13) et un second allant de —366 a -702 avec les amorces E2 et

J2 (tableau 4; figure 13). Ces deux fragments ont été amplifiés dans un volume
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? ADN génomique

Digestion avec enzyme
sensible a méthylation

H
I S ¢ I S .
44— | Sonde ___— 4 [ Sonde |
Amorces Amorces

Amplification PCR — Fractionnement
Fractionnement sur gel agarose —
sur gel agarose Southern blot

non-meéthylé Méthylé Méthylé non-méthylé

A
L]
L]
Essai PCR Essai Southern blot

Figure 10. Essais de méthylation par PCR et par hybridation Southern

De '’ADN génomique est digéré avec une enzyme sensible a la méthylation et la
capacité de clivage (statut de méthylation) est révélée par 'amplification PCR d’un
fragment comprenant le site de digestion avec des amorces flanquant ce dernier
(méthode par PCR) ou par hybridation Southern en utilisant une sonde spécifique

(méthode par hybridation Southern).



51

HPRT
Fragment exon 1
HPR1S Sites Hpall/Mspl HPR1A
--------- ACTGGAACCCGAA GA GC et TGAATAGGA GA CTGA GTTGrexeeases

pBlueScript KS+

Figure 11. Construction du plasmide pBSKS+3H

Le plasmide pBSKS+3H est un vecteur pBlueScript KS+ dans lequel un fragment
de 102 pb du premier exon du géne HPRT a été inséré, au niveau du site Smal.
Les séquences affichées correspondent a celles des amorces qui ont été utilisees
pour amplifier ce fragment a partir ’ADN génomique avant d’étre insére. Les sites
Hpall/Mspl contenus dans le fragment sont illustrés. p79 et KS20M correspondent
aux amorces utilisées pour I'amplification de I'insert afin de tester I'efficacité de
digestion dans I'essai de méthylation par PCR (contréle interne de digestion; voir

texte pour détails).
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-750 GAATCAAATCTAGCAAGCCACAGAGGCTTTCAGACTTTTAAGATACAATA -701
J2

>
-700 TTCAAAGGTGAGGCAGGCTGTGAAAAGCCCAGCGGTCCCTGGCTGTCCCT =651

-650 GAACGCGACTATTTGCAGGTTGGCTTTGAGAAd:f&gTCAGAGCTGCGTT -601
-600 AGGAAAACGGTT C AAGCTCCTCAGAGAGTAGAATGAGGAGGTGGA -551
-550 TTTTGTGTGAAGGAACACCTTGTGTGGCTCTGGTGGCCAGGAAAGAGCTG -501
-500 GCACAAGCTGAAAGAAGGCCTGTGGCGAAGCGGAGGGGGACCTAAGTCAG -—451

-450 GGACCCCCACCTGCCCCCAGGAAGGATGAAAAGGAGACAAAAATCCTAAA -401

-400 GGGAAAAGCCCTCCAGGCTGTAGGCCAATGAGCGGCGGGAAGGAGGAGTG -351
< E2 L2 >
-350 AGGCTGGGGAACTTCTCCCAGAGCCAGTCAGAGCGGACGGCTGCTGGGAA -301

-300 GCCAATCAGCGCGCTCGAGCCTGCAGCCCCTCTGCAGTAGTTATGCCAGA -251
H
-250 GCGCCCTGTGTAGAGCGGCTGCGAGCGGGCAGCTGGGCTCGGCTGCCGGG -201
H
-200 AGCCACCGCGCGGGCTCCGCACCCTCCTCTCGCACTGCCTTCGCCCGGIC —-151

-150 CCCGCGCCGCGGTGCCCCAGTGGCCCCCGCCGCGCTCCACGLCLCGLCGLceC ~-101

H H
-100 CGCACCCCGECCGGECTACCGGCCGCACAACCGCCACCGCCCCCTGGCCGCG — -51

-50 CGGCTCGCCTCGCCCCGCCCCGTCCCTCCTCGCCCCGCCCCACCCCAGTC -1
+1 AGCCCCGCCCTGCCCCGCGCCGCCAAGCGGTTCCCGCCCTCGCCCAGCGL +50

+51 CCAGGTAGCTGCGAGGAAACTTTEFCAGCGGCTGGGTAGCAGCACGTCTC +100
B2

Figure 13. Essai de méthylation par PCR : position des sites de restriction
Hpall et des amorces utilisées dans le promoteur de GPC3
Les amorces E2/J2 et B2/L2 permettent 'amplification des sites proximaux et

distaux, respectivement.
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Tableau 4. Amorces utilisées pour les réactions de PCR et de LMPCR

Amorce Séquence (5'-3") au géne GPCS3 (;l'g)
(nucl. 5)
A1 CCAAGCTGAGCAGCATC +252 57
A2 GCCACCACCAAGCACGCGGTGCGC +235 72
B1 GGAGCAAGAGACGTGC +107 57
B2 ACGTGCTGCTACCCAGCCGCTGCA +97 69
C1A GGGCGAGGCGAGCCG -36 85
C2A GCGGGGCGGETCGCGGTTGTGCGGCC -59 76
C1B GGCGAGGAGGGACGG -12 62
C2B GGACGGGGCGGGGCGAGGCGAGC -26 75
C1C GTGGCGGTTGTGCGG -66 59
C2C GGTGCGGGGGCGCGGCGTGGAGC -95 76
D1 GCAGCCGAGCCCAGC -205 62
D2 TGCCCGCTCGCAGCCGCTCTACACAG -220 71
E1 TCCTTCCCGCCGCTCA -357 59
E2 CCGCTCATTGGCCTACAGCCTGGAGGGC -366 72
F1 AGGTGTTCCTTCACACA -531 52
F2 CAAAATCCACCTCCTCATTCTACTCTCTGAG -546 65
G1 CTGCCTCACCTTTGAATATTG -685 56
G2 TGTATCTTAAAAGTCTGAAAGCCTCTGTGGC -704 63
H1 GAACTGGATTTCTAATGGTG -1034 54
H2 TGAAATCTAAGCAGGAGAGGTGGGATTTGG -1016 65
11 GCTTTAAGCCCCTGGTTA -884 55
12 TATTTCGTTGTAACCAGTTAGGCTTTGCCTC -868 63
J1 CAGACTTTTAAGATACAATATTC -720 51
J2 TATTCAAAGGTGAGGCAGGCTGTGAAAAGC -702 65
K1 CACCTTGTGTGGCTCTG -535 57
K2 CAGGAAAGAGCTGGCACAAGCTGAAAGAAGG -513 67
L1 GGAAGGAGGAGTGAGGC -363 59
L2 GGAACTTCTCCCAGAGCCAGTCAGAGCG -343 69
M1 GGCTCCGCACCCTCC -188 62
M2 CCTCTCGCACTGCCTTCGCCCGGTCC -175 73
N1 CGCCACCGCCCCCTG -71 85
N2 GCTCGCCTCGCCCCGCCCCGTCCCTC -48 78
MET1S TTCCTCGCAGCTACCTG +68 54
MET1A GAAGGAGGAGTGAGGCT -362 54
MET2S AGCCTCACTCCTCCTTC -346 54
MET2A AACGCGACTATTTGCAG -649 50
MET5S TTGGTGACAGGTGGCGT +308 54
MET5A CAGGTAGCTGCGAGGAA +52 54
MET6S GTTCTCAAAGCCAACCTG -618 54
METBA AATAGCCTTCTACTCCATC -969 54
HPR1S ACTGGAACCCGAAGAGC - 54
HPR1A CAACTCAGTCTCCTATTCA - 54
p79 GGTGGCGGCCGCTCTAG - 60
KS20M CCTCGAGGTCGACGGTATCG - 66
AMXY-F  CTGATGGTTGGCCTCAAGCCTGTG - 69
AMXY-R  TAAAGAGATTCATTAACTTGACTG - 57
DSX102-F  GTAGTCTCAGTCGACATGCTTTGAC - 66
DXS102-R GCTGAGAAAGTAGATCCTAAGTGTTC - 65
DSX538-F CTGATTCACTGTACAATGGT - 54
DXS538-R ATGGATAATAAACAGACAGGA - 53
DXS981-F TCAGAGGAAAAGAAGTAGACATACT - 61

DX8981-R

TTCTCTCCACTTTTCAGAGTCA

58

54
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total de 20 pl contenant 10 ng d'ADN génomique digéré avec Hpall ou Mspl (i.e. 1
ul), 1 X de tampon « GC Genomic PCR Reaction Buffer » (Tris-HCI pH 9,3 40 mM,
KOAc 85 mM, DMSO 5 % et Triton X-100 0,1 %; Clontech), 1,1 mM Mg(OAc),,, 200

uM des quatre dNTP (Pharmacia Biotech ou Gibco-BRL), 1M de GC-melt
(composition non-divulguée; Clontech), 0,4 uM de chacune des amorces (B2/L2 ou
E2/J2; tableau 4) et 1 X du mélange polymérase « Advantage-GC Genomic
Polymerase Mix » (Tth DNA polymerase 2 U, anticorps TthStart 10 ng/ul, glycérol 1
%, Tris-HCI pH 7,5 0,2 mM, EDTA 1,5 uM, DTT 15 uM et BSA 3,75 ug/mi;
Clontech). L'amplification par PCR (thermocycleur Perkin-Elmer, modéle 480) de
la région +97 a —343 s'est déroulée selon le protocole suivant: 1 cycle a 95° C pour
1 min, 38 cycles a 95° C pour 45 sec et 74° C pour 2 min puis 1 cycle a 74° C pour
10 min. Le PCR de la région -366 a -702 a été produit selon les paramétres
suivants: 1 cycle a 95° C pour 1 min, 28 cycles a 95° C pour 30 sec et 68° C pour 2
min puis 1 cycle a 68° C pour 10 min.

Le clivage des plasmides pBSKS+3H a également été vérifié par PCR dans
un volume total de 20 ul contenant 10 fg de plasmides (i.e. 1 pl) (quantité
equimolaire par rapport a I'ADN génomique : ~ 3200 copies) provenant des
reactions de digestion, 1 X du tampon pour la Tag DNA polymérase (Tris-HCI pH
8,4 20 mM et KCI 50 mM; Gibco-BRL), 1,5 mM MgCIz, 50 uM des quatre dNTP,

0,1 uM des 2 amorces dérivées du vecteur pBlueScript KS+ (p79 et KS20M;
tableau 4) et 0,5 U de Taq DNA polymerase (Gibco-BRL ou Boehringer Mannheim)
ou d’AmpliTag DNA polymerase (Roche). Les réactions se sont déroulées selon la
procédure suivante: 1 cycle a 94° C pour 3 min, 31 cycles a 94° C pour 30 s, 60° C
pour 30 sec et 72° C pour 30 sec puis 1 cycle a 72° C pour 10 min.

Les produits de PCR ont été fractionnés sur gel d'agarose 1 % puis
photographiés sous rayons UV aprés coloration au bromure d'éthidium.

Construction du plasmide pBSK+3H. Dans le vecteur pBlueScript KS+, nous
avons inséré un fragment de 102 pb dérivé du premier exon du géene HPRT,

“contenant trois sites Hpall/Mspl (figure 11). Le fragment a sous-cloner a été
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amplifie par PCR dans un volume total de 100 ul contenant 50 ng d'ADN
génomique humain, 1 X de tampon pour la Tag DNA polymérase (Tris-HCI pH 8,4
20 mM et KCI 50 mM; Gibco-BRL), 50 uM des quatre dNTP, 1,5 mM de MgClz, 0,2

uM des amorces HPR1S et HPR1A (tableau 4) et 0,5 U d'enzyme Taq polymérase
(Gibco-BRL). Les réactions se sont déroulées selon la procédure suivante: 1 cycle
a 94° C pour 3 min, 35 cycles a 94° C pour 30 s, 55° C pour 30 sec et 72° C pour
30 sec puis 1 cycle a 72° C pour 10 min. Aprés migration sur un gel d’agarose 1
%, le produit de PCR a été découpé puis I'agarose a été éliminé par centrifugation
sur laine de verre. L'ADN a ensuite été purifié a I'aide d’'une colonne « Qiaquick

PCR purification kit » (Qiagén) selon la procédure du fabriquant.

Environ 700 ng du produit de PCR purifié a été phosphorylé dans un volume
total de 25 ul contenant 1 X de tampon « forward » (Tris-HCI pH 7,6 70 mM, KCI
100 mM, MgCl, 10 mM et 2-mercaptoethanol 1 mM; Gibco-BRL), 4 mM d'ATP et
0,5 U de T4 polynucléotide kinase (Gibco-BRL). La réaction s’est déroulée a 37° C
pendant 30 min. Pour rendre les extrémités du produit de PCR franches, le
volume réactionnel a été complété a environ 33 pl en ajoutant 0,57 mM des quatre
dNTP et 3,25 U de polymérase Klenow. Une incubation a 37° C pendant 30 min a
suivi. Les fragments ont ensuite été purifiés a 'aide d’'une colonne Qiaquick PCR

purification kit (Qiagen).

Le produit de PCR, présentant maintenant des extrémités franches et
phosphorylées, a éeté ligué au vecteur pBlueScript KS+ (Stratagene) préalablement
digéré avec l'enzyme Smal et déphosphorylé. La réaction de ligation s'est
deroulée dans un volume total de 10 ul contenant 10 ng (150 fmol) de produit de
PCR, 100 ng (50 fmol) de vecteur (vecteur : insert = 1 : 3), 1 X de tampon de
ligation (Tris-HCI pH 7,6 50 mM, MgCl, 10 mM, ATP 1 mM, DTT 1 mM et
polyéthyléne glycol 8000 5 % (w/v); Gibco-BRL) et 5 U de T4 ligase (Gibco-BRL).

La ligation s'est déroulée a 16° C, pendant plus de 16 h.

Pour la transformation, des dilutions de 1/5 et 1/10 du produit de ligation ont

" été faites. Des bactéries E. coli DH50 (Gibco-BRL) ont été dégelées sur glace. A
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50 pl de la suspension bactérienne, placée dans une tube de 14 ml (Falcon 2059),
2 ul de chacune des dilutions a été ajoutée et doucement mélangée. Aprés une
incubation de 30 min sur glace, un choc thermique a été produit en placant le
melange a 37° C pendant 45 sec puis de nouveau sur glace pour deux min. Aprés
I'ajout de 0,9 ml de milieu SOB (bactotryptone 2 %, extrait de levure 0,5 %, KCI 2,5
mM, NaCl 10 mM, MgCl, 10 mM et MgSQ,4 10 mM), la suspension bactérienne a
été incubée sous agitation (225 rpm) pendant 1 h & 37° C. Un volume de 300 ul a
été ensuite étalé sur des pétris LB-agars 1,5 % contenant 100 ug/m! d'ampiciline
sur lesquels avaient préalablement diffusés 50 pl d'IPTG 80 mM et 70 pul d'X-gal
0,020%. Les pétris ont été incubés bendant au moins 16 h a 37° C. Des colonies
blanches isolées ont été ensemencées dans 3 ml de bouillon de culture LB
contenant 100 pg/ml d’ampicilline. Ces bouillons ont été incubés plus de 16 h sous
agitation (225 rpm) a 37°C. Des mini-preps ont été effectuées a l'aide du
protocole standard de lyse aicaline (Sambrook et al, 1989). La présence de

l'insert a été vérifiée a I'aide de digestions enzymatiques.
2.3 Essai de méthylation par hybridation Southern

Principe. L'essai de méthylation par hybridation Southern met aussi a profit
l'incapacité de certaines endonucléases a digérer un site de reconnaissance
présentant un 5-méthylcytosine. Par contre, avec cet essai, la détection des sites
methylés se fait par une hybridation Southern. En hybridant les produits de
digestion, transférés sur une membrane avec une sonde spécifique, le profil de
meéthylation est révélé par la taille des fragments (figure 10). Les sites de
restriction meéthylés, donc résistant au clivage par certaines enzymes, seront
associés a des fragments de restriction de plus haut poids moléculaire. Cette
méthode offre la possibilité d'évaluer quantitativement la proportion des sites
méthylés par rapport a ceux non-méthylés car les molécules non-méthylées sont
réevélées au méme titre que celles qui sont méthylées. L’approche par hybridation
Southern présente par contre des désavantages par rapport a celle par PCR. En
plus d'étre une technique plus laborieuse, une telle analyse nécessite une plus
-grande quantité d'ADN. Par contre, notre expérience nous porte a suggérer
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I'utilisation de ces deux approches complémentaires.

Méthodologie. Nous avons utilisé l'essai de méthylation par hybridation
Southern pour analyser le statut de méthylation de quatre dinucléotides CpG situés
au niveau du promoteur de GPC3 et présents a l'intérieur du site de restriction des
enzymes BssHII (2 CpG : GCGCGC), Sacll (1 CpG : CCGCGG) et Eagl (1 CpG :
CGGCCQG), sensibles a la méthylation (figures 12 et 14). De 'ADN génomique a
d’abord été digéré avec I'enzyme de restriction Hindlll afin de générer un fragment
de restriction d’'environ 6,1 kb, qui est d’'un ordre de grandeur approprié pour
I'analyse par cette approche (figure 15). Ce fragment HindIll contient les trois sites
de restriction d'intérét (figure 15). Cette digestion s’est déroulée pendant3 a4 h a
37° C dans un volume total de 25 pl & 50 ul contenant 3,5 ug a 5 pg d'ADN
genomique, 0,5 U/pl d'enzyme Hindlll (Gibco BRL), 1 X du tampon recommandé
REact 2 (Tris-HCI pH 8,0 50 mM, MgCl, 10 mM et NaCl 50 mM; Gibco BRL) et 1
mM de spermidine. Nous avons ensuite procédé & une seconde digestion avec
chacune des trois enzymes sensibles a la méthylation mentionnées ci-haut (figure
15). Pour la digestion avec BssHIl, nous avons simplement ajouté 0,5 U/ul de
BssHII (Gibco-BRL), puis incubé les échantillons & 50° C, pendant plus de 16 h.
Pour Eagl, nous avons ajouté du NaCl pour atteindre une concentration finale de
100 mM et 0,5 U/ul de Eagl (New England Biolabs). La digestion s'est déroulée
pendant plus de 16 h a 37° C. Pour Sacll, une extraction au phénol-chloroforme et
une précipitation a I'éthanol se sont avérés nécessaires préalablement a la
digestion di a l'incapacité de cette enzyme a fonctionner efficacement en présence
du tampon REact 2 utilisé pour la premiére digestion avec Hindlll. Le culot d'ADN
digéré avec Hindlll a été resuspendu dans un volume total de 20 pl contenant 1 X
du tampon NEBuffer 4 (Tris-acétate pH 7,9 20 mM, acétate de potassium 50 mM,
acetate de magnésium 10 mM et DTT 1mM; New England Biolabs), 1 mM de
spermidine et 20 U d’enzyme Sacll (New England Biolabs). La digestion s'est

déroulée pendant au moins 16 heures a 37° C.

Les produits de la digestion double ont été fractionnés sur gel d'agarose 1 %,

~accompagnés parallélement d’'un marqueur de poids moléculaire « 1 kb ladder »
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BssHII
-300 GCCAATCAGCGCGCTCGAGCCTGCAGCCCCTCTGCAGTAGTTATGCCAGA -251

-250 GCGCCCTGTGTAGAGCGGCTGCGAGCGGGCAGCTGGGCTCGGCTGCCGGG -201

-200 AGCCACCGCGCGGGCTCCGCACCCTCCTCTCGCACTGCCTTCGCCCGGTC -151

Sacll
-150 CCCGCGCCGCGGETGCCCCAGTGGCCCCCGCCGCGCTCCACGCCGeaeeee -101

Eagl
-100 CGCACCCCGCCGGCTACCGGCCGCACAACCGCCACCGCCCCCTGGLCCGLG -51

-50 CGGCTCGCCTCGCCCCGCCCCGTCCCTCCTCGCCCCGCCCCACCCCAGTC -1

Figure 14. Essai de méthylation par hybridation Southern : position des sites

de restriction investigués dans le promoteur de GPC3
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(Gibco-BRL). Aprés coloration au bromure d'éthidium, une photographie du gel a
été prise sous rayons UV. Le gel a ensuite été incubé dans une solution de NaOH
0,4 M pendant 20 min avant de procéder a un transfert alcalin par capillarité de
I'ADN (plus de 16 h) sur une membrane de nylon chargée positivement (Hybond-
N+, Amersham ou GeneScreen Plus, NEN Life Science Products) en utilisant la
méme solution de NaOH 0,4 M comme tampon de transfert. Aprés le transfert, les
membranes ont été rincées 1 a 2 min dans du SSC 2X puis laissées a sécher a

température ambiante.

Les membranes séchées ont été préhybridées pendant 2 h, a 42° C, dans
une solution contenant 10 % de dextran sulfate, 1 % de SDS, 1 M de NaCl, 50 %
de formamide et de 'ADN de sperme de saumon soniqué et dénaturé (100 pg/ml
final). Toutes les préhybridations et hybribridations ont été faites dans un four
rotatif (Robbins Scientific, modele 400). Apres la préhybridation, 500 000 cpm/ml
de solution de sonde dénaturée ont été ajoutés a la solution de préhybridation/
hybridation. L'hybridation s'est déroulée pendant plus de 16 h a 42° C. Une série
de lavages ont été effectués comme suit : un lavage a température ambiante avec
une solution de SSC 2 X/SDS 1 %, un lavage a 55° C avec une solution de
SSC2X/SDS 1 % et trois lavages a 55° C avec une solution de SSC 0,1 X/SDS 1
%. Une autoradiographie a ensuite été faite en exposant un film (Kodak, X-OMAT)
a la membrane hybridée pendant 3 a 5 jours a -70° C sous écrans pour amplifier

les signaux.

La sonde radioactive utilisée pour les hybridations a été générée a 'aide de la
technique d’élongation d'amorces (« random primer extention ») a partir d’un
fragment de PCR de 624 pb, appelé MET2-6 (voir section 2.4), correspondant a la
région —969 a —346 du promoteur de GPC3. D’abord, 30 ng du fragment de PCR
MET2-6 a été dénaturé (95° C pendant 4-5 min suivi d'un refroidissement sur
glace) en présence de 6 pg d’hexameres de composition aléatoire en dNTP, dans
un volume de 25 ul. Ce volume a ensuite été complété a 50 ul en ajoutant 1 X de
tampon REact2 (Tris-HCI pH 8,0 50 mM, MgCl; 10 mM et NaCl 50 mM; Gibco

32
- BRL), 0,25 mM d’un mélange de dATP + dGTP + TTP, 30 pCi de [a P]-dCTP
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(Amersham) et 6,5 U de polymérase Klenow. Aprés une incubation de 30 a 60 min
a 37° C, la sonde a été purifiée avec une colonne G-50 (Pharmacia Biotech) selon

la procédure recommandée par le fabricant.

2.4 Cartographie in vivo des sites d'interactions ADN-protéines

2.4.1 Bases de la technique

L'ADN possede une susceptibilité a des agents endommageants qui est
intrinseque a sa composition chimique. La méthode de cartographie in vivo des
interactions ADN-protéines est basée sur la modification de cette susceptibilité
occasionneée par l'interaction qu’ont certaines régions d’ADN avec des éléments du
milieu intra-nucléaire. Par exemple, la liaison d'une protéine a une région d'ADN
pourra, dans certains cas, protéger 'ADN contre I'agent alors que dans d'autres
cas, des sites d'ADN pourront étre exposés davantage a I'agent, ce qui les rendra
plus sensibles a celui-ci. En comparant la fréquence des dommages conférés
dans un contexte ou I'ADN est dépourvu de protéines (ADN purifié) avec une
situation ou I'ADN se trouve en présence d'un extrait nucléaire (in vitro) ou a
I'intérieur de cellules vivantes en culture (in vivo), on arrive @ mettre en évidence
des sites d'interaction ADN-protéines ou des structures secondaires reliées a
I'organisation nucléaire. Précisons que dans cet ouvrage ainsi qu'ailleurs dans la
littérature, I'appellation "in vivo", qui est normalement utilisée pour décrire des
études réalisées a l'intérieur d'un organisme vivant, fait référence a l'étude
d'interactions ADN-protéines a l'intérieur de cellules vivantes (méme en culture)
par opposition aux études "in vitro" qui référent a I'études de ces interactions dans

un tube entre une sonde d'ADN et des protéines d'un extrait nucléaire.

L'approche de cartographie in vivo que nous avons utilisée pour mettre en
evidence les sites d'interaction ADN-protéines au niveau du promoteur de GPC3
peut étre divisée en 8 grandes étapes telles qu'illustrées a la figure 16 (Drouin et
al., 2000).
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---- cellules en culture

l 1- Induction de dommages a 'ADN
avec du DMS (méthylation des Gs)

l 2- |solement de TADN

~-*G—G-G-- ~G--*G-G—-  —-G--G-*G-

l 3- Conversion des dommages
en cassures simples-brins

4- Elongation 5- Ligation d'un 6- PCR semi-niché
w—— (amorce 1) T — adapteur T e— (amorce 2)=
—_—p —» T —p = —p» ==
_Tp — — v —— 3

7- Electrophoresis
8- Southern blot

in vitro in vivo
G G
o s
R P P .
— —_— ] Région protégée
T TEGT

Figure 16. Méthode de cartographie in vivo des interactions ADN-protéines :
exemple présentant ’approche utilisant le DMS

La méthode peut étre divisée en 8 grandes étapes : 1) induction de dommages a
FADN de cellules en culture; 2) isolement de I'ADN; 3) conversion des dommages
induits en cassures simple-brins ; 4) élongation d’'une amorce spécifique (amorce
1) hybridée aux fragments simple-brin de la région analysée ; 5) ligation d'un
adapteur double-brin asymétrique (composé d’une extrémité franche et d’une
extension §’) ; 6) amplification par PCR utilisant une deuxiéme amorce spécifique
(amorce 2 nichée a lintérieure le 'amorce 1) et une amorce correspondant a
I'adapteur ; 7) fractionnement des fragments amplifi€és sur gel de séquencage ; 8)
électro-transfert des fragments d’ADN sur une membrane de nylon et hybridation

avec une sonde spécifique.
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Alors que la méthode d'empreinte in vitro emploie la DNAsel comme agent
induisant les dommages, la méthode in vivo utilise le plus fréquemment le
diméthylsulfate (DMS) ou les rayons ultraviolets de type C (UVC). La DNAsel peut
aussi étre utilisée in vivo bien que la méthode présente de plus grandes difficultés
pratiques. Il est a noter que contrairement a la DNAsel, qui clive I'ADN, le DMS et
les UVC produisent des dommages qui ne résultent pas en un clivage de I'ADN.
Le DMS meéthyle préférentiellement les résidus guanines de facon a produire des
adduits 7-méthylguanines alors que les UVC produisent des dimeéres
cyclobutyliques de pyrimidines (CPD) et des photoproduits 6-4. Ces dommages
doivent ultérieurement étre convertis en cassures simple-brin. La principale
différence entre les approches in vitro et in vivo réside dans la maniére de révéler
les dommages induits aux sites ciblés par l'agent. Dans un contexte in vitro, le
systéeme ne fait intervenir que de courts fragments d'ADN représentant une région
précise du genome alors que I'approche in vivo fait intervenir le génome dans sa
totalité, avec toute sa complexité. Il faut donc une méthode suffisamment sensible
et capable de révéler la fréquence des dommages spécifiques dans la région
d’intérét, et ce a la résolution désirée. La méthode « ligation-mediated polymerase
chain reaction » (LMPCR) rend possible cette révélation. Elle consiste a amplifier
les fragments de longueurs hétérogénes, compris a l'intérieur de la région étudiée,
génerés lors du clivage des sites endommagés. On sait que pour amplifier une
matrice d'ADN, il faut connaitre la séquence aux deux extrémités d’'une région
ciblée afin de sélectionner des amorces qui doivent obligatoirement s'y ancrer pour
qu'il 'y ait amplification. Le caractére aléatoire de notre approche
limite I'information nécessaire pour le choix d’amorces pour PCR. Pour contourner
ce probleme, la méthode LMPCR repose sur la ligation bouts-francs d'un adapteur
a l'extrémité 5' de chaque molécule d'ADN clivée dans la région étudiée. De cette
facon, il devient possible d'amplifier exponentiellement les fragments compris dans
la région d'intérét en n'imposant la séquence qu'a une seule extrémité, la seconde

amorce étant spécifique a I'adapteur (figures 16 et 17).
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3’-. . .GAGGTGGGATTTGGGT GTAGGATACCITTC. . . AAATAGCCTTCTACTCCATCYS’ P i
" 57 28TCCACCCTARACCCACATCCTA v Sites de cassure

3’ -. ..GAGGTGGGAT TTGGGTGTAGGATACCITTC. . .AAATAGCCTT -5’ P
5’ -CTCCACCCTAAACCCACATCCTA

+ Elongation

'AGGATAC CTT TC
CATCCTAT

AAATAGC CTT CTACTC CAT C—5 B

TGGGT TAGGATACC
TCCACCCTAAACCCACATCCTATG

2 AR CAGAT g oC CCRGTGGG -5 ‘ Ligation de Padapteur

=iz .GAGGTGGGATTTGGGTGTAGGATACCTTTC
5’ ~-CTCCACCCTAAACCCACATCCT

- AAATAGC CI‘T CI‘ACI‘CCAT C CTTAAuT CTAGRGGGCCCAGTGGCG-
TTTA \GGAATTCAGATC-3’

3'-.,.GA GGTGGGATTTGGGTGTAGGATZ;\CCTTTC. . AAATAGC T CTTAAGT CTAGAGGGCCCAGTGGCG—
5’ -CTCCACCCTAARACCCACAT CCTATGG : GAATTCAGATC-3’

3’ -CTTAAGT CTAGAGGGCCCAGTGGCG-5"

‘ Ampilification, 1e cycle

5'-AC "ATCCTATC

ove AGCCTT CTACTCCAT CCTTAAGT CTAGAGGGCCCAGTGGCG-5"

3* GAGGTGGGAT TTGGGT GT%GGATAC CTT

GG ele

GGAZ

5" -CTCCACCCTAAACCCACATCCTA AGGAATTCAGATC-3'

37— . -GAGGTGGGATTTG TGI‘AGGATZ%\CCT'I‘TC. _.ﬁATAGCCI‘T CTTAAGT CTAGAGGGCCCAGTGGCG-5"
57-A AC AT GG G.

“TCCACCCTAAACCCACATCC AGAATTCAGATC-3’

o
{F
Q

* Amplification, cycles subséquents

37-... GAGGTGGGAT TTGGGT GTAGGATAC (QTTF‘F A_%ATAGC CTTCTACTCCAT CCTTAAGT CTAGAGGGCCCAGTGGCG-5"

’

<— CTTAAGT CTAGAGGGCCCAGTGGCG

57 -ACCCA

GAATTCAGATC-3’

(&)
I

TCCACCCTAAACCCACAT CCT AT GGAATTCAGATC-3"

" ~CTCCACCCTAAACCCACATCCT! AGAAT TCAGATC-3’

5’ -CTCCACCCTAAACCCACATCCTA! AGGAAT TCAGATC-3’

Figure 17. lllustration des étapes de la méthode LM-PCR

Séquence noire : ADN initial aprés conversion des dommages en cassures;
séquence bleue foncée : amorce spécifique 1; séquence bleue pale: amorce
spécifiqgue 2; séquence verte: ADN polymérisé; séquences rose et rouge:
amorces constituant I'adapteur.
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2.4.2 Méthodologie

Les interactions ADN-protéines au niveau du promoteur de GPC3 ont été
analyseées dans deux lignées cellulaires de NB : SUNB-7 et SK-N-FI. SJNB-7 est
une lignée male qui exprime GPC3 alors que SK-N-FI est une lignée male qui
n'exprime pas GPC3. Nous avons choisi ces lignées en fonction de leur sexe et
de leur statut d’expression de GPC3. GPC3 étant localisé sur le chromosome X, la
selection de lignées males permet d'éviter toute confusion possible reliée a la
présence d'un chromosome X inactif chez la fille. Pour ce qui est de I'expression,
le fait d'utiliser des lignées ayant des statuts d’expression différents offre Ila
possibilitée de mettre en évidence des profils différentiels d'interactions ADN-
protéines. Nous avons couvert lc promoteur sur presque toute la région allant

d’environ —950 a +150, et ce sur les deux brins (figure 18).

2.4.2.1 Culture de cellules, traitements au DMS et irradiations aux UVC

Les lignees SINB-7 et SK-N-FI ont été cultivées dans des pétris de 150 mm
avec du milieu DMEM supplémenté avec 10 % de sérum fétal de veau et 1 %
d’antibiotiques antimycotiques (Gibco-BRL). Les cellules, a environ 80 % de
confluence, ont été traitées avec du DMS ou des UVC. Pour le traitement au
DMS, le milieu de culture a été remplacé par 20 ml de milieu DMEM non-
supplémenteé contenant 0,2 % de DMS (Aldrich). Aprés une incubation de 6 min a
température ambiante, les cellules ont été lavées avec 10 ml de solution HBSS 1 X
(Hanks’ balanced salt solution) sans sel, puis détachées par trypsinisation. Pour le
contrdle in vitro, de I'ADN purifié a été traité avec du DMS selon la procédure de
Maxam et Gilbert pour le séquengage des guanines (décrite a la section 2.4.2.3).
Les irradiations ont été faites a I'aide d'une lampe UVC (1=254 nm) (Phillips, TUV
15 W G 15 T8). Le milieu de culture a été remplacé par une solution de NaCl 0,9

% et les cellules ont été irradiées sur glace, pétri découvert, avec une dose de

1500 J/mz, déterminee avec un radiométre (UVP, modéle UVX digital). La solution
de NaCl a ensuite été aspirée et les cellules ont été détachées par trypsinisation.
L'ADN purifie (in vitro), dissous a une concentration de 60 a 70 ug/ml dans du
- tampon d'irradiation (Tris-HCI pH 8,0 10 mM, KCI 150 mM, NaCl 10 mM et EDTA 1
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2
mM) a également été irradié sur glace a une dose de 1500J/m , en plagant la

solution d’ADN dans un plateau de pesée.

2.4.2.2 lIsolement de I’ADN traité in vivo

Les cellules de trois pétris ont été transférées dans un tube de 50 ml puis
lavées une fois avec 5 ml de solution de HBSS 1 X. Les cellules ont ensuite été
resuspendues dans 15 ml de tampon A (Tris-HCI pH 8,0 60 mM, sucrose 0,3 M,
KCI 60 mM, NaCl 15 mM, spermidine 0,5 mM, spermine 0,15 mM et EDTA pH 8,0
2 mM) auquel un volume de tampon A contenant 1 % de Nonidet P-40 a été
ajoute. Apres incubation pendant 5 min sur glace, les noyaux cellulaires ont été
culotés par une centrifugation a 4500 x g pendant 10 min. Le surnageant a ensuite
eté retiré et les noyaux (culot) lavés par une resuspension au vortex (puissance
faible & moyenne) dans 10 ml de tampon A. Aprés centrifugation a 4500 x g
pendant 10 min, le surnageant a été retiré. Les noyaux ont ensuite été
resuspendus au vortex (puissance faible a moyenne) dans 500 ul de tampon A
puis, 6 ml de tampon B (NaCl 150 mM et EDTA pH 7,8 5 mM), 6 ml de tampon C
(Tris-HCI pH 8,0 20 mM, NaCl 20 mM, EDTA pH 7,8 20 mM et SDS 1 %) et 300
ug/ml de protéinase K ont été ajoutés. Apres une incubation de 3 h a 37° C avec
agitation intermittente, 100 pg/ml de RNase a été ajouté au mélange, le tout suivi
d'une incubation de 1 h a 37° C, toujours sous agitation intermittente. L'ADN a
ensuite eté purifié par trois extractions successives : une au phénol, une au
phénol-chloroforme et une au chloroforme. L'ADN dissous dans la phase aqueuse
a été précipité a l'aide de 2 volume d'éthanol 100 % et de 0,2 M de NaCl. Les
culots d'ADN ont été dissous dans de I'eau déionisée sous agitation lente, pendant
plus de 16 h. La concentration d'ADN a été mesurée par spectrophotométrie puis

ajustée a 0,5 ug/ul.
2.4.2.3 Réactions de séquencage de Maxam et Gilbert.

Afin de faciliter la localisation des dommages induits par les traitements au

DMS et les irradiations aux rayons UVC, des réactions de séquencgage ont été
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générées et les fragments obtenus aprés LMPCR ont été migrés parallélement sur
le méme gel de séquencage. Les détails de cette procédure ont été décrits par
Maxam et Gilbert (1980).

Réaction G. Les reactifs suivants ont été mélangés sur glace : 50 ug d'ADN
génomique, 5 pl d'eau, 200 pl de tampon DMS (cacodylate de sodium 50 mM et
EDTA pH 8,0 1 mM) et 1 ul de DMS (Aldrich). Aprés une incubation a 20° C
pendant 30 sec, 45 sec et 60 sec, 50 pl de solution DMS stop (acétate de sodium
pH 7,0 1,5 M et 2-mercaptoethanol 1 M) et 750 pl d'éthanol 100 % froid (-70° C)

ont été ajoutés.

Réaction A. Les réactifs suivants ont été mélangés sur glace : 50 pg d'ADN
genomique, 11 ul d'eau et 25 ul d'acide formique (Fluka). Aprés une incubation a
20° C pendant 4 min, 6 min, 8 min et 10 min, 200 pul de solution DMS stop et 750 ul
d'éthanol 100% froid (-70° C) ont été ajoutés.

Réaction T+C. Les réactifs suivants ont été mélangés sur glace : 50 pg
d'ADN genomique, 20 pl d'eau et 30 ul d'hydrazine (Aldrich). Aprés une incubation
a 20° C pendant 5 min, 10 min et 15 min, 200 ul de solution hydrazine stop
(acétate de sodium pH 7,5 0,3 M et EDTA 0,1 mM) et 750 pl d'éthanol 100% froid

(-70° C) ont été ajoutés.

Reaction C. Les réactifs suivants ont été mélangés sur glace : 50 ug d'ADN
génomique, 5 pl d'eau, 15 pl de NaCl 5 M et 30 ul d'hydrazine. Aprés une
incubation & 20° C pendant 5, 10 et 15 min, 200 ul de solution hydrazine stop et
750 pl d'ethanol 100% froid (-70° C) ont été ajoutés.

Dans chacune de ces réactions, I'addition d'éthanol froid provoque la
précipitation de 'ADN. Ce preécipité a été centrifugé puis resuspendu dans 405 pul
d'eau avant d'étre reprécipité. Le culot d’ADN obtenu a été resuspendu dans 50 pl

d'eau. Les dommages induits aux bases azotées au cours des traitements
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chimiques ont ensuite été convertis en cassures simple-brin par un traitement a la

pipéridine (voir section 2.4.2.4).

2.4.2.4 Conversion des bases endommagées en cassures simple-brin

Les dommages induits a I'ADN par les traitements au DMS et les réactions de
Maxam et Gilbert ont été convertis chimiquement en cassures simple—bﬁn avec de
la pipéridine (figure 19 A). A 50 pl de solution d'ADN, 50 ul de pipéridine 2 M
fraichement préparée a été ajouté puis mélangé. Afin d'éviter que les bouchons
n'explosent, ceux-ci ont été fermés avec du ruban de téflon. Les échantillons ont
été chauffées a 90° C pendant 30 min puis transférés dans un nouveau tube. Un
dixieme de volume d'acétate de sodium 3M, 1 ul de glycogéne (20 pg/ul) et 2,5
volume d'éthanol 100 % froid ont ensuite été ajoutés au mélange pour précipiter
I'ADN. Le culot d’ADN obtenu a été lavé deux fois avec de I'éthanol 80 % froid.
L'ADN a été redissous dans 200 ul d'eau. Les traces résiduelles de pipéridine ont
été éliminées en séchant les échantillons avec un Iyophilisateur pendant plus de
16 h. Par la suite, 'ADN a été redissous dans de I'eau pour obtenir une

concentration d'environ 0,5 pg/ul.

Les CPD obtenus par irradiation aux rayons UVC ont été convertis
enzymatiquement en cassures simple-brin avec la T4 endonucléase V (T4 endo
V). Cette enzyme clive au niveau de la structure désoxyribophosphate, entre les
bases impliquées dans le dimeére sans défaire le lien cyclobutylique de celui-ci
(figure 19 B). C’est avec I'enzyme photolyase que ce cycle butylique est
subséquemment brisé, laissant ainsi une extrémité 5'-P permettant la ligation

bouts-francs d'un adapteur.

La digestion avec la T4 endo V s’est déroulée dans un volume final de 100 pl
contenant 1 X de tampon « dual » (Tris-HCI pH 7,6 50 mM, NaCl 50 mM et EDTA 1
mM), 1 mM de DTT, 100 pg/ml de BSA, 40 U de T4 endo V (Epicentre
Technologies) et 10-20 ug d'ADN irradié. Les réactifs ont ensuite été incubés a

37° C pendant 1 h. La digestion avec la photolyase a été faite en ajoutant au
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Figure 19. Conversion des dommages 7-méthylguanines et diméres
cyclobutyliques de pyrimidines en cassure simple-brin

A. La piperidine dépurine 'ADN au niveau des 7-méthylguanines et hydrolyse le
lien desoxyribophosphate du nucléotide de fagcon a laisser une extrémité 5
phosphate. B. La T4 endo V clive au niveau de la structure désoxyribophosphate
entre les deux nucléotides impliqués dans le dimére sans défaire le lien
cyclobutylique. La photolyase est utilisée pour briser ce lien et laisser une

extrémiteé 5’ phosphate. P encerclé : groupement phosphate libre en 5.
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meélange précédent 0,5 pg de photolyase (Pharmingen). |l est a noter que la
photolyase doit étre manipulée sous la lumiére jaune. Les tubes ont ensuite été
placés a 2-3 cm sous la lumiére noire (360 nm), bouchons ouverts, pendant 1 h. A
ce melange, 190 ul de SDS 0,8 % et 2,5 pl de protéinase K 20 mg/ml ont été
ajoutés. Une incubation de 2 h a 37° C a suivi. Le volume a ensuite été complété
a 400 ul avec de l'eau et trois extractions successives ont été faites : une au
phénol, une au phénol-chloroforme et une au chloroforme. L'ADN a ensuite été
précipité a I'éthanol de fagon standard en présence de 0,2 M de NaCl. Le culot
d'ADN a été séché au lyophilisateur et redissous dans de I'eau a une concentration
de 0,5 pg/ul.

2.4.2.5 Evaluation de la fréquence de cassure

Pour obtenir des signaux forts en fin de procédure, une fréquence de cassure
de 1 cassure/500 b est idéale. Pour déterminer la fréquence de cassure, un
échantillon d'ADN a été fractionné sur un gel d'agarose dénaturant. Pour ce faire,
un gel d'agarose 1,5% contenant 50 mM de NaCl et 4 mM d'EDTA a été préparé.
Ce gel a ensuite été baigné pendant 1 h dans un grand volume de tampon de
migration alcalin (NaOH 30 mM et EDTA 2 mM). Les échantillons d'ADN a étre
chargés ont été préparés dans un volume de 20 pl comprenant 3 ug d'ADN traité,
6 ul de tampon alcalin (NaOH 100 mM et EDTA 4 mM) et 8 ul de tampon de
chargement dénaturant (glycérol 50 %, NaOH 1 N et brocresol green 0,05 %). Les
marqueurs ®X 174 RF et lambda/Hindlll ont chacun été préparés pour deux
couloirs en mélangeant 2 ul de lcbx 174 RF (2 ng) ou 2 ul de lambda/Hindlll (2 ug)
avec 12 ul de tampon alcalin, 12 ul de tampon de chargement alcalin et 8 pl d'eau.
Les échantillons ont été laissés a la température ambiante pendant 15-20 min
avant le chargement. Les échantillons ont migré a 40-45 V (80 a 90mA) jusqu'a ce
que le marqueur coloré atteigne 40-60% du gel. Le gel a ensuite été neutralisé
dans 500 ml de Tris-HCI pH 8,0 0,5 M pendant 30 min. Aprés coloration au
bromure d'éthidium, 'ADN a été photographié sous UV.
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2.4.2.6 "Ligation-mediated polymerase chain reaction" (LMPCR)

Elongation. Le but de I'élongation est d'obtenir un bout franc a I'extrémité 5'
de chacune des molécules d'ADN simples-brins située dans la région étudiée. La
génération d'une extrémité franche est essentielle afin de permettre une ligation
bouts-francs d'un adapteur. Pour I'étape d'élongation avec I'enzyme Pfu DNA
polymérase, 0,5 a 2 ug d'ADN sont généralement utilisés. La quantité d’ADN est
fixée en fonction d'une fréquence de cassure particuliere. Si un échantillon
presente une fréquence de cassure supérieure a celle de la référence, on utilise
une quantité d'ADN moindre et inversement dans une situation contraire. Notre
quantite de référence a été de 1 ug pour une fréquence de cassure d'environ 1
cassure/500 b. Chaque sous-région (correspondant a la région couverte par une
paire d'amorces) a été analysée sur des échantillons d'ADN des lignées cellulaires
SJUNB-7 et SK-N-FI ayant subi un traitement au DMS ou une irradiation aux UVC,
in vivo ou in vitro. Chaque condition a été analysée en duplicata. Les produits des
quatre réactions de séquengage selon Maxam et Gilbert ont aussi été analysés

pour chaque sous-région.

Dans une premiere étape, pour chaque tube, 'ADN a été dénaturé par un
chauffage a 98° C, pendant 3 min, dans un volume total de 25 ul contenant le
tampon Pfu DNA polymérase (Tris-HCI pH 8,8 20 mM, MgSO4 2 mM, NaCl 10 mM,

(NH4)ZSO4 10 mM, Triton X-100 0,1% et BSA 0,1 mg/ml) et 0,05 uM d'amorce 1

(tableau 4). Aprés refroidissement sur glace, les échantillons ont été incubés a
une tempeérature de 48° C pendant 20 min. Les tubes ont ensuite été de nouveau
refroidis sur glace. Pour I'élongation proprement dite, 5 ul d’'un mélange contenant
1,5 mM des quatre dNTP (conc. finale : 0,25 mM) et 1,5 U de Pfu DNA polymérase
exo a été ajouté aux tubes. Les tubes ont ensuite été incubés a la température
correspondant a la température de denaturation (Tm) de I'amorce 1 pendant 30
sec puis, a 75° C pendant 10 min aprés augmentation graduelle a un taux de 0,3°
C/sec (thermocycleur PTC, MJ Research). Les tubes ont ensuite été placés sur

glace.
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Ligation de l'adapteur. Cette étape a pour but de liguer un adapteur aux
extremités 5'-P franches des fragments couvrant la région concernée. L'adapteur
est asymeétrique, c'est-a-dire que l'une de ses extrémités est franche (sans
phosphate) alors que l'autre comporte une extension 5' (également non-
phosphorylée). Ces caractéristiques permettent de prévenir deux événements: la
ligation de I'adapteur aux fragments dans la mauvaise direction et la ligation entre

deux molécules d'adapteur.

Aux réactions d’élongation, 45 ul de mélange de ligation (Tris-HCI pH 7,4 50
mM, DTT 30 mM, ATP 1 mM, BSA 16,67 ug/ml, adapteur L11-L25 2,22 uM [L11 :
5'-GAATTCAGATC-3'; L25: 5-GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTC-3] et T4
DNA ligase (BMC) 3,25 U) a eté mélangé a chaque échantillon. La ligation s'est
déroulée pendant plus de 16 h a 18° C.

Amplification par PCR. La Taq DNA polymérase est généralement utilisée
pour 'amplification PCR. Lorsque les résultats obtenus ne sont pas satisfaisants,

cette enzyme est remplacée par la Pfu DNA polymérase exo. Pour chaque paire

d'amorces, I'enzyme qui a été utilisée pour I'amplification est indiquée au tableau 5.

Avant de procéder a I'amplification, 'ADN (produit de la réaction de ligation) a
ete precipité avec 2 M d'acetate d'ammonium, 1 mM de EDTA pH 8,0, 0,2 ug/ul de
glycogeéne et 2 volumes d’éthanol 100 %. Le culot d'/ADN séché a été redissous

dans 50 ul d'eau.

Amplification. A I'ADN redissous dans 50 pl d'eau, nous avons ajouté 50 pl
de mélange d'amplification pour la Tag DNA polymérase (tampon Taq 2 X [Tris-
HCI pH 8,9 20 mM, gélatine 0,02 % (w/v), NaCl 80 mM], MgCI2 4 mM, 4 x dNTP
500 uM, amorce LP25 200 nM, amorce 2 200 nM et Tag DNA polymérase 3 U) ou
50 ul de mélange d’amplification pour la Pfu DNA polymeérase (tampon Pfu 2 X
[Tris-HCI pH 8,8 40 mM, MgSO, 4 mM, NaCl 20 mM, (NH,),SO, 20 mM, Triton X-

100 0,2 % et BSA 0,2 mg/ml], 4 x dNTP 500 uM, amorce LP25 200 nM, amorce 2
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Tableau 5. Combinaisons d’enzymes utilisées pour les réactions LMPCR

dans chaque sous-région

Sous-région

i ?» S
(paire damorces) (enz. élong. - enz. amplif.) (enz. élong. — enz. amplif.)

A1/A2

Pfu - Taq

Pfu - Taq

B1/B2

C1/C2

D1/D2

Pfu - Taq

Pfu - Taq

E1/E2

Pfu - Taq

Pfu—Taq

F1/F2

Pfu - Taq

Pfu-Tag

G1/G2

Pfu—-Taq

Pfu - Taq

H1/H2

Pfu - Taq

Pfu - Taq

11/12

Pfu — Pfu

Pfu - Taq

J1/J2

Pfu — Pfu

Pfu - Taq

K1/K2

Pfu — Pfu

Pfu — Pfu

L1/L2

Pfu - Pfu

Pfu — Pfu

M1/M2

N1/N2
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200 nM et Pfu polymérase exo 3,5 U). Les réactions se sont déroulées selon la
procedure d'amplification décrite au tableau 6 (thermocycleur PTC, MJ Research).

Apres I'amplification, 25 ul de tampon stop (NaOAc pH 5,2 1,56 M et EDTA
0,60 mM) a été ajouté a chacun des tubes. Une extraction avec 2 volumes de
phénol-chloroforme (37 : 63) a été faite. L'ADN a ensuite été précipité de fagon
standard. Tous les culots d'/ADN ont été resuspendus dans 7,5 ul de tampon de
chargement (formamide 94 %, EDTA 2 mM, xyléne cyanol 0,05 % et bromophénol
blue 0,05 %) sauf ceux des échantillons de séquencage Maxam et Gilbert qui I'ont

eté dans 15 pl du méme tampon.

Reévélation des produits de LMPCR. Afin de révéler les produits de LMPCR,
ceux-ci ont eté fractionnés sur un gel de séquengage, transférés sur des
membranes de nylon, lesquelles ont été hybridées avec une sonde spécifique a la

region étudiee.

Les produits de LMPCR ont d'abord été fractionnés sur un gel de
séquencage. Pour ce faire, les échantillons dissous dans le tampon de
chargement ont été dénaturés, par un chauffage de 2 min a 95° C, puis ont été
placés sur glace. Environ la moitieé de chacun des échantillons a été chargée sur
le gel (polyacrylamide 8 %, urée 7 M et TBE 0,5 X). La migration a été effectuée a
120 V, a une température n'excédant pas 50° C, jusqu'a ce que le xylene cyanol
(bleu migrant le plus lentement) ait atteint le bas du gel (environ 4 h). Les
fragments ont ensuite été transférés sur une membrane de nylon chargée
positivement (Boehringer Mannheim) par électrotransfert a 2 A pendant 45 min
avec du TBE 1 X comme tampon. L'ADN transféré a ensuite été fixé a la

membrane par une irradiation aux UV.

Les membranes ont éeté préhybridées a une température de 60-68° C
pendant 20 min avec le tampon d’hybridation (phosphate de sodium pH 7,2 250
mM, EDTA 1mM, SDS 7 % et BSA 1 %). Le tampon utilisé pour la préhybridation

. a été remplacé par du tampon d’hybridation contenant la totalité de la sonde (voir



Tableau 6. Etapes d’amplification de la méthode LMPCR
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1) Dénaturation 2) Hybridation 3) Elongation
Pfu Taq Pfu et Taq Plu (T° =78 C) ot
Cycles Taq (T°=74° C)
T (°C)ettemps T°(°C)ettemps T° (° C) et temps Temps (sec)
(sec) (sec) (sec)
0 - 93 pour 120 - N
1 98 pour 300 98 pour 150 Tm pour 180 180
2 98 pour 120 95 pour 60 Tm - 1° C pour 150 180
3 98 pour 60 95 pour 60 Tm - 2° C pour 120 180
4 98 pour 30 95 pour 60 Tm - 3° C pour 120 180
5 98 pour 20 95 pour 60 Tm - 4° C pour 90 150
6318 Répéter le cycle 5, 13 fois en ajoutant 5 sec/cycle a I'hybridation et a I'élongation
19 98 pour 20 95 pour 60 Tm - 3° C pour 240 240
20 98 pour 20 95 pour 60 Tm -2° C pour 240 240
21 98 pour 20 95 pour 60 Tm - 1° C pour 240 240
22 98 pour 20 95 pour 60 Tm pour 240 600

L'étape d’amplification de la méthode LMPCR se fait en 22 cycles. Pour chaque

cycle, les étapes suivantes se déroulent dans l'ordre: 1) dénaturation, 2)

hybridation et 3) élongation. Le tableau présente les conditions qui s’appliquent a

chacune des étapes selon I'enzyme utilisée (Pfu DNA polymérase ou Taq DNA

polymérase).
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plus loin). L’hybridation s’est déroulée pendant plus de 16 h & 60-68° C. Les
membranes ont ensuite été lavées pendant 10 min a température ambiante avec
une solution contenant 20 mM de phosphate de sodium pH 7,2, 1 mM de EDTA,
0,25 % de BSA et 2,5 % de SDS préchauffée a une température de 4° C
supérieure a la température d’hybridation. Trois autres lavages de 10 min a
température ambiante ont été faits avec une solution contenant 20 mM de
phosphate de sodium pH 7,2, 1 mM de EDTA et 1 % SDS préchauffée a une
température de 4° C supérieure a la température d'hybridation. Une
autoradiographie a ensuite été faite en exposant un film (Kodak, X-OMAT) a la
membrane hybridée pendant 0,5 a 8 h a -70° C sous écrans pour amplifier les

signaux.

La sonde a été produite par élongations multiples de I'amorce 2 hybridée a
I'un ou l'autre des gabarits correspondant a la région d’intérét, soit MET1-5 ou
MET2-6 (section 2.5). La réaction a été produite dans un volume total de 150 pl
contenant 20 ng du fragment MET2-6 ou MET1-5, 1 X de tampon pour la Tag DNA
polymérase (Tris-HCI pH 8,9 10 mM, NaCl 40 mM et gélatine 0,01 % (w/v)), 2 mM
de MgCl,, 130 nM des quatre dNTP, 0,5 uM de I'amorce 2 (tableau 4), 2,5 U de

Taq DNA polymérase et 100 uCi de [a32P]-dCTP (New England Nuclear). La
reaction s’est déroulée selon le protocole suivant : 1 cycle a 97° C pour 3 min, 30
cycles a 95 ° C pour 1 min, 60-68° C (selon le Tm de I'amorce) pour 2 min et 74° C
pour 3 min (thermocycleur PTC, MJ Research). L’ADN a ensuite été précipité avec
2,5 M d’acétate d’'ammonium, 20 pg de glycogéne et 2 volume d’éthanol 100 %.

Le précipité a été redissous dans 100 ul de TE.
2.5 Synthése des gabarits MET2-6 et MET1-5 pour la génération de sondes

Les fragments de PCR MET2-6 et MET1-5 ont servi de gabarits pour la
synthése des sondes pour I'étape d’hybridation de la méthode LMPCR. La sonde
MET2-6 utilisée dans l'essai de méthylation par hybridation Southern a été
synthétisée a partir du fragment MET2-6. Les fragments MET2-6 et MET1-5 n'ont

" pas éte générés directement a partir d'amorces situées a leurs extrémités car nous
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n‘avons pu réunir les conditions permettant leur amplification. Chacun de ces
fragments sont plutét issus de la fusion de deux produits de PCR, MET2-6 des
deux fragments MET2S/2A et MET6S/6A, et MET1-5 des deux fragments
MET1S/1A et MET5S/5A (figure 20). Les produits de PCR a fusionner ont été
mélanges, aprés quoi une dénaturation et une réhybridation entre eux ont suivi
(figure 20). Les produits de PCR & fusionner se chevauchant a I'une de leurs
extremités, une élongation subséquente a généré des molécules comprenant la
sequence des deux fragments de PCR a fusionner (figure 20). Une amplification
PCR, utilisant les amorces correspondant aux extrémités des molécules de fusion,

a ensuite éte faite (figure 20) et le produit d’amplification a été purifié.

Synthese du fragment MET1S/1A. Ce fragment a été amplifié dans un
volume de 100 pl total contenant 50 ng d’ADN génomique, 1 X de tampon A pour
I'eLONGase (Tris-SO4 pH 9,1 60 mM, (NH4),SO4 18 mM et MgSO, 1 mM: Gibco-
BRL), 200 uM de chacun des quatre dNTP (Pharmacia Biotech ou Gibco-BRL), 0,2
uM des amorces MET1S et MET1A (tableau 4), 8 % de DMSO et 2 U d’eLONGase
(Gibco-BRL). L'amplification s'est déroulée selon le protocole suivant
(Thermocycleur Perkin-Elmer, modéle 480) : 1 cycle & 94° C pour 2 min, 40 cycles
a 94° C pour 1 min, 51° C pour 30 sec et 72° C pour 1 min puis 1 cycle 372 ° C

pour 10 min.

Synthése des fragments MET5S/5A et MET6S/6A. L’amplification de ces
fragments a été faite dans un volume total de 100 ul contenant 50 ng d’ADN
genomique, 0,5 X de tampon A pour 'eLONGase (Tris-SO4 pH 9,1 30 mM,
(NH4)2SO4 9 mM et MgSO, 0,5 mM; Gibco-BRL), 0,5 X de tampon B pour
'eLONGase (Tris-SO4 pH 9,1 30 mM, (NH4),SO, 9 mM et MgSO. 1 mM; Gibco
BRL), 200 uM de chacun des quatre dNTP (Pharmacia Biotech ou Gibco-BRL), 0,2
uM des amorces MET5S et MET5A ou MET6S et MET6A (tableau 4) et 2 U
d’eLONGase (Gibco-BRL). L'amplification s’est déroulée selon le protocole
suivant (thermocycleur Perkin-Eimer, modeéle 480) : 1 cycle a 94° C pour 2 min, 40

cycles a 94° C pour 1 min, 51° C pour 30 sec et 72° C pour 1 min puis 1 cycle a

.72° C pour 10 min.
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Figure 20. Procédure utilisée pour la synthése des fragments MET2-6 et

MET1-5

Fléches bleues pales : direction de I'élongation; les couleurs indigo, rose, rouge et

vert correspondent aux fragments initiaux a fusionner; bleu pale : ADN polymérisé

lors de I'élongation; fleches noires : amorces pour amplification PCR.
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Synthese du fragment MET2S/2A. Ce fragment a été amplifié dans un
volume total de 100 pl contenant 50 ng d’ADN génomique, 1 X de tampon « GC
Genomic PCR Reaction Buffer » (Tris-HCI pH 9,3 40 mM, KOAc 85 mM, DMSO 5
% et Triton X-100 0,1 %; Clontech), 1,1 mM Mg(OAc)z, 200 uM de chacun des

quatre dNTP (Pharmacia Biotech ou Gibco-BRL), 1 M de GC-melt (composition
non-divulguée; Clontech), 0,4 uM des amorces MET2S et MET2A (tableau 4) et 1
X du meélange polymeérase « Advantage-GC Genomic Polymerase Mix » (Tth DNA
polymerase 1 U, anticorps TthStart 0,01 pg/ul, glycérol 1 %, Tris-HCI pH 7,5 0,2
mM, EDTA 1,5 uM, DTT 15 uM, BSA 3,75 ug/ml; Clontech). L’amplification s’est
déroulée selon le protocole suivant (thermocycleur Perkin-Elmer, modéle 480) : 1
cycle a 95° C pour 1 min, 40 cycles a 95° C pour 30 sec, 58° C pour 30 sec et 68°

C pour 2 min puis 1 cycle a 68° C pour 10 min.

Aprés migration sur un gel d'agarose 1 %, les quatre produits de PCR
(MET1S/1A, MET2S/2A, MET5S/5A et MET6S/6A) ont été découpés puis
l'agarose a été éliminé par centrifugation sur laine de verre. L'ADN a ensuite été
purifie¢ a I'aide d’'une colonne « Qiaquick PCR purification kit » (Qiagen) selon la

procédure du fabriquant.

Fusion des fragments MET1S/1A-MET5S/5A et MET2S/2A-MET6S/6A. Les
fragments MET1S/1A et MET5S/5A puis MET2S/2A et METBS/6A ont été
fusionneés dans un volume total de 10 ul contenant 10 ng de chacun des deux
fragments & fusionner, 1 X de tampon « GC Genomic PCR Reaction Buffer » (Tris-
HCI pH 9,3 40 mM, KOAc 85 mM, DMSO 5 % et Triton X-100 0,1 %; Clontech), 1,1
mM Mg(OAc)z, 200 uM de chacun des quatre dNTP (Pharmacia Biotech ou Gibco-

BRL), 1 M de GC-melt (composition non-divulguée; Clontech) et 1 X du mélange
polymérase « Advantage-GC Genomic Polymerase Mix » (Tth DNA polymerase 1
U, anticorps TthStart 0,01 pg/ul, glycérol 1 %, Tris-HCI pH 7,5 0,2 mM, EDTA 1,5
uM, DTT 15 uM et BSA 3,75 ug/ml; Clontech). Les fragments ont été fusionnés en
faisant 10 cycles d'élongation selon la procédure suivante (thermocycleur Perkin-

Elmer, modele 480) : pour MET1-5, 1 cycle a 95° C pour 1 min, 10 cycles a 95° C
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pour 1 min, §5° C pour 1 min et 68 ° C pour 2 min puis 1 cycle a 68° C pour 5 min;
pour MET2-6, 1 cycle a 95° C pour 1 min, 10 cycles a 95° C pour 30 sec et 68° C
pour 2 min puis 1 cycle a 68° C pour 5 min. Pour 'amplification des produits de
fusion, un volume de 10 ul contenant 1 X de tampon « GC Genomic PCR

Reaction Buffer », 1,1 mM Mg(OAc)z, 200 uM des quatre dNTP, 1 M de GC-melt,
0.4 M des amorces MET1A et MET5S ou MET6A et MET2S (tableau 4) et 1 X du

melange polymérase « Advantage-GC Genomic Polymerase Mix » a été ajouté.
L'amplification s’est déroulée selon le protocole suivant (thermocycleur Perkin-
Elmer, modéle 480) : 1 cycle a 95° C pour 1 min, 40 cycles a 95° C pour 30 sec,
50° C pour 30 sec et 68° C pour 2 min puis 1 cycle a 68° C pour 10 min. Aprés
migration sur un gel d’agarose 1 %, le fragment fusionné a été découpé puis
l'agarose a été élimine par centrifugation sur laine de verre. L'ADN a ensuite été
purifié & 'aide d’'une colonne « Qiaquick PCR purification kit » (Qiagen) selon la

procédure du fabriquant.
2.6 Essai de détermination du sexe par PCR

L’'essai de détermination du sexe par PCR est basé sur le fait que les
chromosomes X et Y présentent chacun une région étant homologue a 90 %,
lesquelles correspondent aux génes amélogénine, situé sur le chromosome X et
amelogénine-like, situé sur le chromosome Y (Nakahori et al., 1991). Ces deux
genes peuvent étre amplifiés a I'aide des mémes amorces générant des produits
de PCR de tailles différentes, specifiques a chacun des genes (Nakahori et al.,
1991).

Les réactions d’amplification ont été faites dans un volume total de 20 pul
contenant 100 ng d’ADN génomique, 1 X de tampon pour la Tag DNA polymérase
(Tris HCI pH 8,4 20 mM et KCI 50 mM; Gibco-BRL), 1,5 mM de MgCl,, 150 uM des
quatre dNTP, 0,5 uM des amorces AMXY-F et AMXY-R (tableau 4) et 0,5 U de
Tag DNA polymérase (Gibco-BRL). Les réactions se sont déroulées selon la
procédure suivante : 1 cycle a 94° C pour 5 min, 30 cycles a 94° C pour 45 sec,

'60° C pour 1 min et 72 ° C pour 45 sec puis 1 cycle a 72 ° C pour 7 min. Les



83

produits de PCR ont éte fractionnés sur un gel de polyacrylamide 8 % et

photographiés sous rayons UV aprés coloration au bromure d’éthidium.

2.7 Amplification PCR des marqueurs microsatellites

Nous avons amplifié par PCR les microsatellites DXS102, DXS538 et
DXS981 afin de mettre en évidence la présence éventuelle de deux chromosomes

X dans un échantillon d’ADN de garcon.

Les amplifications PCR ont été faites dans un volume total de 20 ul contenant
100 ng d’ADN génomique, 1 X de tampon pour la Tag DNA polymérase (Tris HCI
pH 8,4 20 mM et KCI 50 mM; Gibco-BRL), 1,5 mM MgCly, 0,2 uM de dATP + dGTP
+ TTP, 0,025 uM de dCTP, 1,25 uCi de [¢**P]-dCTP, 0,6 uM d’amorces (DXS102-
F/DXS102-R ou DXS538-F/DXS538-R ou DXS981-F/DXS981-R; tableau 4) et 0,5
U de Tag DNA polymérase (Gibco-BRL). L’amplification du microsatellite DXS102
s'est déroulée selon la procédure suivante : 1 cycle a 95° C pour 2 min, 30 cycles
a 94° C pour 45 sec, 55° C pour 45 sec et 72° C pour 1 min puis 1 cycle a 72° C
pour 10 min. L'amplification des microsatellites DXS538 et DXS981 s’est déroulée
selon la procedure suivante : 1 cycle a 95° C pour 2 min, 30 cycles a 94° C pour 45
sec, 57° C pour 45 sec et 72° C pour 1 min puis 1 cycle a 72° C pour 10 min. Les
produits de PCR ont été migrés sur un gel de séquencage (polyacrylamide 6 % et
urée 7 M). Une autoradiographie a ensuite été faite en exposant un film (Kodak,

X-OMAT) au gel & -70° C sous écrans pour amplifier les signaux.
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Suite a la mise en évidence de I'expression du géne GPC3 dans certains NB
et dans toutes les WT analysées (Saikali et Sinnett, 2000), nous avons voulu
comprendre les mecanismes de régulation impliqués dans la transcription de ce
géne. A cette fin, nous avons déterminé le profil de méthylation et cartographié les
sites d'interactions ADN-protéines au niveau du promoteur du géne GPC3.

3.1 Etude de la méthylation

Une étude d’expression effectuée sur des carcinomes hépathiques a montré
que GPC3 etait surexprimé de fagon préférentielle chez les femmes (femmes : 95
% vs hommes : 67 % ; Hsu et al., 1997). Du fait que GPC3 est un géne lié au
chromosome X et qu'il est généralement accepté que la méthylation est impliquée
dans le maintien de l'inactivation des génes sur le chromosome X inactif (Monk,
1986), I'étude de Hsu et al. (1997) soulevait la possibilité que des anomalies de
méthylation puissent étre impliquées dans la dérégulation de I'expression de GPC3
telle que celle observée dans les tumeurs embryonnaires qui nous intéressent.
Nous avons donc mené une étude visant a évaluer I'implication de la méthylation

dans I'expression de GPC3.

Un ilot CpG, s’étendant sur environ 2,5 kb, chevauche le promoteur et le
premier exon de GPC3 (Huber et al., 1997) (figures 1 et 21). La densité des sites
CpG est particulierement élevée dans la partie proximale du promoteur ou la

composition en nucléotides G+C atteint un pic de 90 % (figure 21).

Les CpG situés a l'intérieur de 6 sites de restriction Hpall, soit 2 sites distaux
(-616 et —586) et 4 sites proximaux (-204, -155, -90 et -83), ont été investigués a
I'aide de I'essai de méthylation par PCR (figure 12 : sites en bleu; figure 13). Cette
methode présente I'avantage d'étre relativement rapide en plus d’étre trés sensible

et de nécessiter peu d’ADN (voir section 2.2 pour détails). Aprés digestion de
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I'ADN génomique de différents échantillons avec les enzymes Hpall (sensible a la
methylation) et Mspl (isoschizomere de Hpall, insensible a la méthylation), une
amplification par PCR de fragments comprenant ces sites a été faite avec les
paires d'amorces B2-L2 et E2-J2 (tableau 4; figure 13). L’obtention d’'un signal
d'amplification, qui n’était possible qu’a partir de molécules non-clivées, signifiait
que des groupements méthyls étaient présents au niveau des sites investigués
(figure 10).

Quatre autres sites CpG ont été investigués a l'aide de I'essai de méthylation
par hybridation Southern (figure 12 : sites en rouge). Ceux-ci sont situés a
l'interieur de 3 sites de reconnaissance d’endonucléases sensibles a la
meéthylation, soit BssHII (2 sites : -291 et -289), Sacll (1 site : -141) et Eagl (1 site :
-83) (figure 14). Un fragment Hindlll, d’'une longueur d’environ 6,15 kb, a d'abord
éte géneré, aprés quoi une digestion avec 'une ou l'autre de ces trois enzymes a
ete effectuée (figure 15). Le profil de méthylation a ensuite été révélé par
hybridation Southern avec la sonde MET2-6 (figures 10 et 15). L’obtention d’un
signal de haut poids moléculaire signifiait que des molécules méthylées au niveau
des sites investigués étaient présentes dans I'échantillon alors qu’un signal de plus
faible poids moléculaire correspondait a des molécules non-méthylées (figures 10
et 15). Bien que I'essai de méthylation par hybridation Southern nécessite une
plus grande quantité et une meilleure qualité d’ADN que 'essai par PCR, il a le
grand avantage d'étre quantitatif en plus de permettre la visualisation des

molécules non-méthylées aussi bien que de celles méthylées.
3.1.1 La méthylation du promoteur de GPC3 dans les cellules normales

Puisque le statut de méthylation du promoteur d’'un géne corréle souvent
avec le statut d’expression, notre analyse a été faite sur des cellules normales
exprimant ou non GPC3 (GPC3+ et GPC3-, respectivement). Ainsi, 'essai de
méthylation par PCR a été effectué sur de 'ADN génomique de 14 échantillons de
sang périphérique (GPC3-) et de 11 échantillons de placentas (GPC3+) (voir
section 2.1). L'essai de méthylation Southern a également été effectué sur les

" échantillons parmi ceux-ci dont la quantité d'’ADN était suffisante et I'intégrité
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adéquate.

Les résultats de I'essai de méthylation par PCR sur les échantillons normaux
ont révelé une tendance nette : les échantilions de filles étaient méthylés alors que
ceux des gargons ne ['étaient pas, et ce indépendamment du statut d’expression
(figure 22 et 23, tableau 7). L'essai par hybridation Southern a révélé que la
meéthylation chez les filles était partielle et que le rapport entre les signaux de
méthylation et de non-méthylation étaient d’environ 1:1 (figure 24; tableau 7). Ces
résultats suggérent que la méthylation observée chez les filles ne touche qu’un
seul alléle, probablement celui lié au X inactif. De plus, le fait que GPC3 ne soit
pas exprime dans le sang périphérique des gargons indique que la méthylation ne

semble pas nécessaire a la répression du gene.

Les résultats de deux échantillons dérogent a la tendance observée, soit ceux
des placentas #25 et #32 (figures 23 et 24). Dans le cas de I'échantillon de fille
#25, I'essai par PCR a montré qu'au moins un site de la région proximale n’était
pas methyle (figure 23; tableau 7). Toutefois, le fait que I'essai par hybridation
Southern sur cet échantillon montre un profil tout a fait semblable aux autres
echantillons de filles suggére que la méthylation du promoteur de GPC3 de cet
échantillon n’affecte pas la totalité des sites CpG (tableau 7). L'échantillon du
gargcon #32 ne presentait pas lui non plus un profii semblable a celui de la
tendance, ni a I'essai par PCR (méthylation), ni a I'essai par hybridation Southern
(methylation partielle) (figures 23 et 24, tableau 7). Cette méthylation partielle peut
étre expliquée de trois fagons: i) il y a eu erreur sur le sexe ; ii) le gargon présentait
un syndrome de Klinefelter (caryotype 47,XXY) ou iii) les cellules de placenta
étaient héterogénes du point de vue de la méthylation de GPC3. Afin d’écarter la
premiére hypothése, nous avons fait un test PCR avec des amorces capables
d’amplifier des régions de différentes longueurs au niveau des chromosomes X et
Y. |l s’est avéré que I'échantillon #32 est de sexe masculin puisque des bandes
correspondant au fragment du X et du Y ont été obtenues (figure 25 A). Ensuite,
nous avons amplifie, par PCR, trois marqueurs microsatellites situés sur le
chromosome X (DXS102, DXS528 et DXS981) afin de déterminer si I'échantillon

" contenait plus d’'un chromosome X. Des bandes uniques ont été obtenues avec
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CA #32 AL

DXS102 DXS528 DXS981

>~ 7

1 2 3

Figure 25. Détermination du sexe et du nombre de chromosomes X présents
dans I’échantillon de placenta #32

A. Un PCR capable d’amplifier des fragments de différentes longueurs sur les
chromosomes X et Y a été fait avec de 'ADN génomique des échantillons CA
(contrdle fille), #32 et AL (contrdle gargon). B. Autoradiographie des produits de
PCR des microsatellites DSX102, DSX528 et DSX981 amplifiés a partir d’ADN

génomique provenant de I'échantillon de placenta #32.
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les trois marqueurs (figure 25 B). Etant donné le caractére hautement
polymorphique de ces marqueurs, ces résultats suggérent fortement que
I'echantillon #32 ne posséde pas deux chromosomes X. Il semble donc que les
cellules du placenta #32 étaient hétérogénes du point de vue de la méthylation du
gene GPC3.

Afin d’appuyer I'hypothése que la méthylation partielle observée chez les
filles soit liée au chromosome X inactif, nous avons déterminé le profil de
methylation du promoteur de GPC3 dans des échantillons d’ADN de sang
peériphérique provenant de filles présentant le syndrome de Turner (voir section
2.1). Ce syndrome est caractérisé cytogénétiquement par la présence d'un seul
chromosome X compiet, ce dernier étant toujours actif (Ross et al, 2000).
L'analyse du profil de méthylation de filles dépourvues de chromosome X inactif
nous permettrait d’'associer par défaut la méthylation observée chez les filles
normales au chromosome X inactif. Deux échantillons de caryotype 45, X
(Catherine Hamelin, communication personnelle) ont été analysés au niveau des
sites proximaux et distaux du promoteur de GPC3 et aucun signal de méthylation
n‘a été détecte (figure 26). La méthylation observée chez les filles est donc le plus

vraisemblablement liée au X inactif.

Malgré les exceptions observées, la méthylation partielle chez les filles et
I'absence de méthylation chez les garcons semble constituer la tendance générale
dans les tissus normaux évalués. Par conséquent, cette tendance sera considérée

comme la « normalité » pour l'interprétation des résultats des tissus tumoraux.

3.1.2 La méthylation du promoteur de GPC3 dans les tumeurs

embryonnaires

Avant d’aborder cette section, il importe de mentionner la convention utilisée
pour faciliter I'interprétation des résultats a la limite de détection. Pour 'essai par
PCR, lorsque le signal de méthylation observé était d'une intensité a peine
perceptible a I'eeil nu et que cette intensité ne représentait qu'une faible proportion

“par rapport a celle du contréle positif, I'appellation « trace » (tr) a été utilisée pour
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# Echantillon AC-1 DC

Enzyme digestion

Sites proximaux

Sites distaux

Controle interne de
digestion (plasmide)

Figure 26. Essai de méthylation par PCR sur de I’ADN génomique
d’échantillons de caryotype 45,X (syndrome de Turner)

Pour chaque échantillon: H: digestion avec I'enzyme Hpall, sensible a la
méthylation; M : digestion avec 'enzyme Mspl, insensible a la méthylation; N:
ADN non-digéré. Se référer aux figures 12 et 13 pour les détails concernant les

sites proximaux et distaux étudiés.
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décrire le résultat. De méme, pour I'essai par hybridation Southern, lorsqu’un
signal était d’'une intensité tres faible par rapport a un autre situé dans le méme
couloir, I'appellation « trace » (tr) a aussi été utilisée pour décrire le résultat.

Le profil de méthylation du promoteur de GPC3 a été déterminé par I'essai
PCR dans des échantillons d’ADN de 9 lignées cellulaires de NB (voir section 2.1).
Dans les lignées de gargons, le profil de méthylation suivait la tendance observée
dans les tissus normaux, soit une absence de méthylation (figure 27; tableau 8).
Toutefois, chez les filles, deux échantillons sur trois présentaient des anomalies de
meéthylation par rapport aux tissus normaux, soit SK-N-AS et SK-N-SH (figure 27;
tableau 8). L'essai de méthylation par hybridation Southern a ensuite été effectué
avec 6 de ces échantillons. Les résultats ont été similaires a ceux obtenus avec
I'essai par PCR, ne relevant d'anomalies de méthylation que dans les échantillons
de filles SK-N-AS et SK-N-SH (figure 28; tableau 8). Dans les tumeurs primaires
de NB (voir section 2.1), un profil normal de méthylation a été détecté dans 5 des 6
échantillons analysés avec l'essai pas PCR (figure 29; tableau 8). Le seul
échantillon présentant une méthylation aberrante était NB5 (sexe féminin) (figure
29; tableau 8). L'essai par hybridation Southern a cependant révélé des anomalies
dans 3 des 4 échantillons analysés, soit les filles NB4 et NB5 et le garcon NB11
(figure 30; tableau 8). En résumé, pour les 15 échantillons de NB (lignées
cellulaires et tumeurs primaires), 1 gargon sur 9 (11 %) et 4 filles sur 6 (67 %)
présentaient une anomalie de méthylation (tableau 8). Il semble donc que dans
les NB, les aberrations de meéthylation touchent davantage les filles que les

garcons (test de Fisher : p =0,047).

L’analyse de methylation par PCR du promoteur de GPC3 dans les WT
primaires (voir section 2.1) a aussi mis en évidence des anomalies de méthylation
dans la moitié des échantillons, soit 1 de fille (WT51) et 3 de gargons (WT177,
WT116 et WT158) (figure 31, tableau 8). L’'essai par hybridation Southern n’a pu
étre effectué que sur 5 de ces 8 échantillons en raison de la quantité disponible
d’ADN. Les resultats ont été similaires a ceux obtenus par PCR, révélant une
méthylation aberrante dans les échantillons WT51 (fille) et WT177 (gargon) (figure
 32). Enrésumé, 1 fille sur 4 (25 %) et 3 garcons sur 4 (75 %) présentaient des
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# Echantillon SK-N-AS SK-N-SH SK-N-DZ
Enzymes H HB H/S HE H HB HS HE H HB H/S HE

?

~6,1 kb

~3,1 kb

# Echantillon SJNB-1 SJINB-7 SK-N-FI
Enzymes H H/B HS H/E H HB HS HE H HB H/S HE

~8,1 kbp-
o)

~3,1 kop»

Figure 28. Essai de méthylation par hybridation Southern sur des

échantillons d’ADN de lignées cellulaires de NB
Enzymes de restrictions : H : Hindlll; B : BssHII; S : Sacll; E : Eagl. Q : femme;

J" : homme.
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Q o)

# Echantillon N4 N5 N11 N13
Enzymes H H/B H/SHE H HB HSHE H HB HSHE H HB H/S HE

~6,1 kbp»

~3,1 kbp

Figure 30. Essai de méthylation par hybridation Southern sur des

échantillons d’ADN de NB primaires
Enzymes de restrictions : H : Hindlll; B : BssHIl; S : Sacll; E : Eagl. Q : femme;

O’: homme.
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# Echantillon WT130 WT42 WT51
Enzymes H HB H/S HE H HB H/S HE H H/B H/S HE

~6.1 kb

?

~3,1 kb

# Echantillon WT40 WT177
Enzymes H HB H/S HE H H/B H/S HE

~6,1 kb |

g

~3,1 kop>

Figure 32. Essai de méthylation par hybridation Southern sur des

échantillons de WT primaires
Enzymes de restrictions : H : Hindlll; B : BssHII; S : Sacll; E : Eagl. Q : femme;

O' - homme.
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anomalies de méthylation. Donc, contrairement aux observations concernant le
NB, les anomalies de méthylation dans les WT semblent toucher davantage les
garcons que les filles (tableau 8). Cependant, trop peu d'échantillons ont été
testés pour appuyer cette hypothése statistiquement (test de Fisher : p = 0,243).

Le statut d'expression transcriptionnelle de GPC3 de la plupart des
échantillons tumoraux a été déterminé dans notre laboratoire (tableau 8; Saikali et
Sinnett, 2000). Nos résultats indiquent qu'il n’y a pas de relation évidente entre la

methylation et 'expression de GPC3 (tableau 8).

Ayant a notre disposition de 'ADN provenant de spécimens de reins normaux
adjacents aux WT de 3 des échantillons étudiés (voir section 2.1), nous avons
évalué le statut de méthylation par PCR sur ces ADN et I'avons comparé aux
échantillons des tumeurs adjacentes. Un changement de statut de méthylation a
été observé dans I'échantillon de gargcon WT177 ; celui-ci présentait des traces de
méthylation en position distale du promoteur comparativement au rein normal
RN177, qui ne présente aucune méthylation (figure 33). Puisque la tumeur WT177
exprime plus fortement GPC3 que le rein normal RN177 et que la méthylation dans
le promoteur est reconnue comme étant associée a une inhibition
transcriptionnelle, il est probable que les cellules de I'échantillon WT177 étaient
hétérogenes du point de vue de la methylation du promoteur de GPC3 et que
I'expression plus marquée de la tumeur ne représentait possiblement que la

contribution des cellules non méthylées au niveau de GPC3.

3.2 Cartographie des sites d’interations ADN-protéines

La transcription constitue une étape-clé dans le processus de régulation de
I'expression génique. Cette régulation fait intervenir, entre autres, des facteurs de
transcription agissant en trans au niveau d’éléments cis du promoteur des géenes
(voir section 1.3). L’identification des TF liant un promoteur apporte donc des
renseignements importants quant a la régulation de lexpression d’'un géne
particulier. Il existe différentes fagons de procéder pour identifier les TF. Dans

notre etude, nous avons utilisé une approche permettant de mettre en évidence
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des empreintes témoignant d’une interaction ADN-protéine au niveau d'un
promoteur et ainsi de déduire les TF pouvant potentiellement s’y lier. La
cartographie des sites d’interactions ADN-protéines a été effectuée dans un

contexte in vivo.

Tel que décrit dans la section 2.4, la méthode de cartographie des
interactions ADN-protéines in vivo comporte plusieurs étapes dont la premiere est
l'induction de dommages a ’ADN de lignées cellulaires en culture (in vivo). Dans
notre étude, nous avons induit des dommages a I'’ADN a l'aide de deux types
d’agents, soit le diméthylsulfate (DMS) ou les rayons ultra-violets C (UVC). Le
DMS meéthyle préférentiellement les guanines alors que les UVC produisent des
diméres cyclobutyliques de pyrimidines (CPD) et des photoproduits 6-4. L'emploi
de ces deux agents donne l'avantage de pouvoir détecter des interactions au
niveau de I'ADN entre des guanines (DMS) ou des dinucléotides de pyrimidines
(UVC) et des protéines, plutdt qu’au niveau d’un seul de ces deux éléments. Il faut
aussi mentionner que, de par leur nature, les agents n'ont pas tous la méme
capacité de révéler certains contacts (voir discussion), ce qui justifie d’autant plus

I'utilisation de plus d’un agent.

Pour faire la cartographie des sites d’interactions ADN-protéines au niveau du
promoteur de GPC3, nous avons choisi deux lignées cellulaires dérivées de NB de
gargons exprimant ou non GPC3, soit SINB-7 et SK-N-FI respectivement (Saikali
et Sinnett, 2000; tableau 8). Le choix d'utiliser des lignées de sexe masculin avait
pour but d’éliminer toute confusion liée au X inactif qui aurait pu découler de
I'utilisation de lignées de filles. Quant au statut d’expression, 'utilisation de lignées
exprimant différentiellement GPC3 était justifiée par la perspective éventuelle de
mettre en évidence des sites d'interaction différentiels entre les deux lignées, en

relation avec le statut d’expression de GPC3.

Dans le cadre de notre étude, nous avons révélé des interactions ADN-
protéines dans la région située entre —980 et +175 a 'exception de l'intervalle —133
a —44 (figure 18) ou notre incapacité a tirer de I'information de cette région pourrait

&tre liée a la forte densité en nucléotides G+C (figure 21). Des résultats
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représentatifs sont présentés a la figure 34. On note la présence de régions
protégées (o, o, o ou ©) et de sites hyper-réactifs (m, =, ® ou ) (figure 34). Une
protection suggére qu’un facteur interagissant avec 'ADN a protégé le site en
question au moment de l'induction des dommages alors qu’un site hyper-réactif
suggeére que la région, de par son interaction avec le milieu environnant, a éteé sur-
exposée a I'agent endommageant. Un trés grand nombre d’empreintes ont été
détectées dans la région étudiée (carte détaillée : figure 35). Ces empreintes
appartiennent a trois catégories : i) celles communes aux deux lignées cellulaires;
ii) celles spécifiques a la lignée SINB-7, qui exprime GPC3 et iii) celles spécifiques
a la lignée SK-N-FI, qui n’exprime pas GPC3 (figure 35). Les empreintes généerees
peuvent étre attribuables non seulement a la liaison de TF aux éléments cis qui les

chevauchent mais également a la présence de structures secondaires.

Afin de guider notre démarche visant a identifier les TF participant a la
régulation transcriptionnelle de GPC3, nous avons soumis la séquence promotrice
au programme TFSEARCH (internet :
http://pdap1.trc.rwep.or.jp/research/db/TFSEARCH.html). Ce programme predit
quels TF peuvent potentiellement lier une séquence. Nous avons fixé le seuil de
probabilité a 85 points (seuil par défaut du programme). La figure 35 montre les
éléments au niveau du promoteur de GPC3 chevauchant les empreintes qui
peuvent potentiellement lier un facteur de transcription, tel que prédit par le
programme. Le tableau 9 fait la liste des facteurs prédits et présente certaines de

leurs carctéristiques.
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Carte détaillée des empreintes in vivo identifiées au niveau du promoteur de
GPC3 et des sites de liaison putatifs de facteurs de transcription

-970 AAATAGCCTTCTACT CCATCTATGAAATP{%&GCTAGCTTT GGCTCAGTAAA -921

i
-920 TTTGCTGTGTAATGATTTTCTAATGAGTTAGGCTGGCTTTAAGCCCCTGG -871
B O R0 0O o

Oct-1 (93,5) cdxA (88,5)

Oct-1 (89,8)

O O
-875 CCTGGTTATTTCGTTGTA.ACCAGTTADGGCTTTGCCTCTTGAAGGGCCACC -826

]
-835 AAGGGCCACCTGGGACTGTCGTGCAGTAGATTTTCTTTTAACGCC -791
o o o -]

USF (85,0) SRY (90,0)

-790 CCAGAATCAGGTGCTTTCTCTGACTTTGTGTGGCTCTACT -751
B[ B a =

GATA-1 (90,2)

]
-755 CTACTGA.ATCA&ATCTAGCAAGCCACAGP[EC‘—}GCTTTCAGACTTTTA.AGATACAATAT =700

SRY (90,9)

-710 AGATACAATATTCAAAGGTGAGGCAGGCTGTGAAAAGCCCAGCGGTCCCT -661
Em (M-

deltaE (89, 3) c-Rel (85,1)

g EEEE
-660 GGCTGTCCCT%GGCGACTATTT GCAGGTTGGCTTTGAGAACCCGGTCA -611

-625 TTGAGAACCCGGTCAEGEI]\GCTGCGTTAGGAAAACGGTTCCCGG%AAGCTCCTCAGA =571
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-584 GGAAGCTCCTCAGAGAGTAGAATGAGGAGGTGGATTTTGTGTGAAGGAACACCTTGTGTG -525
O N oo md m O

LIT] = 0
-530 TGTGTGGCTCTGGTGGCCAGG%%?GAGCTGGCACAAGCTGAAAGAAGGCC -481
(2 4 ]

(1] 1] HN (] .
-482 CCTGTGGC%?AGCGGAGGGGGACCTAAGTCAGGGACCCCCACCTGCCCCCAGGAAGGA -425

MyoD (88,4)

0
-430 GAAGGATGAAAAGGAGACAAAAATCCTAAAGGGAAAAGCC -391

CdxA (87,2)

[l O O
-400 GGGAAAAGCCCTCCAGGCTGTAGGCCAATGAGCGGCGGGAAGGAGGAGTGAGGCTGGGGA —-341
O o ocom [ 0 I I I M

c-Rel (90,9) p300 (88,1)

0 W (1] 0
-350 AGGCTGGGGAACTTCTCCCAGAGCCAGTCAGAGCGGACGG -311
[ [ B .

MZF1l (90,4) Lyf-1 (92,2)

0 0 0
-318 GCGGACGGCTGCTGG%%?GSE%#TCAGCGCGCTC%%GCCTGCAGCCCC =271

GATA-1 (91,8)

NF-Y (89,4)
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-240 TAGAGCGGCTGCGAGCGGGCAGCTGGGCTCGGCTGCCGGGAGCCACCGCG -191
| o m & oTm

- 181 (3 N—
| JilNlejunnle] OO ) IE;EED
-45 CGCCTCGCCCCGCCCCGTCCCTCCTCGCCCCGCCCCACCCCAGTCAGCCCCGCCCTG +12
-Spl_(94,5) =SB ian) SRt 80500
_Spl_(86,3)

Figure 35. Carte détaillée des empreintes in vivo identifiées au niveau du
promoteur de GPC3 et des sites de liaison putatifs de facteurs de
transcription

Empreintes générées par le traitement aux UVC : o, o ou o : site protégé; m, m ou m
. site sur-exposé. Empreintes générées par le diméthylsulfate (DMS) : o, o ou o :
site protégé; e, e ou e : site sur-exposé. Les symboles verts indiquent les
empreintes spécifiques a la lignées SINB-7 (GPC3+), les symboles rouges, les
empreintes spécifiques a la lignées SK-N-FI (GPC3-) et les symboles noirs, les
empreintes communes aux deux lignées cellulaires. Lignes pointillées : sites
prédits de liaison a un facteur de transcription superposant une empreinte
(prédiction a I'aide du programme TFSEARCH).
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION

4.1 La méthylation du promoteur de GPC3

4.1.1 Méthylation du promoteur de GPC3 dans les tissus normaux

Nous avons démontré que dans le sang périphérique et le placenta, le
promoteur de GPC3 est partiellement méthylé chez les filles alors qu’il ne l'est pas
chez les gargons. L'essai de méthylation par hybridation Southern et I'étude
d’échantillons de filles atteintes du syndrome de Turner (caryotype 45, X) appuient
'hypothése que la méthylation partielle observée chez les filles serait associée au
chromosome X inactif. Une étude similaire a aussi révélé une méthylation partielle
du promoteur de GPC3 dans des échantillons d’ADN de leucocytes de filles (Huber
et al., 1999). Ce méme groupe a aussi observé une méthylation compléte du
promoteur de GPC3 dans une lignée cellulaire hybride hamster-humain ne
contenant qu'un X inactif (Huber et al, 1999). L'ensemble de ces résultats
suggerent donc que le promoteur de GPC3 serait methylé sur le chromosome X
inactif. Ceci est en accord avec le concept que les ilots CpG présents sur le X
inactif sont généralement méthylés (Goto et Monk, 1998). Cette meéthylation serait
impliquée dans le maintien de l'inactivation des génes liés au chromosome X
inactif (Monk, 1986). Ces résultats impliquent également que GPC3 n'échapperait
pas a l'inactivation du X chez I'humain. En effet, la littérature rapporte de plus en
plus d’exemples de génes qui échappent a I'inactivation du X (e.g. dans Carrel et
Willard, 1999; Tsuchiya et Willard, 2000) et il semble que ceux-ci ne soient pas

methylés au niveau de leur promoteur (Goldman et al., 1998).

L'étude d’'échantillons de sang périphérique et de placentas provenant de
gargons a révelé une absence de méthylation au niveau du promoteur de GPC3.
Le gene GPC3 ne fait donc pas exception a la régle qui suggére que les Tlots CpG
ne sont généralement pas méthylés, a I'exception de ceux soumis a une empreinte
parentale ou ceux liés au X inactif (Ferguson-Smith et al., 1993; Sasaki et al., 1992
et Stoger et al., 1993). Nos résultats indiquent également que la méthylation du
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promoteur de GPC3 n'est pas nécessaire a la répression transcriptionnelle du
gene (sur le chromosome X actif). En effet, les échantillons de sang périphérique,
qui n'expriment pas GPC3, ne présentent pas de méthylation au niveau du

promoteur chez les gargons.

4.1.2 Méthylation du promoteur de GPC3 dans les tumeurs embryonnaires.

Nous avons démontré que la majorité des échantillons tumoraux présentaient
un profil de méthylation similaire a celui observé dans les échantillons normaux
étudiés. Cependant, nous avons aussi observé des anomalies de méthylation
dans certains échantillons. Dans les cellules de NB, les anomalies ont été
observées principalement chez les filles. Inversement, les anomalies observées
dans les WT concernaient davantage les gargons. Ces anomalies ne présentaient
pas de corrélation avec le statut d’expression. Elles reflétent possiblement le fait
que les cellules tumorales présentent souvent une méthylation aberrante, soit une
hypomethylation généralisée du génome et une hyperméthylation régionale,
souvent observée au niveau dilots CpG (Baylin et al., 1998; Momparler et
Bovenzi, 2000; Robertson et Jones, 2000).

La perte de méthylation observée dans certains échantillons de filles pourrait
étre a l'origine d’une réactivation de la transcription de GPC3. Les expériences de
deméthylation utilisant le 5-aza-dC et entrainant la réactivation de génes liés au X
inactif montrent bien que la perte de méthylation peut entrainer la réactivation
génique (Gartler et Goldman, 1994; Monk, 1986). Il y a toutefois peu de données
dans la littérature démontrant la réactivation d'un géne li¢ au X par perte de
methylation dans les cellules cancéreuses. Cette situation, méme si elle est peu

probable, demeure néanmoins théoriquement possible.

La méthylation d’'un promoteur réprime normalement la transcription d'un
géne. Pour GPC3 plus spécifiquement, nous I'avons mentionné, des expériences
de transfection ont montré que son promoteur réprime la transcription d'un géne
rapporteur lorsqu'il est préalablement méthylé in vitro (Huber et al., 1999). Etant
donné que GPC3 est exprimé dans toutes les WT analysées, la méthylation
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observée chez les gargons est probablement partielle et I'expression détectée
provient vraisemblablement des cellules non-méthylées. Ceci semble au moins
étre le cas pour I'échantillon WT177 qui présente effectivement une methylation

partielle.

Les aberrations de méthylation observées dans les tumeurs embryonnaires
peuvent-elles avoir un impact sur le développement et/ou I'évolution de la tumeur?
Bien que la méthylation semble réprimer la transcription de GPC3 (Huber et al.,
1999), son absence n’entraine pas nécessairement I'activation du géne. Le fait
que la meéthylation aberrante ne corréle pas avec I'expression de GPC3 suggeére
que la régulation de la transcription du géne n’est pas nécessairement dépendante
de la méthylation et donc que celle-ci, dans I'ensemble, pourrait n'avoir que peu
d'impact sur le processus tumoral, ne reflétant qu'un défaut généralisé de
methylation affectant souvent les cellules tumorales (Baylin et al., 1998; Momparler
et Bovenzi, 2000; Robertson et Jones, 2000).

4.2 Facteurs de transcription et régulation de I’expression de GPC3

4.2.1 Identification de sites de liaison de facteurs de transcription au niveau
du promoteur de GPC3

Dans le but ultime d'identifier les TF impliqués dans Ila régulation
transcriptionnelle de GPC3, nous avons utilisé une stratégie nous permettant de
cartographier les interactions ADN-protéines in vivo au niveau du promoteur du
gene. Bien que la méthode de cartographie in vitro soit plus simple a réaliser, elle
comporte le désavantage de sonder les interactions ADN-protéines dans un
contexte non physiologique. On accorde de plus en plus d’importance a la
structure native des promoteurs dans la régulation transcriptionnelle des genes.
Une approche in vitro ne peut évidemment pas tenir compte de cet aspect et peut
de ce fait ne pas refléter la réalité intra-nucléaire. La méthode in vivo est
cependant beaucoup plus complexe et laborieuse. Ceci tient principalement au fait
que l'analyse de la région d'intérét se fait en présence du génome dans sa totalité

“et toute sa complexité, et non pas a I'aide de sondes de quelques centaines de
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paires de bases seulement. Nous avons tout de méme choisi de préconiser une
approche in vivo, décision d’autant plus justifiée que le groupe de Huber et al.
(1998) a rapporté les résultats d’une étude in vitro qui n'a pas pu expliquer la tissu-

spécificité d’expression de GPC3.

Avant d’aller plus loin, mentionnons quelques points importants nous
permettant d'interpréter les résultats de facon plus juste. |l faut d’abord rappeler
que les empreintes détectées peuvent étre attribuables a la liaison de TF aux
éléments c¢is qui les chevauchent ou a la présence de structures secondaires. De
méme, il est important de bien connaitre les proprietés des agents
endommageants que nous avons utilisés pour générer les empreintes. Le DMS ne
permet pas de détecter toutes les interactions ADN-protéines (Drouin et al., 2000;
Pfeifer et Riggs, 1993). Les interactions ADN-histones par exemple ne sont
genéralement pas détectées par le DMS (Pfeifer et Riggs, 1993). Par contre, les
empreintes détectées par le DMS reflétent habituellement de réelles interactions
ADN-protéines (Régen Drouin, communication personnelle). Les UVC, pour leur
part, ont une meilleure capacité a détecter les interactions ADN-protéines que le
DMS mais sont aussi trés sensibles aux structures secondaires de 'ADN (Drouin
et al., 2000). Ces derniéres permettent donc plus difficlement de faire la
différence entre les empreintes associées aux structures secondaires de 'ADN et

celles résultant d'interactions ADN-protéines (Drouin et al., 2000).

Un grand nombre d’empreintes ont été mises en évidence au niveau du
promoteur de GPC3. Celles-ci peuvent étre réparties en trois catégories : i) celles
communes aux deux lignées cellulaires investiguées ; ii) celles spécifiques a la
lignée SINB-7 (GPC3+) et iii) celles spécifiques a la lignée SK-N-FI (GPC3-).

La densité des empreintes identifiées au niveau du promoteur de GPC3 est
exceptionnellement élevée. Une telle densité est parfois observée lorsque 'ADN
est empaqueté sous forme de nucléosomes: a lintérieur de nucléosomes, les
empreintes genérées par les UVC présentent une périodicité aux 10 pb (Drouin et
al., 2000). Les empreintes détectées au niveau du promoteur de GPC3 ne

presentent pas ce type de périodicité et donc, la forte densité d’empreintes ne
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semble pas étre liée a une conformation nucléosomale typique. Ces empreintes
pourraient néanmoins refléter la présence de structures secondaires particuliéres
au contexte nucléaire. Cette hypothése est appuyée par le fait que la trés grande
majorité des empreintes détectées avec les UVC, qui sont sensibles aux structures
secondaires, ne l'ont pas été avec le DMS, pour sa part insensible a ces
structures. Aucune donnée disponible ne nous permet & ce stade-ci d'expliquer
comment le promoteur de GPC3 peut présenter une conformation particuliere a
I'intérieur du noyau. Peut-étre que le fait que celui-ci soit riche en nucléotides G+C
(figure 21) pourrait expliquer la prise d'une telle conformation. Une meilleure
connaissance de lorganisation de la chromatine permettra éventuellement

d’expliquer nos observations.

Quels sont les TF les plus probablement impliqués dans la régulation
transcriptionnelle de GPC37? Les facteurs chevauchant les empreintes communes
aux deux lignées présentent peu d’intérét en lien avec notre objectif puisqu’ils ne
peuvent expliquer la régulation (activation ou répression) de [I'expression
transcriptionnelle de GPC3 dans les cellules de NB (figures 34 et 35, indiquées en
noir). Les empreintes spécifiques a la lignée cellulaire SK-N-FI (GPC3-) (figure 34,
indiquées en rouge) chevauchent des éléments susceptibles de lier les facteurs
E47, USF, MyoD et deltaE (figure 35). Parmi ceux-ci, le facteur deltaE est
particulierement intéressant, compte tenu de son réle connu d’inhibiteur de
l'activité transcriptionnelle médiée via les boites E2 chez le poulet (deltaEF1)
(figure 35 et tableau 9). Quant aux empreintes spécifiques a la lignée cellulaire
SJINB-7 (GPC3+) (figures 34 et 35, indiquées en vert), elles chevauchent des
eléements qui peuvent potentiellement lier les facteurs CdxA, deltaE, E47, USF,
MyoD, p300, Lyf-1, GATA-1, NF-Y, Ik-2, Sp1 (Figure 35). En tenant compte du
profil d’expression de ces facteurs et de leurs rdles connus, certains facteurs
semblent moins probablement impliqués dans la régulation de GPC3 dans le NB.
En effet, CdxA est impliqué dans le développement de l'intestin, deltaE nous
I'avons dit, est associé a la répression transcriptionnelle, MyoD joue un réle
important dans la différentiation myogénique, Lyf-1 et k-2 sont impliqués dans le
developpement des lymphocytes et GATA-1 joue un rble important dans la
“différentiation des érythrocytes (tableau 9). Certaines empreintes chevauchant les
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facteurs candidats n'ont cependant été détectées que par 'approche utilisant les
UVC, sensibles aux structures secondaires de I'ADN (figure 35). Parce qu'il n'est
pas possible de différencier les empreintes détectées par les UVC qui sont liées a
une interaction ADN-protéine réelle de celles reflétant une structure secondaire, et
parce que des évidences suggérent que le promoteur de GPC3 présente des
structures secondaires particulieres au milieu intra-nucléaire (voir le paragraphe
précédent), nous accordons plus de crédibilité aux empreintes détectées par les
deux approches (DMS et UVC). Trois empreintes ont été détectées par les deux
approches et chevauchent les éléments Sp1, NF-Y et un élément situé autour de —
375, pour lequel aucun TF n’est prédit au seuil de 85 points avec le programme
TFSEARCH (figure 35). Etant donné la forte probabilité qu’'une protéine puisse lier
cet elément (région —375), nous avons abaissé le seuil de détection du programme
a 80 points de fagon a obtenir une prédiction. A ce seuil, un membre de la famille
Oct est predit pour lier la région —375 (figure 35). Bien que nous n’excluions pas la
possibilité que d'autres facteurs prédits soient impliqués dans la régulation
transcriptionnelle de GPC3, nos résultats actuels suggérent que Sp1, NF-Y et Oct-
x sont les TF les plus probablement impliqués dans la régulation transcriptionnelle
de GPC3. Ceci suggere que la régulation nécessiterait I'intervention d’activateurs
au niveau du promoteur et non l'absence d'un ou plusieurs répresseur(s) pour
l'activité transcriptionnelle. D’autres études seront nécessaires pour valider cette
hypothese. Pour le reste de la discussion, notre attention sera portée sur les
facteurs Sp1, NF-Y et Oct-x.

Sp1. Sp1 appartient & la famille de facteurs de transcription Sp/XKLF. Cette
famille est caractérisée essentiellement par son domaine de liaison a 'ADN, soit
trois doigts de zinc de type C2H2 séparés par des boucles d'acides aminés de
séquence similaire et de longueur identique (Philipsen et Suske, 1999). Etant
donné la similarité du domaine de liaison a 'ADN de ces facteurs, Sp1 n’est pas le
seul a pouvoir lier 'élément Sp1. Les facteurs Sp3, Sp4, BTEB-1 et TIEG-2
reconnaissent aussi cet élement (Philipsen et Suske, 1999). Ces derniers sont
tous exprimés de fagon ubiquitaire a I'exception de Sp4 retrouvé de facon
predominante dans le cerveau (Philipsen et Suske, 1999). Il importe cependant de

‘mentionner que la plupart des études d’expression ont été faites au niveau de
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'ARNm seulement (Philipsen et Suske, 1999). Le facteur Sp1 est impliqué dans la
transcription de genes régulés selon différents modes de contréles, soit la
régulation selon le cycle cellulaire, I'activation hormonale et selon les périodes du
développement (Philipsen et Suske, 1999). Etant donné I'abondance de génes
ciblés par Sp1 pour la transcription, il est difficile de lui attribuer un réle précis. La
geénération de souris « knock-out » montre que les embryons Sp1” présentent un
retard et des anomalies diverses de développement (Marin et al., 1997). Certains
de ces embryons ont la forme d’'une masse indifférenciée de cellules alors que
d’'autres présentent des caractéristiques typiques du développement précoce. Ces
embryons meurent autour du jour E11. |l apparait donc que Sp1 est essentiel a
'embryogenese et au maintien de la survie cellulaire aprés le jour E10 (Marin et
al., 1997). De fagon surprenante, plusieurs génes reconnus comme étant des
cibles de Sp1 présentaient une expression normale dans les embryons Sp1”
(Marin et al,, 1997). L'expression du géne MeCP2, dont le produit est impliqué
dans la répression transcriptionnelle liée a la meéthylation, était pour sa part
diminuée d’environ 20 fois (Marin et al., 1997). Les auteurs ont proposé que cette
déficience en MeCP2 contribuerait de facon significative au phénotype des
embryons Sp1”. Les cellules embryonnaires souches dans lesquelles les deux
alleles du géne Sp1 ont été inactivés présentaient pour leur part une croissance et

une apparence normale (Marin et al., 1997).

NF-Y/CBF/CP1. NF-Y est un facteur de transcription qui lie les boites
CCAAT. En fait, NF-Y est le seul facteur liant cette séquence a nécessiter
absolument les cing nucléotides dans leur intégralité (Mantovani, 1999). On
estime que la boite CCAAT est présente dans environ 30% des promoteurs
eucaryotes (Bucher, 1990). NF-Y est un facteur composé de trois sous-unités :
NF-YA (CBF-B), NF-YB (CBF-A) et NF-YC (CBF-C) (Mantovani, 1999). Ces trois
sous-unités sont nécessaires pour la liaison a 'ADN (Sinha et al., 1995). NF-YB et
NF-YC présentent un domaine de dimérisation dont la séquence en acides aminés
est similaire a celle des motifs « histone-fold » des histones H2B et H2A
respectivement et a la protéine HMF-2 des archaebactéries (Kim et al., 1996a:
Sinha et al., 1996). Ces motifs ont donc été trés bien conservés au cours de

l'evolution. Les boites CCAAT au niveau des promoteurs sont invariablement
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flanquées d’au moins un autre élément cis important d'un point de vue fonctionnel
(Mantovani, 1999). C’est donc dire que NF-Y active probablement toujours la
transcription en coopération avec d’autres facteurs. NF-Y présente une expression
ubiquitaire mais son activité peut tout de méme étre régulée par différents
meécanismes. Sa capacité a activer la transcription peut étre conditionnelle & une
coopération avec d’autres facteurs de transcription. Par exemple, on sait que dans
le cas du géne de l'albumine sérique spécifique au foie, NF-Y active la
transcription en synergie avec C/EBP dans des extraits nucléaires. Cette synergie
n'est cependant plus observée lorsque I'élément liant NF-Y est déplacé de 10 pb
(Milos et Zaret, 1992), démontrant que la distance entre les intervenants est
cruciale pour l'activation et donc, que l'activité de NF-Y peut dépendre d'une
coopération avec un cofacteur. L’activitt de NF-Y peut aussi étre régulée par
I'expression différentielle de NF-YA. Par exemple, la transcription du géne de la
chaine lourde de la ferritine est activée par un traitement avec des hémes dans les
cellules de « Friend leukemia » et durant la différentiation de monocytes en
macrophages (Marziali et al.,, 1997). Cette activation est dépendante de la liaison
du facteur NF-Y au promoteur du géne et il a été démontré que I'expression de
NF-YA est augmentée par un traitement avec des hémes (Marziali ef al., 1997).
La « CCAAT-displacement protein » (CDP/cut) est un facteur qui peut également
modifier la capacité de NF-Y a activer la transcription. Un exemple de ceci est
illustre avec la régulation de la transcription du géne humain de la thymidine kinase
(hTK). Dans des cellules cultivées en présence de sérum, NF-Y est nécessaire
pour assurer la transcription maximale de hTK alors que dans les cellules
quiescentes, le site de liaison de NF-Y interagit avec CDP/cut (Kim et al., 1997).
La mise en évidence que NF-Y peut lier des cofacteurs présentant une activité
histone acétyltransférase (HAT) comme hGCNS5, P/CAF (Currie, 1998) et p300 (Li
et al., 1998) suscite actuellement un intérét particulier. Il est aussi intéressant de
mentionner que NF-YB est un substrat d’acétylation de p300 (Li et al., 1998), ce
qui pourrait constituer un autre moyen de réguler I'activation transcriptionnelle par
NF-Y.

Oct-x. Les membres Oct font partie de la famille de facteurs de transcription

" POU (Pit-Oct-Unc) (Latchman, 1999). La caractéristique commune des facteurs
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de cette famille se situe au niveau du domaine de liaison a 'ADN. Ce demier est
constitué d’un domaine spécifique aux facteurs POU et d’un homéodomaine qui
s'apparente & celui des protéines homéoboxes (Latchman, 1999). Plusieurs
membres de la famille POU sont impliqués dans le développement et le
fonctionnement du systéme nerveux (Latchman, 1999). Le facteur Oct-1 est le
seul facteur de la famille Oct a étre exprimé dans virtuellement toutes les cellules a
I'exception des neurones qui ne se divisent plus (Lakin et al., 1995). Par
conséquent, il est impliqué dans plusieurs fonctions. Entre autres, mentionnons
qu’il stimule la réplication de 'ADN (de Jong et van der Vliet, 1999; Matheos et al.,
1998; Hatfield et Hearing, 1993; Verrijzer et al., 1992; Verrijzer et al., 1990), qu'il
active la transcription de génes spécifiques aux lymphocytes B (Matthias, 1998;
Singh, 1994; Kemler et Schaffner, 1990) ainsi que celle d’autres géenes comme
celui de I'hormone GnRH (Chandran et DeFranco, 1999), H2B, les génes snRNA,
LPL, PU.1, IL-2 et IL-3 (Veenstra et al., 1997). Oct-2 est egalement exprimé dans
les lymphocytes B dans lesquels il active des génes comme celui des
immunoglobulines, CD36 et CRISP-3 (Latchman, 1999). On retrouve aussi Oct-2
dans certains neurones ou il joue davantage un role de répresseur transcriptionnel
(Latchman, 1999). Oct-4 (aussi connu sous le nom de Oct-3) est pour sa part
exprime de fagon prédominante dans les cellules totipotentes embryonnaires et les
cellules germinales (Pesce et Scholer, 2000). Au moment de la différentiation des
cellules totipotentes, Oct-4 est régulé a la baisse ce qui, entre autres évidences,
suggere que ce facteur serait li¢ au maintien du phénotype de totipotence (Pesce
et Scholer, 2000). Pour sa part, le facteur Oct-6 est impliqué, avec Krox 20, dans
le processus de la myeélinisation du systéme nerveux périphérique ol il est
nécessaire pour la transition de la phase de promyélinisation a celle de
myelinisation dans le développement des cellules de Schwann (Kamholz et al.,
1999). De fait, Oct-6 est exprimé principalement dans les cellules de Schwann
durant la phase de promyélinisation et est régulé a la baisse avant la myeélinisation.
La myélinisation étant retardée en son absence, il semble nécessaire a la

synchronisation de cette transition (Kamholz et al., 1999).
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4.2.2 Pertinence des trois facteurs de transcription potentiels dans

I'expression de GPC3

Une étude de cartographie par délétions ayant pour but de déterminer les
régions fonctionnelles du promoteur de GPC3 a récemment été réalisée ( Huber et
al., 1998). Des fragments de promoteur de différentes longueurs, allant en 5’ de —
3279 a -82 et se terminant tous en 3' a +112, ont été sous-clonés devant un géne
rapporteur, soit la luciférase. Aprés transfection dans des lignées cellulaires Caco-
2 (dérivée d’un cancer colorectal) et NT2 (dérivée de cellules progénitrices
neuronales), lactivité transcriptionnelle pour chacun des fragments a été
quantifiée. Il semble que la région —218 a +112 soit suffisante pour conférer
environ 80% de l'activité transcriptionnelle. Un élément important pour cette
activité semble situé dans la région —218 a —82 puisque I'activité du rapporteur est
reduite a 20 % lorsque sa transcription est sous la dépendance du fragment —82 a
+112 du promoteur de GPC3. Nos empreintes in vivo chevauchant les sites NF-Y
et Oct-x sont situés autour de —-375 et =300 respectivement, alors que les trois
empreintes liant possiblement le facteur Sp1 sont situés entre —45 et +10.
Rappelons qu’il nous a été impossible jusqu'a maintenant de tirer
quelgu’information que ce soit de la région -133 a —44 (figure 18). C’est donc dire
que le site Sp1 fait partie intégrante du promoteur minimal, alors que les sites NF-
Y et Oct-x en sont exclus. Huber et al. (1998) sont également les auteurs d’une
etude de cartographie d’interactions ADN-protéines; cette étude a été réalisée in
vitro avec la DNasel. La région du promoteur allant de -218 a +112 a été
analysée en utilisant des extraits nucléaires de la lignée cellulaire Caco-2, qui
exprime GPC3. Deux régions protégées ont été observées, I'une allant de -43 a —
7 et l'autre de —103 a -86 (figure 36). Ces empreintes chevauchent des éléments
Sp1 (figure 36). Notre étude in vivo, qui dans cette région a couvert le brin
antisens de —44 a +175, a pour sa part révélé trois empreintes, une premiére allant
de -2 a +6, une deuxiéme de —19 a —14 et une troisiéme de —44 a —-30 (figure 35).
Ces derniéres chevauchent également des élément Sp7 (figure 35). Si l'on
compare nos empreintes a celles obtenues in vitro, on voit que les empreintes -19
a-14 et —-44 a -30 (in vivo) chevauchent 'empreinte allant de —43 a -7 (in vitro)

(figure 36). Les résultats des deux types d’études sont donc concordants pour
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Figure 36. Comparaison des empreintes générées in vivo a celle générées in

vitro au niveau de la région proximale du promoteur de GPC3

Les lignes bleues représentent les empreintes générées in vitro (Huber et al.,

1998) et les lignes vertes représentent les empreintes générées in vivo (figures 38

et 39). Les séquences en rose sont des éléments Sp1 putatifs.
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cette region. On remarque toutefois que les empreintes relevées in vivo sont
moins larges que celles in vitro (figure 36). Ces différences de taille sont
vraisemblablement liées a I'agent utilisé pour génerer les empreintes. Il semble
logique que les UVC puissent avoir un meilleur accés a certains nucléotides en
liaison avec une protéine qu’une enzyme comme la DNasel qui est contrainte a un
encombrement dd, d'une part, a la protéine lice a I'ADN et, d’'autre part, a sa
propre taille. Ceci est encore plus vrai avec I'utilisation du DMS qui, de par sa trés
petite taille, a plus de facilité a s'infiltrer entre les macromolécules nucléaires et 3
atteindre I'ADN. L’interprétation doit donc tenir compte de l'agent utilisé. Par
ailleurs, on constate que I'empreinte -2 a -8, révélée in vivo, n'a pas éte détectée
in vitro (figure 36). Ceci s’explique vraisemblablement par les différences reli¢es
aux approches expérimentales utilisées pour sonder les interactions. L’approche
in vivo a l'avantage de sonder les interactions a I'intérieur de noyaux intacts. Le
fait que cette empreinte (in vivo) ait été détectée avec les deux types d’approches
(DMS et UVC) suggére qu'elle n'est pas le résultat d’'un artéfact. Cette empreinte,
qui chevauche a la fois le site d'initiation de la transcription et un élément Sp1,
pourrait cependant ne pas refléter la présence de Sp1 mais celle d’un ou plusieurs
facteur(s) relié(s) a la machinerie transcriptionnelle basale posté(s) la ou débute la
transcription. Ainsi, dans une étude in vitro, les conditions pourraient ne pas étre
réunies et ne pas permettre la liaison d'un (de) tel(s) facteur(s), ce qui pourrait
expliquer sa (leur) non-détection. Il est aussi possible que le géne GPC3 soit
regulé de fagon différente selon les types cellulaires, ce qui pourrait expliquer la

différence de résultats.

Les sites NF-Y et Oct-x ne font pas partie du promoteur minimal de GPC3
mais pourraient jouer un réle dans I'expression tissu-spécifique du gene. Il est
aussi possible que le contexte nucléaire dans lequel se trouve GPC3 a I'état
naturel puisse nécessiter ces facteurs pour activer la transcription du gene.
Certains faits viennent appuyer cette hypothése. Huber ef al. (1998) ont montré
que des cellules Hela, qui n'expriment pas GPC3 de fagon endogéne, sont
capables d'exprimer le géne de la luciférase lorsqu'un fragment de promoteur
allant de 3279 a +112 est cloné en amont. Bien qu'il soit possible qu’'un élément

lié a rinhibition du gene se trouve a I'extérieur de cette région, il est aussi
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envisageable que, sorti de son contexte nucléaire naturel, le promoteur de GPC3
ne puisse plus assurer I'état d’inactivité transcriptionnelle du géne en aval.
Autrement dit, on peut concevoir que, de par son environnement ou sa
conformation dans le noyau, l'activation de la transcription de GPC3 puisse
nécessiter des facteurs liant des séquences situées a l'extérieur du promoteur
minimal déterminé par Huber et al. (1998) mais que, sorti de ce contexte
(transfection), le promoteur minimal puisse étre suffisant. Aussi, le fait que de
nombreuses empreintes aient été obtenues avec I'approche utilisant les UVC,
agent sensible aux structures secondaires, suggére que la promoteur de GPC3
pourrait adopter une conformation particuliere dans le noyau. Ces résultats
appuient I'hypothése que le contexte nucléaire puisse influencer [lactivité
transcriptionnelle de GPC3.

Le fait de mettre en évidence une empreinte au niveau du promoteur d'un
gene et d’associer cette empreinte & un facteur de transcription ne signifie pas
automatiquement que ce facteur soit impliqué dans la transcription du gene en
question. La liaison d’une protéine a I'élément doit étre démontrée, la protéine doit
étre identifiée et sa capacité a réguler la transcription du géne doit étre évaluée.
De telles expériences ont été réalisées pour évaluer I'implication de Sp1 dans la
transcription de GPC3. Des études de retardement et de super-retardement sur
gel (« gel shift » et « super-shift ») ont montré que Sp1 lie bel et bien le promoteur
de GPC3 (-218 a +112) (Huber et al., 1998). De plus, une expérience a montré
que le promoteur minimal de GPC3 (-218 a +112) pouvait activer la transcription
de la luciférase lorsque co-transfecté avec un vecteur d’expression contenant le
géene Sp1 dans la lignée cellulaire SL2 (déficiente en Sp1), dérivée de Drosophila
(Huber et al., 1998). La démonstration de I'implication de Sp1 dans I'activation de
la transcription de GPC3 est donc chose faite. Pugh et Tjian (1991) ont proposé
que dans les promoteurs sans boite TATA, Sp1 agirait en recrutant TFIID et ainsi
la machinerie transcriptionnelle basale. L'intervention de ce facteur semble donc
d'autant plus probable. Pour ce qui est de la démonstration de I'implication des
facteurs NF-Y et Oct-x dans la transcription de GPC3, elle reste a faire puisque

notre étude est la premiére a suggérer leur implication.
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L'hypothese que les facteurs NF-Y et Oct-x puissent agir en synergie avec
Sp1 pour activer la transcription de GPC3 est envisageable. Deux études ont
montré, par l'utilisation du systéme deux-hybrides, que Sp1 interagit physiquement
avec Oct-1 (Strom et al., 1996; Gunther et al., 2000). D’autres études suggerent
que ces deux facteurs peuvent agir de concert pour activer la transcription des
genes béta-galactoside alpha2,6-sialyltransférase (hST6Gal I) (Taniguchi et al.,
2000), PU.1 chez la souris (Chen et al., 1996), et U2 snRNA (Strom et al., 1996).
Il existe également des exemples de genes dont la transcription serait régulée a la
fois par Sp1 et NF-Y, soit les génes alpha-globin chez le lapin (Yost et al., 1993) et
Thy-1 chez la souris (Spanopoulou et al., 1991) puis entre des membres de la
famille Oct et NF-Y, soit les génes MHC classe || (Boss, 1997) et la lipoprotéine
lipase (LPL) (Morin et al., 1995). Un autre exemple, particulierement intéressant
en ce qui nous concerne, est celui du géne humain « aromatic L-amino acid
decarboxylase » (AADC) pour qui la transcription nécessiterait I'intervention a la
fois de Sp1, de NF-Y et d'un membre de la famille Oct dans la lignée de
neuroblastome SK-N-BE (Raynald et al., 1998). Ces exemples laissent donc a

penser que la coopération entre ces facteurs est possible.
4.2.3 Mécanismes hypothétiques de la régulation transcriptionnelle de GPC3

Par quel mécanisme la transcription tissu-spécifique de GPC3 est-elle régie?
Mentionnons d’'abord que les résultats disponibles actuellement ne sont pas
suffisants pour concevoir un modéle rigoureux. Les propos qui suivent seront donc
hautement spéculatifs. Le fait que le promoteur de GPC3 (-3279 a +112) puisse
activer la transcription d'un rapporteur dans un type cellulaire n’exprimant pas
GPC3 (Hela) (Huber et al., 1998) nous contraint a envisager les deux scénarios
suivants : i) un élément cis nécessaire a la répression du géne est situé a
I'extérieur de la région —3279 & +112 ou ii) le contexte nucléaire du promoteur est
impliqué dans la régulation du géne. Si la premiére hypothése est vraie, il faudra
trouver I'élément en question, I'éventuel répresseur qui s’y lie et tracer un lien entre
l'activité de ce dernier et I'état de répression de GPC3. L'élément peut aussi bien
se trouver en amont du site d'initiation de la transcription qu’en aval, dans les

introns.  La recherche de celui-ci pourrait alors s'avérer trés longue puisqu'il
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faudrait éventuellement analyser plusieurs kb de séquence dans les introns, le
gene GPC3 s’étendant sur environ 500 kb. Si par contre la seconde hypothése

correspond a la réalité, les considérations suivantes peuvent s’appliquer.

Discutons d’abord de la nature des facteurs et de leur réle potentiel comme
régulateur. Sp1, étant exprimé de facon ubiquitaire (Philipsen et Suske, 1999), ne
semble pas pouvoir réguler I'expression tissu-spécificique de GPC3. Nous avons
vu cependant que d'autres facteurs de cette famille peuvent lier le méme élément,
dont Sp4 qui est retrouvé de fagon prépondérante dans le cerveau (Philipsen et
Suske, 1999). GPC3 n’est pas exprimé dans le cerveau (Hsu et al., 1997) et, par
conséquent, si la tissu-spécificité ne tenait qu’a ce facteur, une expression dans ce
tissu devrait étre observée. NF-Y est également exprimé dans virtuellement tous
les tissus. Cependant, nous avons vu que NF-YA est exprimé différentiellement
dans certaines cellules et dans certaines situations, empéchant ainsi I'activation
par I'hétérotrimére (Marziali et al., 1997). Bien qu'on ne puisse écarter ce
mecanisme pour expliquer la régulation de GPC3 dans les neuroblastomes
etudies, celui-ci pourrait difficilement expliquer la répression observée dans la
plupart des tissus adultes. En effet, dans tous ces tissus, un grand nombre de
génes est susceptible de nécessiter la participation de NF-Y (présence de NF-Y
dans 30 % des promoteurs; Bucher, 1990) et donc, I'expression de NF-YA. Les
membres de la famille Oct constituent les candidats les plus intéressants pour
expliquer I'expression tissu-spécifique, du moins dans le NB, du fait que ces
facteurs font partie de la famille POU dont plusieurs membres sont impliqués dans
le développement et le fonctionnement du systéme nerveux, par exemple Oct-2,
Oct-6, Brn-1, Brn-2, Brn-3.0, Brn-3.1 et Brn-3.2 (Latchman, 1999; Schonemann et
al., 1998). Si l'on s’en tient aux facteurs Oct, considérant la prédiction par
TFSEARCH (figure 35), il semble improbable que Oct-2 soit impliqué dans
I'activation de GPC3 étant donné son réle prépondérant de répresseur dans les
neurones (Latchman, 1999). Pour ce qui est de Oct-6, qui joue un réle connu dans
la myélinisation des neurones périphériques (Kamholz et al., 1999), son réle n'est
pas impossible mais aucun indice ne permet d’avancer une telle hypothése. Il
reste alors Oct-1 qui, malgré son expression dans pratiquement tous les tissus,
’semble réegulé a la baisse dans les neurones qui ne se divisent plus (Lakin et al.,
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1995). On pourrait donc penser que, dans les neurones normaux du systeme
nerveux sympathique, Oct-7 ne serait pas exprimé, GPC3 non plus, alors que dans
certains NB, Oct-1 serait exprimé de nouveau, activant alors GPC3. Par contre, ce
modéle ne semble pas pouvoir, lui non plus, réguler la transcription de GPC3 dans

'ensemble des tissus d’un organisme étant donné son expression ubiquitaire.

Si la régulation de la transcription de GPC3 ne s'opere pas selon les
spéculations discutées ci-haut, il reste la possibilité qu'un cofacteur tissu-
spécifique soit impliqué dans des interactions protéines-protéines avec les TF
énumérés ci-dessus. Un exemple de ce mécanisme est représenté par I'activation
transcriptionnelle tissu-spécifique du géne probasin dans la prostate par le
récepteur aux androgénes (AR) agissant de concert avec le cofacteur FHL2, lui-
méme spécifiquement exprimé dans la prostate et le myocarde (Muller et al.,
2000). Le facteur NF1 pourrait également réguler la transcription par 'emploi de
ce mécanisme. Ce facteur peut activer ou réprimer la transcription d’'un méme
géne, en loccurrence celui du récepteur adrénergique ass (o AR),
dépendamment du type cellulaire (Gao et Kunos, 1998). Les auteurs de cette
étude ont mis en évidence des domaines activateur et répresseur et ont isolé une
protéine qui ne lie pas '’ADN mais qui interagit avec le domaine activateur de NF1.
Il a été suggéré que cette protéine puisse étre un cofacteur de NF1 impliqué dans
I'activation de la transcription cellule-spécifique de a1 AR (Gao et Kunos, 1998).
Etant donné que les résultats de notre études suggérent l'intervention de trois
facteurs ubiquitaires pour I'activation transcriptionnelle de GPC3, la tissu-spécificite
d’expression pourrait étre expliquée par lintervention d'un cofacteur tissu-
spécifique capable de stabiliser la liaison de I'un ou l'autre de ces facteurs au
niveau du promoteur du géne. Un tel mécanisme pourrait expliquer le fait que les
empreintes qui chevauchent les éléments Oct et NF-Y dans la lignée qui exprime
GPC3 (SINB-7) semblent étre des formes simplement élargies des empreintes
situées aux mémes endroits dans la lignée qui ne I'exprime pas (SK-N-FI) (figure
35), suggérant qu'un intervenant, comme un cofacteur, pourrait favoriser une

meilleure interaction entre les TF et 'ADN.
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Finalement, comme nous I'avons mentionné précédemment, la configuration

du promoteur de GPC3 pourrait étre impliquée dans la régulation du géne, par
exemple, en limitant 'accessibilité des facteurs activant le géne ou en facilitant des
interactions en cis a distance. Dans une telle situation, des études plus poussées

devront étre menees afin de déterminer comment cet accés pourrait &tre régulé.
4.3 Conclusion

Nous avons démontré que le promoteur de GPC3 est partiellement méthylé
chez les filles et que cette méthylation est vraisemblablement liée au X inactif,
suggérant que GPC3 n’échappe pas a l'inactivation du X chez 'humain. Outre
l'inactivation du X, la méthylation ne semble pas étre nécessaire a la répression de
GPC3, du moins dans les tissus normaux. Dans les cellules tumorales
embryonnaires investiguées, bien que la plupart des échantillons présentent un
profil de méthylation semblable a celui des cellules normales, des anomalies de
methylation ont été observées dans certains échantillons, essentiellement dans
des NB de filles et dans des WT de gargons, sans toutefois présenter de lien clair
avec le statut d’expression. La méthylation, bien que susceptible d’influencer le
niveau d’expression, ne semble pas jouer un réle prépondérant dans I'expression

de GPC3 dans les tumeurs embryonnaires.

Notre étude de cartographie des interactions ADN-protéines a mis en
evidence un grand nombre d'empreintes communes aux deux lignées de NB
exprimant différentiellement le géne GPC3. Celles-ci ne présentent toutefois pas
le profil typique des interactions rencontrées a I'intérieur des nucléosomes. Le fait
que la plupart de ces empreintes ait eté détectées avec les UVC, qui sont
sensibles aux structures secondaires, et que peu d’'entre elles 'ont été avec le
DMS, suggere que le promoteur de GPC3 pourrait adopter une conformation
particuliere au contexte intra-nucléaire. Des empreintes spécifiques a la lignée qui
exprime GPC3, détectées par des traitements au DMS et aux UVC, ont été mises
en évidence et celles-ci chevauchent des éléments susceptibles de lier Sp1, NF-Y
‘et Oct-x. Bien que des etudes ont confirmé limplication de Sp1 dans I'activation
transcriptionnelle de GPC3, il n'en est pas encore de méme pour NF-Y et Oct-x.
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En ce qui a trait au mécanisme de régulation de la transcription de GPC3, nous en
venons aux conclusions suivantes: i) la régulation transcriptionnelle tissu-
spécifique de GPC3 implique un élément cis répresseur situé a lI'extérieur des
régions investiguées jusqu'a présent inconnu ou ii) les éléments cis connus
actuellement, et éventuellement leur TF correspondant, sont les seuls a participer
a la régulation transcriptionnelle et leur accés au promoteur pourrait étre régulé par
la conformation particuliére du promoteur a l'intérieur du noyau et peut-étre aussi

par l'intervention d’'un cofacteur tissu-spécifique encore inconnu pour le moment.

Les étapes suivantes de cette étude consisteront éventuellement a: i)
terminer l'étude de cartographie des interactions ADN-protéines entreprise
(approches DMS et UVC); ii) valider ou infirmer certaines empreintes mises en
évidence avec I'approche UVC en utilisant une tierce approche, la DNasel in vivo,
iii) vérifier la capacité des eléments cis identifiés a lier des facteurs nucléaires par
des études de retardement sur gel et identifier ces facteurs immunologiquement
par des expériences de super-retardement sur gel ; iv) vérifier la capacité de ces
facteurs a réguler la transcription de GPC3 dans le contexte nucléaire endogene,
en inactivant les facteurs impliqués a l'intérieur de cellules exprimant GPC3 en
étudiant, par exemple, 'effet produit par la transfection d’ADNc antisens de ces

facteurs.
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