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Sommaire

Chez les mammiferes, on observe la méthylation au niveau de la cytosine du
dinucléotide CpG. La distribution de cette paire de nucléotides a travers le génome n’est
pas comme on pourrait le prédire. La fréquence de CpG au niveau du génome est en fait
de seulement 5 3 10 % de ce que I’on pourrait prévoir. Cependant, on voit une
augmentation de sa fréquence & des niveaux attendus dans des régions riches en CG
situées principalement dans les régions promotrices des génes et que 1’on nomme ilots
CpG. Les CpG a I’intérieur du génome se trouvent généralement sous une forme
méthylée en position 5 de la cytosine. Par contre, les CpG situés dans les régions
promotrices des génes sont normalement non méthylés permettant ainsi 1’expression du

gene.

La méthylation des ilots CpG joue un role important dans deux phénomenes normaux
dans la cellule, soit I’inactivation du chromosome X et I’empreinte génomique parentale
(imprinting). Dans ces deux cas, les dinucléotides CpG sont méthylés au niveau du
promoteur inactivant ainsi le géne placé sous leur contrdle. L’empreinte génomique
(imprinting) est un phénomeéne présent chez un nombre limité de génes chez I"humain.
La plupart de ces génes sont regroupés en domaine dans lesquels nous pouvons observer
une méthylation différentielle entre les deux alleles du gene. Cette caractéristique rend
la méthylation comme un candidat attirant pour identifier d’autres régions pouvant

contenir des génes soumis a ’imprinting.



ii

Par une technique servant & isoler des séquences différentiellement méthylées (FP-CGI),
nous avons identifier 2 clones localisés sur le bras long du chromosome 22. Ces deux
clones sont situés prés de la région du géne ZnF74 impliqué dans le syndrome de
DiGeorges. De plus, la délétion de DiGeorges semblerait apparaitre de fagon
préférentielle sur le chromosome maternel et certaines des seéquences de cette région ont
été reportées comme étant répliquées de fagon asynchrone. Ces deux observations, ainsi
que I’identification de deux clones différentiellement méthylés proche de cette région

suggérent peut-&tre la présence d’une région soumis a I'imprinting.

Par analyse de type Southern d’un des deux clones (L88), nous avons déterminé qu’il y
avait bien méthylation différentielle sur le chromosome 22q11. Cependant, il nous a éte
impossible de conclure & un nouveau domaine soumis & l’imprinting car aucunes des
autres sondes (L53, ZnF74 et Poly-GT) analysées par Southern n’ont montre une
méthylation différentielle. Nous avons donc conclu que la méthylation différentielle
observée au niveau du clone L88 est spécifique a celui-ci et ne s’étend pas sur une

grande région.

Nous avons également approfondi notre étude sur une région du génome de la souris qui
présentait une forte homologie avec la région & I’étude chez I’humain (2291 1). Par une
technique appellée SNuPE nous avons constaté que cette région chez la souris ne

semblait pas étre soumise au phénomene de I’empreinte génomique parentale.
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1- Introduction



Lever le voile sur les secrets que nous cachent le génome humain est une tache, qui a
ce jour, occupe des milliers de scientifiques a travers le monde entier. Tous ces
chercheurs unissent leur effort dans le seul et unique but de voir un jour le code
génétique humain séquencé au grand complet. Cette réalisation colossale apportera
une quantité impressionnante d’informations qui donneront a la recherche en
génétique et en biologie moléculaire une nouvelle ére d’allée. En effet, une meilleure
compréhension de notre génome, donc de notre séquence d’ADN, nous permettra de
mieux comprendre notre fonctionnement et dans certains cas de répondre a des
questions longtemps rester sans réponse. Par contre, il ne faut surtout pas croire que
’achévement prochain du projet du génome humain nous permettra de guérir toutes
les maladies qui sont toujours sans traitement, mais cette réalisation nous donnera
accés 4 une énorme quantité d’informations valables sur un nombre important de

geénes spécifiques et de chromosomes (Cuticchia, 2000 ).

Malgré ce grand pas que consiste le séquencage du génome humain, beaucoup de
travail reste encore a faire. Méme si nous connaissons dans les moindres détails
notre séquence d’acides nucléiques, une tache encore bien plus colossale nous
attends, celle de comprendre comment notre génome s’organise, s’exprime et évolue
au cours de notre vie. Bien siir I’ADN est une suite de nucléotides mais cette unique
suite de nucléotides, bien qu’essentielle, n’est pas suffisante pour faire de nous ce
que nous sommes. L’ADN doit étre organisé et structuré de maniére a ce que tous

les génes qui s’y trouvent puissent s’exprimer au bon endroit, au bon moment et



surtout en bonne quantité. La compréhension de tous ces mécanismes complexes de
régulation des génes est un travail laborieux mais tout aussi essentiel que la

connaissance méme de notre séquence d’acides nucléiques.

1.1 La méthylation

Parmi les nombreuses modifications que comporte le génome, la reconnaissance en
1948 de la cinquiéme base de ’ADN humain, la 5-méthylcytosine (Figure 1) a
généré beaucoup d’intérét de la part de la communauté scientifique (Weissbach,
1993). Chez les eucaryotes la méthylation consiste en I’ajout d’un groupement
méthyl (CH:) sur le carbone en position 5 de la cytosine. Par le fait méme, il y a
donc conversion de la cytosine en 5-méthylcytosine (Figure 2). Cette réaction est
catalysée par une enzyme appelée ADN méthyltransférase. Pour que cette enzyme
puisse ajouter le groupement méthyl, elle doit reconnaitre la séquence suivante 5°-
CG-3’ aussi connue sous le nom de dinucléotide CpG. La méthylation est la
modification de I’ADN la plus commune et est aussi 1’'un des nombreux phénomenes
épigénétiques ( altération de I’expression d’un gene sans changement de sa séquence
de nucléotides) que 1’on observe dans le génome des eucaryotes (Singal and Ginder,
1999). Bien que la plupart des mammiféres montrent une méthylation plutdt
abondante, I’absence chez certains organismes comme la drosophile (Drosophila)

(Urieli-Shoval et al., 1982) et la levure (Saccharomyces cerevisia) (Proffitt et al.,



1984) créa un doute quant & I’implication de la méthylation dans le développement
normal d’un organisme eucaryote et I’expression tissu-spécifique de certains genes.
Cependant, les récentes études sur les souris déficientes pour I’activité ADN
méthyltransférase démontra le rdle critique de la méthylation dans le développement
normal des individus (Li et al., 1992). Certains chercheurs attribuérent méme a la
méthylation un réle dans la défense primaire de I’organisme contre les parasites et

les bactéries (Yoder et al., 1997).

5-Mathyleytosine

Figure 1 Structure moléculaire de la 5° base de I’ADN, la 5-méthylcytosine.
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Figure 2 Représentation schématique des voies biochimiques pour la 5-

méthylcytosine, la déméthylation et la désamination.



1.2 La répartition des CpG a travers le génome

Comme nous I’avons mentionné précédemment, I’enzyme ADN méthyltransférase
n’ajoute pas un groupe méthyl sur chaque cytosine qu’elle rencontre. La présence
d’un dinucléotide CpG est donc essentielle. Mais qu’en est-il de la répartition de
ceux-ci & travers le génome? Contrairement & ce que ’on pourrait prévoir, la
répartition des dinucléotides CpG & travers le génome des eucaryotes n’est pas
uniforme. Au cours de I’évolution des eucaryotes plus complexes, les dinucléotides
CpG ont été progressivement éliminés pour aujourd’hui étre présent de 5 a 10% de
la fréquence prévisible. Aujourd’hui 70 a 80% des CpG restant contiennent des
cytosines méthylées. C’est en fait cette méthylation de la cytosine qui est
responsable de cette sous-représentation car la 5-méthylcytosine a tendance a se
convertir en thymine par une désamination spontanée au cours de I’évolution du

génome (Singal and Ginder, 1999).

Les CpG méthylés se retrouvent principalement dans des régions d’ADN a
réplication tardive ou ce que 1’on appelle couramment le «junk DNA ». Par
opposition a cette premiére région, une autre partie du génome comporte quant a
elle, une concentration beaucoup plus importante de dinucléotides CpG. Ces régions
que ’on appelle aussi ilots CpG, s’étendent normalement sur une distance variant
entre 0,2 2 3 Kb et sont généralement localisées en 5° des genes et donc a proximité

de leur région promotrice. Une autre différence importante, entre les ilots CpG et le



reste du génome, c’est que les dinucléotides CpG compris dans ces régions
promotrices sont normalement non méthylés et donc peu sujet & une désamination
spontanée ce qui explique leur concentration beaucoup plus grande (60 a 70%)
(Antequera and Bird, 1993). La présence de ces ilots CpG en 5’ de certains genes est
d’une grande importance dans la régulation de ceux-ci. En effet, la chromatine
contenant les ilots CpG est généralement hautement acétylée au niveau des histones
et ne comprend pas d’histone H1 (Tazi and Bird, 1994). Cette conformation de
I’ADN permet une interaction entre les différents facteurs de transcription et les
promoteurs des genes. A titre de rappel, la chromatine se retrouve normalement
dans la cellule sous une forme inaccessible aux facteurs de transcription (Sally H
Cross, 1995). Ces différents facteurs de transcription recrutent généralement des co-
activateurs, CBP par exemple, qui eux possédent une activité histone acétyl
transférase (HAT), et donc fixe un groupement acétyl sur la leucine de 1’histone HI.
Cette perte de charge positive, rend I’ADN plus accessible aux facteurs de
transcription (Sally H Cross, 1995). On connait plusieurs milliers genes qui
possédent en 5° des ilots CpG. Parmi ceux-ci on retrouve entre autres des genes
impliqués dans les phénomeénes de “housekeeping”, ou ceux necessitant une
régulation développementale ou spécifique a un tissu donné (Larsen et al, 1992)

(Figure 3).
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Figure 3

Diagramme montrant trois différent ilots CpG de genes humains. Les

lignes verticales montrent la position des dinucléotides CG dans les

10 premiers Kb du gene.



Bien que nous 1’ayons déja dit, les ilots CpG dans les régions promotrices sont
généralement non méthylés dans les tissus normaux. La principale exception a cette
affirmation comprend les génes situés sur le chromosome X inactif et ceux soumis
au phénomeéne de 1’empreinte génomique parentale (imprinting) qui au contraire
présente un alléle avec des dinucléotides CpG qui sont sous la forme méthylee
(Baylin, 1997). Nous reviendrons plus loin sur ce phénomene. Il est par contre
important de mentionner que la présence d’ilots CpG dans le promoteur de certains
génes consiste en un moyen important de régulation de son expression. En fait, nous
pouvons affirmer que le degré de méthylation d’un promoteur est inversement
corrélé avec le niveau d’expression du géne qui se trouve sous son contrdle. Cette
affirmation ne s’applique pas, par contre, & tous les génes. Nous pouvons citer
comme exemple les génes H19 et Igf2 qui chez la souris ne se comportent pas de la
méme facon. Pour H19, le silence de I’all¢le paternel est du & la méthylation du gene
dans sa région 5°. Ceci concorde avec le dogme exprimé plus haut. Par contre, pour
Igf2, qui fait parti du méme domaine soumis & I’empreinte génomique parental chez
la souris, ’alléle paternel qui est également méthylé est, contre toute attente,

exprimé (Jones et al., 1998).

Il est important de soulever ici, le fait que nous ne connaissons trés peu de chose
quant & I’importance des différents flots parfois compris dans un méme gene. Il est
trés probable que les différents ilots aient une importance variable sur le niveau
d’expression des génes et que certains soient plus susceptibles que d’autres a

modifier I'expression du géne. Un autre point & considérer, est la concentration de
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dinucléotides CG méthylés que 1’on doit retrouver au sein de I’ilot pour que le statut
répressif de la chromatine s’installe (Boyes and Bird, 1991). Il faut bien comprendre
que la méthylation différentielle qui s’installe généralement au niveau des génes
soumis & 'imprinting n’est pas dans un ratio de 100% de méthylation sur un all¢le

versus 0% sur I’autre. Il existe slirement un dosage dans ce pourcentage.

1.3 Mécanisme de méthylation de PADN

Pour comprendre comment la méthylation de ’ADN se produit, nous avons besoin
de comprendre comment la méthylation des dinucléotides CpG est ciblée et
maintenue, comment le signal du méthyl-CpG est décodé et comment cette
méthylation aboutit & la répression de la transcription. Toutes ces questions ont
finalement trouvé leurs réponses dans la découverte de nombreuses autres protéines
avec le temps. Il y a seulement trois ans, on connaissait une ADN méthyltransférase
chez I’humain ( DNMT 1) et une protéine pouvant se lier & PADN méthylé
(MeCP2). Aujourd’hui nous connaissons quatre méthyltransférases et cinq protéines

se liant aux CpG méthylés (Bird and Wolffe, 1999) (Figure 4).
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1.3.1 Les ADN méthyltransférases

Comme nous 1’avons mentionné précédemment, I’ ADN méthyltransférase (ADN-
Mitase) catalyse I’ajout du groupement méthyl sur la position 5 de la cytosine. La 5-
méthyltransférase a, a un ce jour, été caractéris¢ chez plusieurs eucaryotes et a
comme site de reconnaissance le dinucléotide CG, aussi appelé CpG (Singal and
Ginder, 1999). Le géne de la premiére ADN-Mtase fut cloné chez la souris voila de
¢a environ dix ans (Bestor, Laudano, et al. 1988) . On parle aujourd’hui de la Dnmt
1. Ce géne est hautement conservé a travers les espéces et fut également cloné chez
’humain (DNMT1) (Yen et al., 1992). Il est intéressant de mentionner qu’aucune
méthyltransférase ne fut isolée des organismes comme la drosophile et la levure qui,
comme nous le savons, ne montrent pas la présence de méthylation dans leur

génome.

1.3.1.1 DNMT 1

La Dnmt 1 méthyltransférase des mammiferes semble avoir une trés grande affinité
pour les séquences hémiméthylées mais elle semble aussi &tre capable de méthyler
de novo des séquences aucunement méthylées (Laayoun and Smith,1995). Certaines
expériences ont par la suite démontrées que certaine interaction protéine-protéine
pouvait altérer cette capacité 2 méthyler de novo et qu’au contraire des structures
aberrantes ou des résidus 5-mC pouvait stimuler cette méme capacité (Christman et

al., 1995) (Tollefsbol and Hutchison, 1997). La réalisation de souris déficientes
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(knock-out) pour la Dnmtl apporta la confirmation que d’autres enzymes pouvaient
aussi étre capable de méthylation. (Lei et al., 1996). En effet, suite 4 I’inactivation
du géne Dnmt 1, I’équipe de Lei et al. observa chez ces souris un niveau faible mais

stable de méthylcytosines et une activité méthyltransférase détectable.

1.3.1.2 DNMT 2

Les recherches sur les souris Dnmt I -/- ont abouti au clonage du géne codant pour
une deuxiéme enzyme, la Dnmt 2 chez la souris (Okano et al., 1998) et I’humain
(DNMT 2) (Yoder and Bestor, 1998). L’enzyme Dnmt 2 est la méthyltransférase
dont le rdle dans la cellule est encore ambigu. En effet, la Dnmt 2 contient tous les
motifs hautement conservés communs aux méthyltransférases et est exprimee a un
niveau faible dans la plupart des tissus adultes examinés. De plus, I’inactivation du
géne la Dnmt 2 chez les cellules embryonnaires de souris ne provoque aucun effet
sur la méthylation de novo ou la maintenance des sites déja méthylés (Okano et al.,
1998). Dongc, a ce jour une question reste encore en suspend, est-ce que le géne de la

Dnmt 2 encode vraiment une ADN méthyltransférase fonctionnelle?
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1.3.1.3 DNMT 3

A Theure actuelle, deux autres ADN-Mtase sont venues s’ajouter a cette courte liste
que compose la 1 et la 2. C’est deux autres enzymes sont en fait, la DNMT 3a et 3b
(Xie et al., 1999), dont les génes sont localisés respectivement sur les chromosomes
2p23 et 20q11.2. La DNMT 3a est exprimée de fagon ubiquitaire et peut facilement
étre détectée dans la plupart des tissus adultes alors que la DNMT 3b est exprimee a
un trés faible niveau dans la plupart des tissus excepté les testicules, la thyroide et la

moelle osseuse (Xie et al., 1999).

Le niveau élevé d’expression des deux DNMT 3 dans les lignées cellulaires
tumorales souleva la question que ces enzymes pourraient étre responsable de la
méthylation de novo des ilots CpG des génes suppresseurs de tumeurs lors du
développement d’un cancer et ainsi faciliter la progression tumorale (Xie et al.,

1999). Tout ceci reste encore a étre confirme.

1.4 Mécanismes de répression par la méthylation

Nous exposions précédemment le dogme qui affirme que plus un promoteur est

méthylé moins le géne qui est sous son contrdle est exprimé (Bird and Wolffe,

1999). Bien que cette relation inverse entre la méthylation et la transcription du gene
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touche une grande quantité de génes, elle n’est cependant pas universelle (Igf2 chez
la souris) (Jones et al., 1998). Les mécanismes par lesquels la méthylation empéche
’expression des génes qui présentent des flots CpG méthylés ont fait I’objet de
plusieurs recherches afin de mieux comprendre ce phénomeéne d’inhibition (Razin
and Cedar, 1991). On connait 4 ce jour plusieurs hypothéses qui pourraient expliquer

ce phénomene (Singal and Ginder, 1999).

1.4.1 Interférence avec les facteurs de transcription

On proposa tout d’abord que la présence du groupement méthyl sur la cytosine
pouvait empécher la liaison de certains facteurs de transcription a leurs ¢léments de
réponse spécifique (Figure 5a). On confirma plus tard qu’effectivement certains
facteurs de transcription avaient dans leurs éléments de réponse des dinucléotides
CG pouvant étre méthylés. Parmi ces facteurs de transcription, on peu nomme¢ AP-2,
CREB, E2F, c-Myc, et plusieurs autres (Singal and Ginder, 1999). D’autres, par
contre, ne semblent pas incommodés par la présence de méthylation dans la
séquence de leur élément de réponse, comme c’est le cas pour SP1 (Tate and Bird,
1993). Dans le premier groupe, le groupement méthyl provoquerait un
encombrement stérique qui empécherait le facteur de transcription de se lier de fagon

spécifique a son élément de réponse sur I’ ADN.



16

1.42  Liaison de répresseurs a ’ADN méthylé

La découverte par la suite de protéines pouvant lier les CpG méthylés permis de
postuler une seconde hypothése, a savoir que les CpG méthylés étaient capables de
recruter des protéines pouvant agir comme répresseurs transcriptionnels. Cette
hypothése fut ensuite confirmée par la découverte des protéines liant les CpG
méthylés (Figure 5b). On compte a ce jour plusieurs protéines capables de remplir
cette fonction dont la MeCP1 et la MeCP2 (méthyl cytosine binding protein 1 et 2)
(Bird and Wolffe, 1999). MeCP-1 se lic 4 I’ADN lorsqu’elle rencontre une serie de
CpG méthylés de fagon symétrique, par opposition a ’ADN hémiméthylé. La
répression des génes hautement méthylés peut étre médiée par la MeCP-1 et il a été
démontré que les cellules déficientes en MeCP-1 montrent un niveau de répression

diminué (Boyes and Bird, 1991).

MeCP-2 est beaucoup plus abondante que MeCP-1 et a seulement besoin de
reconnaitre un dinucléotide méthylé pour pouvoir se fixer a ’ADN. MeCP-2
posséde deux domaines : un de liaison & ’ADN (methyl-CpG binding domain) et
un de répression transcriptionnelle (TRD). Ce dernier peut inhiber la transcription
méme 2 une certaine distance du promoteur ce qui laisse croire qu’il pourrait
interférer avec la machinerie transcriptionnelle ou le complexe d’initiation (Nan et

al., 1997).
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Autant pour MeCP-1 que pour MeCP-2, leur présence est dispensable pour la
viabilité des cellules embryonnaires mais on observe dans les deux cas une

diminution dans le niveau de répression des génes (Tate et al., 1996).

1.4.3 Modification de la structure de la chromatine

La troisiéme et derniére hypothése découle en fait des deux premieres. Autant par la
présence d’un groupement méthyl que par la liaison de protéines répresseures a
ceux-ci, la structure de la chromatine s’en trouve modifiée ou altérée. Cette
modification dans la structure de la chromatine pourrait étre responsable de
I’inhibition de la transcription par le fait que les séquences de régulation et/ou de
stimulation de I’expression du géne sont maintenant inaccessibles a la machinerie
cellulaire (Figure 5c). En effet, il a été proposé que le domaine de répression
transcriptionnel (TDR) de MeCP2 interagisse avec la protéine Sin3A, qui elle
recrute I’histone déacétylase, qui est connue pour contribuer a I’établissement de
I’état inactif de la chromatine (Nan et al., 1998). En accord avec ceci, I’inhibition de
I’histone déacétylase élimine partiellement 1’effet inhibiteur du domaine TDR de

MeCP2.

Bref, on peut donc dire que cette troisi¢éme hypothese est le résultat causé par les
deux premiéres, soit la présence de groupement méthyl sur ’ADN et la liaison de

protéines a ces mémes groupements.
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1.5 Role de la méthylation dans la cellule

Quels sont maintenant les rdles de la méthylation dans la cellule normale? Nous
avons déja dit que la méthylation dans les régions promotrices des génes pouvait &tre
responsable de 1’inactivation de ce géne. Mais cela n’est pas le seul rdle de la
méthylation dans la cellule. On attribua tout d’abord a la méthylation un role dans la
réplication et la réparation de la cellule. En effet, la cellule se sert du brin méthyle
pour différentier entre le brin matrice et celui nouvellement synthétise. Ce
phénomeéne de reconnaissance du brin matrice par la méthylation a trés bien éte
étudié chez les procaryotes (Hubacek, J., 1992) (Knox et al., 2000) Par contre,
I'implication de la méthylation n’est plus & étre démontrer dans la réparation de
I’ADN. Il semblerait que la perte de méthylation augmenterait de fagon importante
le taux de mutations dans le génome ceci par le fait que la cellule se sert
normalement du brin méthylé comme repére pour réparer les erreurs commis lors de
la réplication ou pour corriger les mutations ponctuelles qui se produisent
habituellement dans le génome (Chen et al., 1998). Sans ce repére que consiste la
méthylation, les enzymes responsables de la réparation (Mismaich repair) sont
incapables de corriger les erreurs, ce qui a comme résultats une accumulation
progressive de mutations dans I’ADN pouvant avoir des conséquences fatales pour

la cellule et méme I’individu (Reitmair et al., 1996).
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La méthylation est aussi impliquée dans deux phénoménes que nous avons cites
plutdt et qui se produisent normalement dans la cellule, soit I'inactivation du
chromosome X et Iempreinte génomique parentale (imprinting). En effet,
’inactivation du chromosome X est I’exemple d’inhibition de la transcription par la
méthylation le plus couramment cité. La plupart des génes situés sur 'un des
chromosomes X chez les femmes sont inactivés trés tdt au cours du développement
embryonnaire sans égard de la présence ou non d’ilots CpG. La méthylation de
I’ADN semble renforcer le statut inactif du chromosome X (Riggs and Pfeifer,

1992).

L’empreinte génomique parentale, quant a elle, est un phénomeéne beaucoup plus
complexe et qui touche un nombre plus restreint de génes. En effet, en 1980, un
groupe de chercheurs démontra qu’il pouvait y avoir des différences fonctionnelles
entre les copies maternelles ou paternelles du génome d’un individu. Par de
nombreuses manipulations lors de la fertilisation de différentes lignées de souris, ils
démontrérent que la disomie uniparentale, qu’elle soit localisée ou sur I’ensemble du
génome, était 1étale (McGrath and Solter, 1984). A date, prés de 30 génes soumis 3
’empreinte génomique parentale (imprinting) ont été identifiés chez ’humain et la
souris. Plusieurs de ceux-ci jouent un rdle clé dans la croissance et la différentiation,
et I’imprinting est maintenant reconnu comme étant un facteur important dans

plusieurs maladies et cancers (Tilghman, 1999).
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On peut définir I’empreinte génomique parentale comme étant une modification
épigénétique d’un géne ou d’un chromosome qui meéne & une expression
différentielle des deux alleles du géne dans les cellules (Feinberg, 1999). Ceci a
comme résultat 1’expression monoallélique du géne en question. L’alléle exprimé
peut autant étre celui paternel que celui maternel et peut méme varier d’un individu a
’autre. L’empreinte génomique vient donc défier les assomptions conventionnelles
de base de la génétique Mendélienne, 2 savoir que les deux alléles d’un gene sont
équivalents (Feinberg, 1999). Ces différences fonctionnelles entre les copies
maternelles et paternelles peuvent s’exprimer de différentes fagons. L’expression
différentielle d’un géne, a savoir que seulement 1’alléle maternel ou paternel est
exprimé, est 1’'un des mieux caractérisé. D’autres observations ont révelé la perte
préférentielle d’un des deux alleles dans la perte d’hétérozygotie (LOH) chez
certaines maladies, ou dans certaines translocations chromosomiques. En effet, un
groupe démontra que s’était préférenticllement le chromosome 9 paternel et le
chromosome 22 matemnel qui se recombinaient pour donner le chromosome de

Philadelphie (Haas et al., 1992).

L’empreinte génomique parentale est donc un phénomeéne qui occupe plusieurs
chercheurs & travers le monde entier. Comprendre comment un des alleles est
marqué et comment cette marque peut se traduire en une expression parentale
spécifique sont les principales questions que se posent actuellement ces
scientifiques. Plusieurs éléments jouant un role dans ce phénoméne ont été

identifiés. Parmi ceux-ci on retrouve la méthylation bien slr, mais aussi la structure
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de la chromatine, les séquences répétitives et le synchronisme de réplication
(Brannan and Bartolomei, 1999). Bien que tous ces ¢léments agissent en
combinaison, la méthylation de I’ADN s’est révélée comme la composante intégrale
du phénomeéne de 1’empreinte génomique. Il semble, en effet, que la méthylation est
essentielle pour I’expression monoallélique du géne. Ceci fiit démontré chez les
souris déficientes pour le géne Dnmt I qui montrent un patron altéré de 1’expression
des génes soumis a I’imprinting comme H19, Igf2, Igf2r et Snrpn (Shemer et al,

1997).

La plupart des génes soumis a 1'imprinting présente des caractéristiques communes.
Evidemment, on retrouve la présence d’une méthylation différentielle s’étalant sur
une région donnée (DMR) mais, il a été aussi remarqué que ces genes sont souvent
regroupés en domaine (cluster) (Jones et al., 1998). Tout ceci porte & croire que la
présence de méthylation différentielle sur une région donnée pourrait &tre un indice
important pour I’identification de nouveaux génes soumis a I’imprinting. Parmi les
clusters les plus connus comme ayant une méthylation différentielle ont peu citer le
domaine H19/Igf2 sur le chromosome 11p15 et le domaine Prader-Willi/Angelman

syndrome sur le chromosome 15q11-q13 (Brannan and Bartolomei, 1999)
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1.6 Buts et raison de ce mémoire

1.6.1 Contexte de recherche

Le projet de recherche de ce mémoire s’inscrit dans le cadre d’une étude portant sur
I’identification de nouveaux génes soumis au phénoméne de I’empreinte génomique
parentale. La premiére partie de cette étude globale consistait a développer une
technique permettant d’isoler des séquences montrant une méthylation différentielle.
Comme nous ’avons mentionné précédemment, la présence de régions d’ADN
montrant une méthylation différentielle semble étre un bon candidat pour isoler ce
genre de séquences. C’est donc en ciblant les séquences hémiméthylées, que notre
laboratoire a développé une technique permettant 1’identification de ces séquences.
La technique FP-CGI, ainsi développée, a permis de générer une multitude de clones
qui ont ensuite été soumis & une analyse par buvardage de Southern pour confirmer

leur capacité a reconnaitre des séquences différentiellement méthylées.

La localisation chromosomique de plusieurs de ces clones a été effectuce et a
soulevé des questions importantes pour la suite du projet entrepris dans notre
laboratoire. En effet, suite a la localisation de deux des clones isolés par la technique
de FP-CGI, soit L88 et L53, il nous a été possible de confirmer qu’ils étaient situe
sur le chromosome 22ql1 et a seulement quelques mégabases de distance 1'un de
1’autre (Figure 6). Cette surprenante proximité nous portait & croire que nous étions

peut-&tre en présence d’un domaine chromosomique comprenant des génes soumis a
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I’empreinte génomique parentale. Cette hypothése découlait du fait que nous savions
que la plupart des génes soumis & I’imprinting sont généralement regroupés en

domaine (cluster).

1.6.2 Problématique

Comme nous venons de le dire, le fait que ces deux clones, L88 et L53, soient situés
sur le méme chromosome et a une distance relativement proche et qu’en plus, ils
aient été généré par une technique permettant 1’isolement de séquences montrant une
méthylation différentielle, il nous paraissait important de vérifier la pertinence de ces
observations avant de conclure a la présence d’un nouveau domaine soumis a

I’empreinte génomique parentale.

L’intérét pour ce domaine chromosomique fiit, par la suite, amplifié par la présence
dans cette méme région du géne ZnF74 impliqué dans la délétion du syndrome de
DiGeorges. Le syndrome de DiGeorges (DGS) est un désordre du développement
associé avec de larges délétions hémizygotes sur le chromosome 22q11 (Ravassard
et al., 1999). Le géne ZnF74 a été reconnu comme étant couramment délété dans ce
syndrome et certains auteurs ont observé une prépondérance de déletion pour Pallele
maternel du géne ZnF74 (Demczuk et al., 1995). Cette prépondérance n’est
cependant pas acceptée par toute la communauté scientifique et laisse encore place a
beaucoup de discussions contradictoires (Ryan et al., 1997). Cependant, la

découverte d'un nouveau domaine de méthylation différentielle englobant le geéne
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ZnF74 pourrait apporter des réponses importantes sur son implication dans ce
syndrome et nous aider 2 mieux comprendre pourquoi certains chercheurs observent
une prépondérance pour un alléle en particulier, autant dans cette maladie que dans

]a translocation chromosomique donnant le chromosome de Philadelphie.

1.6.3 Hypotheése de travail

1.6.3.1 Délimiter la région différentiellement méthylee

En premier lieu, nous voulons déterminer sur quelle distance s’¢tale la méthylation
différentielle sur le chromosome 22qll. Pour ce faire, nous commencerons par
confirmer que tous nos clones localisés dans cette région, peuvent bel et bien
reconnaitre des séquences différentiellement méthylées par hybridation de
membranes Southern. Les sondes utilisées seront L88, L53 et ZnF74. La
confirmation de ces résultats, nous permettra de circonscrire une région de

méthylation différentielle (DMR) sur le chromosome 22q11.

Comme notre objectif final est I’identification d’un nouveau domaine soumis a
I’empreinte génomique parental, nous étudierons également la méthylation autour
d’un polymorphisme décrit chez ’humain sur le chromosome 22ql11 et localisé a
proximité du clone L88 (Marineau, 1999). Ce polymorphisme nous sera utile pour la
vérification d’un biais parental dans cette région du chromosome 22 et ainsi

I’identification d’un domaine soumis & I’empreinte génomique parentale.
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1.6.3.2 Etude chez la souris

Lors des recherches que nous avons effectuées sur les bases de données pour la
localisation de nos différents clones, il nous a été possible d’identifier un PAC
contenant la plupart de nos clones. Nous avons donc analysé en profondeur ce PAC
AA005500 pour identifier des régions potentiellement intéressantes (génes connus
ou EST (Expressed sequence Tag) intéressants) et pour éviter d’inclure dans nos

sondes des séquences répétées qui sont trés abondantes dans cette région.

Suite a cette analyse du BAC, nous avons identifi¢ deux EST (numéro d’accession
AA266135 et AI225814) de souris qui présentaient des homologies trés fortes (> a
85%) avec la région du chromosome 22 que nous voulions étudier. Comme la souris
est couramment utilisée comme modéle animal pour I’extrapolation future chez
I’humain, la confirmation d’un biais parental chez la souris pourrait étre un autre
indice de la présence sur le chromosome 22q11 d’un domaine soumis a I’empreinte

génomique.

Nous avons donc voulu savoir si nous pouvions également identifier la présence
d’un biais parental chez la souris au niveau de ces deux EST. De plus, la présence
dans notre laboratoire d’ADN de souris issus des croisements réciproques entre deux

espéces de souris, nous donnaient la possibilité de faire cette étude.



27

; y
pl3 E
N
=i 8 )
p12
FEid L BAITYIO
- . - L53
PSE I i f
. Saand! S b4 3401 1 /06 i
TR RS R T d ‘ZnF74
] pS2ig—
ne 2-Go || DEEEEEY : A= Polv-GT
GHAZ-BCR \\ gL - p_Mi1 i L88
5 L
q11.22 MOR G ‘\\ o %
1 BLRLE-GE),
V2.1 | gene: gg_llgain!ng
) Fdslim ﬂ b ! t1 35hi 2 Mp contig
q12.2 zun i ! i
4 F2 ' ;
3123 ! 1 ‘;.'
._\' {
: RPOLY 1} \ [}1eas
9131 | _ P v q cones /
| “\n..(ik‘?.i! ‘,;_2631 3
\ ok i
i | H !
q13.2 '\ ll Y,
A 2R £
q13.51 ) {i i
MoK ] 5 ; /
413.32 = 239d10
R K
Qi3 S ol :
o Ak BACs PACY, Casmid
CES = Cat Eve Syndrome Ruegion i . il
DGR =~ DAGeoge Symdrome Crtical Hegion
IGCL = musaicbulin Light Chan Regipn
GHAZ = Guanine Ruclirotde Binding Protuin
BCR = Breakppint Cluster Region
MDH = Msningiomes Deletion fugions
ES = b'wiha's Sarcoma
HEFH = Meurnfilament Heavy Subunit
RFZ = Neumhibroblastomas legion 2
RPolt = BNA Faiymarase H subunit §
ACR = Acrosin
Figure 6 Position des clones 1.88 et L53 sur le chromosome 22ql11. Nous

pouvons également visualiser la localisation du géne ZnF74 et du

polymorphisme GT par rapport au deux autres clones.
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2.1 Identification des séquences différentiellement méthylées

2.1.1 Isolement des granulocytes humains

L’ADN utilisé pour les différentes étapes de ce projet de recherche provient de
granulocytes humains isolés & partir du sang de volontaires. Suite a une simple
prise sang, 5 ml de sang est ensuite transféré dans un tube de 15 ml dans lequel on
aura préalablement ajouté de 3,5 ml de Polymorphprep (13,8% sodium metrizoate
et 8% Dextran 500) . Le tube est ensuite centrifugé 4 une vitesse de 1100 rpm pour
une durée de 35 minutes. A I’aide d’une pipette pasteur, nous recueillerons la
phase qui contient les granulocytes et qui se trouve entre le culot, compose des
globules rouges et le surnageant qui représente le sérum. Environ 3 ml de NaCl
0,45% sera ajouté aux granulocytes. Le tout sera centrifugé a 1600 rpm pour 7
minutes. Le culot est ensuite rincé avec du PBS et soumis & une dernicre

centrifugation de 7 minutes & une vitesse de 1600 rpm.

2.1.2 Extraction de ’ADN

Les granulocytes préalablement isolés sont resuspendus dans 700 pl de tampon
composé de 5 ml Tris pH 8.0, 20 ml EDTA 0.5M, 2 ml NaCl 5 M et 10 ml SDS
10% et 40 pl de protéinase K (10 mg/ml). Les tubes sont ensuite places a 55 °C
pour la nuit. On procéde ensuite 4 une digestion a la RNAse A (10 mg/ml) pendant

environ 1h30. Chaque échantillon est ensuite extrait deux fois au phenol-
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chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1) puis une fois au chloroforme-alcool
isoamylique (24:1). L’ADN est ensuite précipité en ajoutant 2,5 volumes
d’isopropanol et resuspendu dans 400 pl de TE pH 7,5 ( Tris-HCI ph 7,5, EDTA

0,1 mM).

2.1.3 Technique de FP-CGI

Pour isoler les séquences pouvant montrer une méthylation différentielle, nous
utilisons une technique appelée FP-CGI pour F-PERT CpG Island (Figure 7).
Cette technique fiit développée dans notre laboratoire par un étudiant au doctorat.
Cette méthode est spécialement congue pour isoler la classe d’ilots CpG

hémimeéthyles.

Nous procédons tout d’abord a I’extraction de I’ADN provenant d’une population
de cellules relativement homogéne. Pour ce faire nous avons choisi les
granulocytes humains car en plus de représenter une population homogeéne, ils sont
facilement accessibles par une simple prise de sang du volontaire. L’ADN ainsi
extrait est digéré avec des enzymes de restriction (6-cutter) qui coupent
généralement a 1’extérieur des flots ( Mse I TTYAA). L’ADN digérée est ensuite
séparé sur gel d’agarose par électrophorése. Les fragments d’une longueur variant

entre 0.4Kb 4 7Kb en sont extraits. Les fragments ainsi isolés sur gel d’agarose

sont dénaturés et réassociés par la technique de F-PERT ( formamide phenol-
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enhanced reassociation technique) qui permet une réassociation rapide de longs
fragments (Casna et al., 1986), (Nelson et al., 1993). Cette association permet la
formation de complexes hémiméthylés. L’ADN est alors ligué avec des
adaptateurs biotinylés et ensuite mélangé avec des billes magnétiques couplees a la
streptavidine. Les adaptateurs sont deux oligos, ML-1 et ML-2
(TATGGGCGAATTCCGCTTAAC et GTTAAGCGGAATTCGCCCA) qui ont
été hybridé I’un avec I’autre et qui une fois associé sont compatibles avec les sites
de restriction des enzymes utilisées lors de la premiere digestion, soit Mse I
(Figure 7 étape #1). L’ADN ainsi couplé est lavé et digéré avec des enzymes
sensibles a la méthylation et dont leur site de restriction comprend au moins un
CpG (Eagl CYGGCCG). L’ADN encore attachée aux billes est alors dénaturce
(NaOH 0.1N pour 10 minutes & température de la piece) et lavée avant d’étre
resuspendu dans 20 pl d’H,O. On procédera ensuite a une deuxiéme digestion
avec la méme enzyme de restriction (Eagl). On aura préalablement ajouté un
oligonucléotidle NGCGGCCGCNC complémentaire au site de restriction de
’enzyme pour former un site double brin. Les fragments simple brin ainsi libérés
dans le surnageant seront recueillis et amplifiés par PCR avec une amorce
contenant une courte séquence riche en GC. Les fragments amplifiés seront clonés,

séquencés et utilisés pour sonder des membranes Southern pour pouvoir ainsi

confirmer qu’ils détectent des régions différentiellement méthylees.
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2.2 Localisation des clones et choix des sondes

2.2.1 Recherche d’homologie par BLAST

Les différents clones isolés a partir de la technique FP-CGI seront ensuite soumis a
une recherche dans les banques de données disponibles, afin d’identifier les clones
donnant des similitudes avec des séquences exprimées ( EST ) et pouvant &tre
potentiellement intéressants. Ceci permet aussi d’éliminer les clones issus de

séquences répétées ou ALU.

2.2.2 Amplification des sondes par PCR

Lorsque le choix d’une sonde est effectué, des amorces sont synthétisées pour
amplifier le fragment choisi. Pour ce mémoire, un total de 5 sondes différentes
seront utilisées et les différentes amorces et conditions de PCR sont résumées dans

le tableau 1.
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BRA 477

5’-cctgtctctaaaaaatccaag-3’

Sonde Amorce Condition de PCR
BRA 481
1.53 (448 pb) 5’-agcaggaatgcaggagetga-3’
93°C-3min
BRA 482 93°C-1min,51°C-
1min,72°C-1min (30x)
5’-cagcagggtgagaaatcaga-3’ 72°C-10min
BRA 412
5’-caagagcatggtgggteccgga-3’ 93°C-3min
93°C-1min,63°C-
BRA 464 1min,72°C-1min (30x)
72°C-10min
(232pb) 1 5’-tgcgactgecacaaagageagea-3’
BRA Zn483
ZnF74 5’-gcggteccctctcaacagea-3’ 93°C-3min
93°C-1min,57°C-
BRA Zn484 1min,72°C-1min (35%)
72°C-10min
(429pb) 2 5’-gggaggapctetggeggaac-3’
BRA 489
S’~ctacctcatcgtgecacegge-3’ 93°C-3min
93°C-1min,55°C-
BRA 490 1min,72°C-1min (35%)
(549pb) 3 72°C-10min
5’-agggaggaccagggtgcttt-3’
Oligo 122
Poly-GT (892pb) 5’-attaactcataaaggagecc-3’ 93°C-3min

93°C-1min,60°C-
1min,72°C-1min (30x)
72°C-10min

Tableau I

Résumé des différents sondes

utilisées,

de leurs amorces

respectives et des conditions d’amplification par PCR.
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2.2.3 Extraction des sondes sur gel d’agarose

Suite a ’amplification des sondes par PCR, celles-ci sont migrées sur un gel 1,2%
agarose 4 un voltage d’environ 100 V pour une vingtaine de minutes. Les bandes
correspondant au fragment espéré sont ensuite coupées a 1’aide d’un scalpel. La
sonde est ensuite a 1’aide du kit d’extraction rapide (GIBCO). Les sondes ainsi
isolées sont prétes a étre marquées et hybridées aux membranes Southern pour

confirmer leur capacité a reconnaitre des séquences différentiellement methylees.

2.3 Analyse de méthylation

2.3.1 Digestion de I’ADN avec les différentes enzymes de restriction

15 pg d’ADN isolé & partir des granulocytes est tout d’abord digere avec une
enzyme qui n’est pas sensible & la méthylation comme Hind IIT, BamH I ou Pst L.
L’enzyme est ajoutée en exceés ( 4 unités pour 1 pg d’ADN ) et le tout est placé a
37 °C pour 16 heures. L’ADN digéré est ensuite extrait une fois au phénol-
chloroforme-alcool isoamilyque et précipité dans 2,5 volume d’éthanol 100%.

L’ ADN précipité est ensuite resuspendu dans 25 pl d’eau stérile.

L’ADN est alors soumis 3 une deuxiéme digestion avec cette fois-ci une enzyme

sensible 4 la méthylation tel que Hha I (GTTAAC), Hpa II (CCGG) ou Eag L.
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(CGGCCQG). Cette digestion aura pour effet de couper seulement les alléles non-
méthylés aux sitex de restriction respectifs des enzymes utilisées et de laisser
intacts les alléles montrant une méthylation au niveau de ces mémes sites de
restriction. Une portion de I’ADN sera quant a lui digéré avec I’enzyme Msp 1
(CVCGG) qui a le méme site de restriction que Hpa II, mais qui n’est pas sensible a

la méthylation. Cette digestion nous servira de contrdle.
2.3.2 Préparation de la membrane Southern

L’ADN ayant subit la double digestion est encore une fois précipité et resuspendu
dans un volume de 20 pl d’H,0. 5ul de bleu de migration (Bromophénol) est alors
ajouté & chaque échantillon et ceux-ci sont ensuite placés sur un gel contenant 1 %
d’agarose , 1X TBE et 0,5 pg/ml de bromure d’éthidium. L’électrophorése est

ensuite effectué pour une période d’environ 16 heures a 45 volts.

L’ADN est ensuite transféré sur une membrane HYBOND ( Pharmacia ) par
capillarité (Sambrook, 1989). Cette membrane est ensuite identifiée et I'ADN est

fixé au support de nitrocellulose en la séchant pendant 1 heure a 80 °C.



37

2.3.3 Hybridation des membranes Southern

La membrane est préhybridée pendant au moins 3 heures a 42 °C dans une
solution contenant 50 % formamide, 5X SSC, 50mM Tris-HCI (pH 7,5), 5X

Denhart, 1,25 % SDS, 250 ng/mL d’ADN de saumon dénaturé par ébullition.

Pendant cette période de préhybridation, la sonde est préparée selon la méthode
des amorces aléatoires (random priming). Le fragment d”’ADN (150 ng) est amené
a ébullition pour le dénaturer. A ce volume, sont ajoutés du mélange réactionnel
1X, 50 pCi d’a-dCTP* et une unité du fragment Klenow de I’ADN polymérase I
(Pharmacia). On compléte le volume a 50 ul et on incube a 37°C pendant une
heure. La sonde est alors centrifugé sur une colonne de Séphadex-G50
(Pharmacia) de fagon & éliminer les nucléotides demeurés libres. L’activité
spécifique de la sonde est ensuite dosée a ’aide d’un compteur a scintillation et un
minimum de un million de cpm sont ajoutés au mélange de préhybridation apres
avoir dénaturer la sonde par ébullition. L’hybridation s’effectue a 42°C pour une

durée d’environ 12 heures avec agitation constante.

Le lendemain, la membrane est d’abord lavée avec 2X SSC et 1% SDS a la
température de la piéce puis la stringence est augmentée en fonction de la
radioactivité toujours liée & la membrane. Lorsque la membrane a bien été lavée,

elle est autoradiographiée sur un film XAR-1 (Eastman-Kodak).
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2.4 Etude chez la souris

2.4.1 Technique SNuPE

Pour vérifier la présence de méthylation différentielle chez la souris nous utilisons
une technique simple qui s’appelle SNuPE pour Single Nucleotide Primer
Extension (Kuppuswamy et al., 1991). Cette technique peut nous permetire de
détecter sur une séquence d’ADN connue des variations aussi petites que le
changement d’un simple nucléotide. Pour ce mémoire, nous appliquerons cette
stratégie dans le but d’étudier s’il y a une différence dans la méthylation au niveau

des deux alléles chez la souris.

Le choix des deux espéces de souris choisies, soit Molossinus et Domesicus,
s’explique par le fait qu’au point de vue de I’évolution elle sont suffisamment
¢loignées pour avoir des différences au niveau de leurs séquences d’acides
nucléiques mais encore suffisamment rapprochées pour pouvoir les accoupler les
unes avec les autres. Suite 3 une analyse de leur séquence respective, nous avons
déterminé, sur I’un des EST identifié (AA266135), un fragment qui contient a la
fois un polymorphisme d’une seule base entre les deux espéces et qui possedent

également un site de restriction pour I’enzyme BstUL
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2.4.1.1 Digestion de PADN génomique de souris avec BstUI

L’ADN des deux espéces de souris, Molossinus et Domesticus (C57B6/J), ainsi
que ’ADN des souris de la premiére génération (F1), est tout d’abord digére avec
I’enzyme sensible a la méthylation BstUI (CGYCG). Cette digestion aura pour
conséquence de couper ’ADN en fragments variables et uniquement au site de
restriction de I’enzyme qui sont non méthylés. Ainsi donc, s’il u a une différence
dans le patron de méthylation des deux alléles au niveau du site de restriction de

1’enzyme BstUI, seulement 1’alléle non méthylé sera digere.

2.4.1.2 Amplification du fragment polymorphique par PCR

Deux amorces sont alors synthétysée pour amplifier par PCR le fragment non
coupé par BstUL 11 faut se rappeler que si le site BstUI est non méthyle, il scra
digéré par ’enzyme (2.4.1.1) et donc non amplifiable. Les deux oligos utilisés sont
Bra 475 (acc cgt gca cgg tag tcg aa) et Bra 480 (tga cat ggt tgc agg cat ge). La
réaction est effectuée dans un volume de 25 pl et est ensuite soumis a un cycle de
dénaturation de 1 minute a 93 °C, 35 cycles d’amplification, soit 45 secondes a 93
°C, 45 secondes a 53 °C et 45 secondes a 72 °C, et finalement un dernier cycle de
10 minutes & 72 °C. Le fragment de 155 pb généré par ce PCR (pour séquence

compléte et emplacement des olignucléotides, voir annexe 1) est ensuite isol¢ de la
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méme fagon que ’on a décrit plutdt, soit par extraction au phénol-chloroforme-

alcool isoamylique et précipitation avec de 1’éthanol 100%.

AACCGTGCACGGTAGTCGAAGGCCGCTGTCTGAC(A/G)TGCGAGCCC
GGCTGGAACGGAACCAAATGTGACCAACCCTGCGCCACCGGTTTCTAC
GGCGAAGGTTGTGGCCACCGCTGCCCACCCTGCCGCGACGGCATGCCT
GCAACCATGTCA

Voici la séquence nucléotidique du fragment de 155 pb généré par PCR (GenBank
accession #AA266135). En caractére gras, les deux amorces utilisées pour
1’amplification, entre parenthése le polymorphisme A/G entre les deux especes et

en souligné, 1’emplacement du site de restriction de 1’enzyme sensible a la

méthylation BstUI utilisée.

2.4.1.3 Réaction SNuPE

Nous procédons ensuite & la réaction SNuPe. La réaction est effectuée dans un
volume finale de 25 pl qui se compose de 50 ng du fragment isolé sur gel, 10 pM
de I’amorce spécifique au poymorphisme Bra 479 (gtc gac gge cge tgt ctg ac), 1x
du tampon PCR, 1U de Taq Polymérase (Pharmacia). Comme nous voulons
distinguer entre les deux alléles du géne, nous effectuerons deux réactions séparces
soit 1’une contenant le nucléotide marqué correspondant au G ([a-**P]-dGTP)du
polymorphisme de I’espéce Molocinus et I’autre contenant le nucléotide A marqué

([0->*P]-dATP) correspondant au polymorphisme de Iespéce Domesticus
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(C57BL/6J). (Figure 8). Aucun autre nucléotide ne sera ajouté a la réaction, mise a
part celui marqué. Ainsi donc, I’oligonucléotige utilise se retrouvera marque a son
extrémité 3’ par un unique nucléotide qui correspondra au polymorphisme de

I’espéce en question.

Les deux réactions séparées seront ensuite soumis & un cycle de dénaturation de 2
minutes 2 95 °C, 4 une période d’association de 2 minutes a 50 °C, et une période
de polymérisation d’une durée de 2 minutes a 72 °C. On ajoutera ensuite 2 chaque
tube 10 pl de solution STOP ( 0.05% xyléne cyanol, 0.05% bleu de bromohénol,
20mM EDTA dans formamide déioniséé) et les échantillons seront dénaturés a 95

°C pendant 5 minutes et mis sur glace jusqu’a la migration sur gel.

2.4.1.4 Migration sur gel

Les échantillons dénaturés sont ensuite déposés sur un gel de polyacrylamide-urée
(15% acrylamide : bisacrylamide (38 :2), 7M urée, 1x TBE, 0,03% APS, 6,6 mM
TEMED). L’électrophorgse est ensuite effectués & 200 V pour une durée de 3 a 4
heures. Le gel est ensuite autoradiographié sur un film XAR-1 (Eastman-Kodak)

pour une période pouvant variée entre 30 minutes et 12 heures.
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Figure 8 Représentation schématique de la technique SNuPE qui sera utilisée
pour I’étude chez la souris. Dans I’exemple illustré, nous pouvons voir
le cas ou l’alléle provenant du parent Domesticus (adénine) est méthylé
préférentiellement, non digéré par I’enzyme BstUI et donc amplifié par
PCR démontrant ainsi le biais parental au niveau de la méthylation.



3- Resultats
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La technique FP-CGI développée dans notre laboratoire, nous a permis d’identifier
deux clones potentiellement capables de reconnaitre des séquences hémiméthylées
par hybridation de membrane Southern et localisés dans la méme région, soit sur le
chromosome 22ql11. C’est dans le but d’identifier une nouvelle région pouvant
contenir des génes soumis 4 I’empreinte génomique parentale que nous avons

entrepris la collecte des résultats que nous vous présentons ici.

3.1 Vérification des clones par hybridation de membrane Southern

Comme nous ’avons mentionné dans les hypothéses de travail, la premiére étape
de ce projet de recherche consiste tout d’abord a confirmer que nos différents
clones générés par la technique de FP-CGI reconnaissent bien des seéquences

montrant une méthylation différentielle.

Pour pouvoir dire qu'un clone reconnait des séquences hémiméthylées, nous
devons observer sur 1’autoradiographie de la membrane sondée le patron de
bandes spécifiques a des séquences différenticllement méthylées. Le patron de
bandes que nous devrons obtenir est celui illustré & la figure 9a qui consiste en la
rétention d’une bande de haut poids moléculaire correspondant a I’allele méthyle
et I’apparition de bandes secondaires de poids moléculaire inférieur correspondant
3 ’alléle non méthylé. Nous devons nous souvenir que la deuxiéme digestion a été

faite avec des enzymes qui sont sensibles & la méthylation et donc qui ne coupent
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pas lorsqu’il y a un groupement méthyl dans leur site de restriction. Par opposition

au patron de séquences hémiméthylées, lorsque la séquence sera completement

méthylé nous n’observerons pas de bandes secondaires alors que lorsqu’elle sera

complétement non méthylée il n’y aura pas rétention des bandes de haut poids

moléculaire (Figure 9b et 9c).
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Représentation schématique des différents patrons de méthylation.
Pour chaque membrane schématisée, le premier puits est chargé
avec de ’ADN digéré avec une enzyme G-cutter qui génére la
bande de haut poids moléculaire. Les deux puits suivants
contiennent ’ADN digéré avec la méme enzyme plus une
digestion avec une enzyme sensible 4 la méthylation (ex. Eag I et
Hpa II). Le dernier puits contient I’ADN digéré avec une enzyme
non sensible a la méthylation. a) Partiellement méthylé b)
Complétement méthylé ¢) Non méthyle.
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3.1.1  Analyse du clone L88

Pour le clone 188, qui fiit en fait un des premiers générés par cette technique, les
études sur membrane Southern avait déja été effectué pour valider la technique
développée dans le laboratoire. Comme nous pouvons le voir sur la photo de la
membrane hybridée avec la sonde L88 , le patron de bande obtenue correspond
bel et bien a celui d’une séquence hémiméthylée car nous avons rétention de la
bande correspondant a I’alléle non coupé et I’apparition des bandes secondaires

(Figure 10).
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Hybridation d’une membrane Southern avec la sonde L8&8
montrant le  patron  caractéristique = d’une  séquence
différentiellement méthylée. Dans les puits digérés avec les
enzymes sensibles & la méthylation, soit Eag I et Hpa I, on voit
1’apparition de bandes secondaires migrants plus rapidement que

le fragment EcoRI.
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3.1.2 Analyse du clone L53

Suite 4 ’amplification du fragment de 448 pb correspondant a la sonde L53 nous
avons hybridé une membrane Southern coupé avec I’enzyme Pst L A partir de
recherches effectuées sur les banques de données, nous savions que notre sonde
devait reconnaitre un fragment de haut poids moléculaire d’environ 1.99 Kb. Ce
fragment de 1.99 Kb correspond a I’alléle non coupé et comprend que 5 sites pour
’enzyme de restriction Hpa I La détection de bandes secondaires dans les puits
ayant subis une double digestion (2 & 4), nous permettrait de conclure a une
méthylation différentielle. Comme nous pouvons 1’observer, I’hybridation de la
membrane Southern avec la sonde L53, nous a donné comme patron de bandes,
celui correspondant & une séquence complétement méthylée. En effet, nous
pouvons clairement visualiser la bande de 1.99 Kb (allele méthylé) mais nous ne
pouvons voir aucune bande secondaire (Figure 11). Les bandes attendues, générées
par la digestion par I’enzyme Hpa II, auraient été d’environ 314 pb et 64 pb. Ce
résultat a ensuite été confirmé avec ’hybridation d’une seconde membrane (non
montrée). Nous pouvons donc dire que le clone L53 ne possede pas la capacite de
reconnaitre une séquence différentiellement méthylée et le fait qu’il ai été généré
par une technique servant & isoler des séquences montrant une méthylation

différentielle sera discuté dans la discussion de ce mémoire.
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Figure 11 Hybridation d’une membrane Southern avec la sonde L53. Nous
pouvons observer le fragment de 1.99 kb qui correspond a 1’allele
non coupé et ’absence de bandes secondaires. L53 ne montre pas de

méthylation différentielle.
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3.1.3 Analyse du géne ZnF74

Comme nous 1’avons dit plutét, la démonstration d’une méthylation différentielle
au niveau du géne ZnF74 pourrait avoir des répercussions intéressantes sur son
implication dans le syndrome de DiGeorges. La démonstration d’une expression
monoallélique du géne ZnF74 pourrait apporter des réponses importantes pour la
compréhension de ce syndrome, qui comme on le sait implique dans la plupart des
cas une large délétion du chromosome 22. En supposant, une expression
monoallélique de ZnF74, la perte de 'unique allele exprimé lors de la délétion
pourrait étre cruciale. C’est dans cette optique que nous voulions essayer de
démontrer la présence de méthylation différentielle sur le géne ZnF74 en sc
servant d’une portion du géne comme sonde pour hybrider une membrane

Southern.

Nous avons tout d’abord fait une sonde pour le géne ZnF74 au niveau de sa région
promotrice. Le fragment ainsi amplifié de 232 pb ( Tableau I p.34) contient
plusieurs sites Hpa II mais seulement deux sites Eag I qui nous servirons pour
analyser la méthylation dans cette région car c¢’est enzymes sont sensibles a la
méthylation. L hybridation d’une membrane Southern avec cette sonde ne nous a
pas permis d’obtenir de résultats concluants sur 1’état de méthylation de cette
région. En effet, aprés autoradiographie de plusieurs membranes, aucunes bandes,
que ce soit de haut ou de moindre poids moléculaire, n’ont pu étre visualisées et

cela méme apreés des expositions de plusieurs semaines. Comme cette région du
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géne est extrémement riche en GC et que cela complique de beaucoup I’analyse,

nous avons décider d’employer une nouvelle sonde.

Tout comme la premiére sonde, la deuxiéme se trouve dans une région riche en
GC mais de fagon beaucoup moins impressionnante. Un fragment de 429 pb fut
donc amplifié par PCR (Tableau I p. 34) et correspond aux nucléotides 307 a 733
du premier exon du géne ZnF74. Aprés hybridation, encore une fois, les résultats
obtenus avec cette nouvelle sonde ne furent pas concluant car aucun signal ne pu

étre détecté.

On décida alors de synthétiser des amorces pour une nouvelle sonde, mais cette
fois-ci le fragment amplifié ne sera pas & 'intérieur d’un ilot CpG. Nous avons
donc amplifié un fragment de 549 pb (Tableau I p.34) toujours sur I’exon 1 mais a
Iextrémité 3’ de 1’ilot contenu dans cette exon du géne ZnF74. Contrairement au
deux premiers essais, nous avons finalement réussi a visualiser un patron de
bandes aprés autoradiographie de la membrane hybridée avec la sonde numero 3
(Figure 12). Cependant, le patron obtenu correspond a celui d’une séquence
complétement méthylée car uniquement le fragment de 958 pb attendu est observé
et qu’aucunes bandes secondaires ( les bandes attendues sont d’environ 811pb) ne
sont visibles dans les puits ayant subi une double digestion avec les enzymes

sensibles a la méthylation (2 et 3).
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Nous avons par la suite essayer de démontrer qu’il puisse y avoir une différence
dans le patron de méthylation au niveau du promoteur versus I’exon 1, mais
malgré les différentes sondes utilisées (réutilisation des mémes régions que les
sondes 1 et 2 mais en essayant de limiter le nombre de CpG dans celle-ci) au
niveau du promoteur, aucune n’a jusqu’a présent montré un signal convainquant.
Nous discuterons plus en détails des approches possibles pour étudier la
méthylation au niveau du promoteur du géne ZnF74 dans la prochaine partie de ce

mémoire (discussion).



53

PstI Pstl
v ZnF74 #3 v
T
Hpa II
1 2 3 4
958 pb —p»
<4 8l1pb
SN | 1- Pst]
.| 2- PstUHhal

el | 3- Pst I/ Hpall
|| 4- PstT/Mspl

::;_::.' L :

Figure 12 Hybridation d’une membrane Southern avec la sonde ZnF74 #3.
Nous pouvons observer le fragment de 958 pb qui correspond a
I’allele méthylé et I’absence de bandes secondaires. Il n’y a pas
de méthylation différentielle autour de cette région.
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3.1.4 Analyse de la région adjacente au polymorphisme GT

Une autre étape dans cette étude de méthylation sur le chromosome 22q11 était de
faire les mémes expériences avec une sonde proche du polymorphisme GT répéte,
que celles effectuées pour LS3 et ZnF74. Comme nous I’avons mentionné
auparavant, la présence d’un polymorphisme sur le chromosome 22q11 nous
permettra de distinguer entre les deux alleles parentales d’un géne pour ainsi
démontrer la présence d’un biais parental (imprinting). 1l faut tout d’abord

s’assurer que la méthylation couvre aussi cette région.

Nous avons donc généré une sonde & proximité du polymorphisme ( nucléotide
12760 a 13652 sur PAC AC005500) en prenant la précaution de ne pas inclure le
GT répété (environ nucléotide 12300 sur PAC AC005500) dans le fragment
amplifié pour ainsi éviter les possibles interactions non spécifiques attribuables au

répétition de GT.

Suite 4 ’hybridation de la sonde sur une membrane Southern, nous avons observeé
une bande de 11.7 Kb (Figure 13). Cette bande correspond a la bande générée par
la premiére digestion par Hind IIT et est associée a une séquence complétement
méthylée. Les bandes secondaires attendues auraient un poids moléculaire soit de
10.6 kb, 9.2 kb ou 6.81 kb. Nous pouvons donc dire qu’encore une fois, la
méthylation au niveau de cette région ne semble pas étre différentielle mais plut6t

présente sur les deux alléles du chromosome.



55

* sonde
(GT)n
44 4

Eagl Eagl Eagl

H H/E

117Kb  —Pp -
<4+— 4kb
<4—— 1lkb

Figure 13 Hybridation d’une membrane Southern, dont PADN est coupé¢
avec ’enzyme HindIII (puits 1 et 2) et ensuite avec I’enzyme Eag
I (puits 2), avec la sonde Poly-GT de 892 pb. Donne un fragment
attendu de 11.7 kb si les deux alléles sont complétement méthylés
et non coupé par ’enzyme Eag I.
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3.2 Etude chez la souris

Suite 4 I’analyse, dans les bases de données, du BAC AA005500 contenant nos
différents clones (L.88, L53, ZnF74), nous avons identifié, des homologies avec
deux EST (Expressed Sequence Tag) de souris. Comme nous le savons, la souris
est souvent utilisée comme modéle d’étude pour 1’extrapolation future chez
’humain. De plus, la disponibilité dans notre laboratoire d’ADN de souris issus
des croisements réciproques entre les deux especes de souris, Molossinus et
Domesticus, nous donnait la chance de vérifier pour la présence d’un biais parental

chez la souris.

3.2.1 Recherche d’un polymorphisme

La premiére étape fut tout d’abord 1’amplification de ces deux EST sur ’ADN de
souris Domesticus (C57BL/6]) et le clonage des fragments dans le vecteur
d’expression SK+ (BlueScript). Uniquement les fragments provenant de
Domesticus furent clonés. Les deux plasmides contenant leur EST respectif furent
ensuite séquencés. Nous avons ensuite comparé la séquence avec celle de I’espéce
Molossinus (disponible dans les bases de données informatiques) pour identifier de
possibles polymorphismes. Il faut se rappeler ici que ces deux espéces de souris
sont assez éloignées évolutivement pour présenter des différences dans leur
séquences d’acides nucléiques mais suffisamment rapprochées pour permettre un

accouplement.
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Lors de la comparaison des deux fragments amplifiés et séquencés, nous n’avons
pu identifier de polymorphismes au niveau du premier EST (no.Accession
AI225814). Par contre, nous avons pu observer dans le second (AA266135) une
variation d’un seul nucléotide, soit une guanine pour Molossinus et une adénine

pour Domesticus (C57BL/6]J).

v

o Bst Ul CGCG
—> v
_'» A Domesticus
Molossinus
G o
Polymorphisme
Figure 14 Représentation  schématique du fragment contenant le

polymorphisme entre les deux espeéces de souris. Les fleches
pleines correspondent aux amorces utilisés pour I’amplification
(Bra 475 et Bra 480) alors que celle marquée d’une étoile
correspond & P’oligo utilisé dans la technique SNuPE (Bra 479).
On peut également visualiser le site de restriction de I’enzyme
BstUL

3.2.2 Analyse de méthylation différentielle par SNuPE

Pour détecter la présence d’un biais parental dans 1’établissement du patron de
méthylation chez la souris, nous avons tout d’abord synthétisé une amorce qui

viendrait s’hybrider directement en amont du polymorphisme. Ainsi donc, le
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prochain nucléotide a étre incorporé lors de la réaction de SNuPE sera le
nucléotide polymorphique lui-méme. 11 suffit par la suite de procéder aux étapes

de la technique SNuPE expliquée dans la partie Matériel et Méthodes.

A la suite de cette expérience, nous pouvons observer les résultats présentés a la
figure 14. Comme nous pouvons le voir sur ’autoradiographie du gel de
polyacrylamide, il n’y a pas présence d’un biais parental dans le patron de
méthylation chez la souris au niveau du foie car les échantillons d’ADN
disponibles proviennent du foie murin. En effet, nous pouvons analyser les
résultats comme suit. Les puits 1 & 4 correspondent a I’ADN complémentaire des
deux espéces de souris. Ces données servent de contrdle pour montrer que le
polymorphisme est réel et que Molossinus incorpore bien une guanine et que
Domesticus, une adénine. Nous pouvons observer que le signal est beancoup plus
faible dans le puits 4, mais un faible signal est malgré tout détectable. De plus, des
expériences précédentes ont bien démontré la présence du polymorphisme entre
les deux espéces. Les 4 puits suivants, soient 5 a 8, montrent la méme chose a
’exception qu’il s’agit de I’ADN génomique des deux espéces de souris. Encore
une fois, le distinction au niveau des puits 7 et 8 est plus ardue dii au fort bruit de
fond, mais nous pouvons voir que le signal est plus intense dans le puits 8. Par
contre, ce qui est intéressant, c’est ce que nous voyons dans les puits 9 et 10. Dans
ces puits, il s’agit de I’ADN complémentaire d’une souris F1 issue du croisement
entre une femelle Molossinus et d’un méle Domesticus. Comme nous obtenons un

signal dans les deux puits (9 et 10), cela veut dire qu’aucun des deux alléles
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parentals n’a été coupé préférentiellement par ’enzyme BstUI et donc que la
méthylation ne semble pas répartie de fagon différentielle entre les deux alléles
chez la souris. 11 faut se rappeler que si un des deux alléles auraient été méthyles
comparativement  1’autre, uniquement celui-ci aurait été amplifié lors du PCR
alors que I’autre allele n’aurait pu 1’&tre car il aurait été digéré par I’enzyme BstUI

et donc non amplifiable.

v

Figure 15 Autoradiographie de la réaction SNuPE sur I’ADN de souris. Les
puits 132 4 correspondent a ’ADN complémentaire des deux
espéces de souris soit Molossinus (I et 2) et Domesticus (3 et 4).
Les puits 5 a 8 correspondent & ’ADN génomique des deux
mémes espéces alors que les puits 9 et 10 contiennent I’ADN
complémentaire de la premiére génération de souris (F1) issus du
croisement entre Molossinus () et Domesticus (J).
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4.1 Etude de méthylation des différents clones

Comme nous 1’avons mentionné plus tdt dans ce mémoire, il semble que les genes
qui soient soumis au phénomeéne de I’empreinte génomique parentale aient comme
caractéristique commune la présence de méthylation distribuée de fagon
différentielle entre leur deux alleles. De plus, il a aussi été remarqué que ces
mémes génes étaient, la plupart du temps, regroupés en domaine (cluster) sur un
chromosome donné (Jones et al., 1998). Nous avions donc comme assomption de
départ que réussir a démontrer la présence de méthylation différentielle sur une
certaine distance pouvait &tre un bon indice pour I’identification d’un nouveau

domaine soumis a I’empreinte génomique parentale.

Ainsi donc, au début de ce travail de maitrise nous avions comme objectif final,
d’identifier une nouvelle région contenant des génes pouvant &tre soumis a
I’empreinte génomique parentale. Cette hypotheése provenait de 1’identification sur
le chromosome 22q11, & quelques kilobases de distance de deux clones genéres
par la technique de FP-CGI, une stratégie congue dans le laboratoire pour isoler
des séquences différenticllement méthylées. Malheureusement, les résultats
obtenus au premier objectif intermédiaire, soit de confirmer que chaque sonde
sélectionnée au différents endroits sur le chromosome 22ql1 puisse reconnaitre
une séquence différentiellement méthylée, nous a permis de comprendre que nous

n’étions probablement pas en présence de ce genre de domaine.
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4.1.1 Clone L53

Suite aux hybridations répétées de membranes Southern avec la sonde L53, les
résultats obtenus nous ont permis de conclure que la région couverte par cette
méme sonde était sans aucun doute complétement méthylée. Cette conclusion
nous apparait évidente lorsque nous regardons les differentes hybridations qui
nous donnent toujours le méme patron de bandes, soit uniquement le fragment de
haut poids moléculaire (1.99 kb) qui correspond dans ce cas-ci a un fragment
complétement méthylé. Suite a ces observations répétées, nous avons conclu que

le clone L53 était possiblement un faux positif généré par la technique de FP-CGL

Comment ce fait-il alors qu’une technique congue pour générer des séquences
différenticllement méthylées, nous donne un clone comme LS53 incapable de
reconnaitre pareille séquence? Nous pouvons en partie expliquer ceci par la
technique, qui n’est malgré tout pas parfaite. En effet, si nous revenons a la figure
8 (page 33) et que nous regardons 1’étape #8, nous pouvons voir que suite a la
deuxiéme digestion avec Eag I, nous recueillons le surnageant. Ce surnageant
contient les différentes séquences normalement identifiées comme hémiméthylces.
Cependant, lors du pipetage du surnageant, il est fort possible qu’une séquence
attachée aux billes aimantées ce soit détachée et ai été recueillie avec le
surnageant. Ce fragment d’ADN aurait alors pu étre amplifié par PCR et par la

suite cloné. Tout ceci pourrait probablement expliquer pourquoi la sonde L53 faite
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a partir du clone du méme nom ne puisse pas reconnaitre une sequence

hémiméthylée lors de I’hybridation avec une membrane Southern.

4.1.2 Géne ZnF74

Pour ce qui est du géne ZnF74, les conclusions obtenues, malgré qu’elles ne soient
pas dans le sens que nous aurions voulu, n’en restent pas moins intéressantes. En
effet, les résultats obtenus avec certaines sondes utilisées nous démontrent que
certaines régions du géne semblent completement méthylées. C’est ce que nous
pouvons observer sur I’exon 1 du géne ZnF74. Malheureusement, les deux sondes
couvrant des ilots CpG a I’intérieur du promoteur ou de I’exon 1, ne nous ont pas
permis de vérifier s’il pouvait y avoir une différence dans le statut de méthylation
de ces dinucléotides CpG versus ceux qui ne se retrouvent pas dans les ilots. Bien
sfir, le fait que nous n’avons pas pu vérifier le patron de méthylation au niveau du
promoteur nous limite dans nos spéculations. Cependant, nous pouvons affirmer
qu’il y a présence de méthylation sur I’exon 1 du géne ZnF74 et que celle-ci ne

semble pas distribuer de maniere allele spécifique.

La présence du quantité impressionnante de dinucléotides CG au niveau de la
région 5’ du géne ZnF74 complique de beaucoup 1’étude de celle-ci. Il faut tout
d’abord se rappeler que la méthylation bien qu’elle puisse étre différentiellement

distribuée sur les deux alléles d’un géne n’implique pas cependant que ce soit dans
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des proportions de 100% versus 0%. Ainsi donc, la présence de méthylation
différentielle ne veut pas dire que sur un des alleles tous les CpG sont méthyles
alors que sur I’autre ils sont non méthylés (Salvatore et al., 1998). En considérant
ceci, il faut comprendre que lors du choix d’une région d’étude, plus il y a de
dinucléotides CpG plus on a de chance que parmi ceux-ci il y en aient qui soient
méthylés et d’autres qui ne le soient pas. 1l faut donc, lors du choix du fragment de
départ qui sera généré par la premiére digestion avec les enzymes comme Pst I,
Hind IIT ou EcoRI, choisir un fragment qui contient un nombre limité de sites de
restriction pour les enzymes qui sont sensibles a la méthylation comme celles
utilisées dans cette étude soient Hpa II, Hha I et Eag I. On augmente ainsi nos
chances d’obtenir un résultat positif car on restreint notre analyse a seulement
quelques dinucléotides CG. Par contre, si la région est tres riche en CG, comme
c’est le cas du promoteur du géne ZnF74, il devient trés difficile de limiter notre
analyse & quelques dinucléotides CpG et par conséquent, la possibilit¢ que
quelques nucléotides ne soient pas méthylés ou que quelques uns soient méthylcs
sur Iautre alléle, vient diminuer nos chances d’obtenir un résultat qui va dans le

sens de notre hypothese.

Il existe par contre d’autres techniques pour analyser la méthylation de I’ADN et
qui nous permettraient de vérifier le statut de méthylation au niveau du promoteur
du géne ZnF74. Une de celle-ci en est en fait une procédure basée sur une
désamination oxydative de ’ADN génomique induite par un traitement au

bisulfite qui conduit & la conversion de la cytosine en uracil alors que les 5-
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méthylcytosine restent inchangées (Frommer et al.,, 1992). Suite au sequencage,
uniquement les résidus 5-méthylcytosine donneront une cytosine. C’est une
technique de choix pour une analyse détaillée des 5-méthylcytosines, pour
’ensemble des séquences d’ADN génomique que 1’on pourrait cibler (Singal and

Ginder, 1999).

4.1.3 Région du polymorphisme

Malgré les résultats obtenus avec les deux premiéres sondes, nous avons quand
méme voulu savoir ce qu’il en était de la région adjacente au polymorphisme
décrit sur le chromosome 22q11. La présence de ce polymorphisme, nous aurait
permis de déterminer §’il y avait présence d’un biais parental dans I’expression
des génes situés a proximité. Comme il n’y a pas de méthylation différentielle au
niveau du clone L53 et du géne ZnF74, I’enthousiasme était moins important,
mais il y avait toujours le clone L88, qui contrairement aux deux autres montra un
patron de bandes différentiellement méthylées lors des hybridations sur

membranes Southern.

La sonde fut congue pour reconnaitre la région adjacente au polymorphisme sans
toutefois I’inclure, tout ceci dans le but d’éviter les interactions non spécifiques du
GT répété avec d’autres séquences répétées nombreuses sur le chromosome

22q11. Les résultats obtenus nous ont permis de conclure qu’encore une fois, il ne



66

semblait pas y avoir présence de méthylation différentielle dans cette région. Ceci
est la conclusion que nous avons pu formuler en observant uniquement la bande
11.7 kb, correspondant a I’alléle méthylé, sur les différentes membranes
hybridées. Nous ne pourrons donc pas nous servir de ce polymorphisme pour
analyser le biais parental au niveau de L88 car la méthylation differentielle ne

semble pas s’étendre jusque la.

4.1.4 Méthylation différentielle localisée autour du clone 1.88

Suite aux résultats obtenus pour la premiére partie de ce mémoire, nous pouvons
conclure qu’il ne semble pas y avoir la présence d’un domaine chromosomique
soumis & une méthylation différentielle sur cette région du chromosome 22q11.
Ceci en partie du aux analyses faites au niveau du clone L53, du géne ZnF74 et du
polymorphisme GT répété. Cependant, nous pouvons affirmer qu’il y a bel et bien
méthylation différentielle sur ce chromosome au niveau du clone L88 et que les
études plus approfondies sur ce clone montrent que celui-ci est spécifique a un
alléle en particulier (Thése de doctorat Miguel Landers, Université de Montréal

2000).

Comme aucune méthylation différentielle n’était observée autour du
polymorphisme GT chez I’humain, il nous était impossible de verifier la présence

d’un biais parental sur le chromosome 22ql1 malgré que L88 montrait une
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méthylation différentielle. Il nous a, par contre, semblé intéressant de faire la
méme étude chez la souris étant donné que mnous avions identifié un
polymorphisme pour une région montrant une forte homologie avec la région a
’étude chez I’humain. Par la technique de SNuPE, nous avons demontre que cette
région chez la souris cette région n’est pas soumise au phénomene de I’empreinte
génomique parentale. Si cela avait été le cas, nous aurions observé un signal que

dans un puits a la fois et non dans les deux comme c’est la cas ici.

4.2 Défi que représente I’étude de la méthylation chez les mammiféres

L’étude de la méthylation chez les mammiferes n’est pas sans embiche. Il faut en
fait tre conscient de plusieurs paramétres qui parfois peuvent rendre la tache
ardue. Vouloir identifier un nouveau domaine de génes soumis & I’empreinte
génomique parentale en seulement deux années relevait sirement du miracle
lorsqu’on sait que plusieurs chercheurs y consacrent toute leur vie scientifique.
Malgré les bonnes conditions de départ que nous avions, il ne faut surtout pas
oublier que la méthylation est un phénoméne extrémement variable selon le stade
de développement de la cellule, le tissu analysé et parfois méme I’individu. Tout
ces points, font que parfois la découverte d’un domaine soumis a 1’imprinting

n’est qu’une question de chance et de hasard.
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4.2.1 Variation des niveaux de méthylation selon le stade de développement

Une fois établi dans les cellules somatiques, le patron de méthylation & travers le
génome est relativement stable et contribue a I’établissement d’une structure de la
chromatine plutdt répressive (Kass et al., 1997). Au contraire, la méthylation de
I’ADN est remarquablement dynamique durant le développement précoce des
mammifeéres et de certaines cellules tumorales. En effet, en utilisant des enzymes
sensibles & la méthylation pour quantifier le niveau général de méthylation, il a été
démontré que durant les premiers stades de développement, il y avait une
diminution dramatique du niveau de méthylation dans les cellules (Monk et al.,
1987). Ceci était ensuite suivi par une vague de méthylation de novo impliquant la
majorité des dinucléotides CpG. Aprés I’implantation de 1’embryon, la plus grande
partie de ’ADN génomique est alors méthylé tandis que les génes s’exprimant de
facon tissu-spécifique sont non méthylés dans leur tissus d’expression (Razin and

Cedar, 1991).

Tout ceci rend I’étude de la méthylation plus ardue car un géne peut étre soumis a
’empreinte génomique parentale dans seulement quelques tissus alors que dans
d’autres, ce méme géne 4 une expression biallélique. Nous pouvons citer comme
exemple le proto-oncogéne Mas. En effet, les premicres études faites chez
I’humain se sont basées sur les résultats obtenus chez la souris (Villar and
Pedersen, 1994). Chez celle-ci, ce géne était exprimé monalléliquement au niveau

de la langue, du cceur et des muscles squelettiques alors que tous les autres tissus
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étudiés montraient une expression biallélique. Cependant, les mémes études chez
’humain montrérent qu’aucun de ces tissus avaient une expression monoallélique
pour ce géne (Riesewijk et al., 1996). 11 fut démontré par la suite par un autre
groupe de chercheur que le proto-oncogéne Mas était soumis a I’empreinte
génomique parental uniquement dans le tissus mammaire adulte (Miller et al.,
1997). Les études faites auparavant avaient été effectuées sur des tissus

embryonnaires et de nouveaux nes.

Cet exemple avec le géne Mas illustre bien la difficulté que peut représenter la
recherche de nouveaux génes soumis & I’empreinte génomique parentale et que
parfois le tissu choisi pour faire 1’étude ainsi que le stade de développement du
méme tissu doivent étre pris en considération au moment de tirer des conclusions.

Dans notre cas, les études que nous avons effectuées chez la souris nous ont
permis de conclure que pour la région que nous avons étudiée il ne semblait pas y
avoir de biais parental dans 1’établissement du patron de méthylation. Ces résultats
concordent avec ce que nous avons observé avec la majorité de nos sondes sur le
chromosome 22q11. Cependant, il ne faut pas exclure que les mémes études sur

d’autres tissus chez ’humain pourraient aboutir & d’autres conclusions.
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