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Article abstract

DNA methylation plays a pivotal role during development and carcinogenesis
and is central to gene silencing. The recent characterization of the DNA
methyltransferases - Dnmt- and their protein partners have helped to
understand the molecular basis underlying methylation-mediated gene
silencing and its involvment in cancer. These discoveries have important
implications to the comprehension of transcriptional regulation but also to
understand the molecular basis underlying tumorigenesis. Moreover, these
studies open new ways towards an epigenetic therapy of cancer.
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Les
méthyltransférases
de PADN:

du remodelage

de la chromatine
au cancer

Francois Fuks

> La méthylation de I’ADN joue un rdle central au
cours du développement et de la cancérogenese et
est essentielle pour le verrouillage de Iexpression
génique. La récente caractérisation des méthyl-
transférases de I’ADN (Dnmt) et de leurs parte-
naires protéiques a permis de lever le voile sur plu-
sieurs mécanismes par lesquels la méthylation
réprime la transcription et contribue a la cancéro-
genese. Ces nouvelles découvertes ont d’impor-
tantes implications aussi bien pour la compréhen-
sion de la régulation génique que pour celles des
mécanismes de I’oncogenése. En outre, étant
donné le caracteére réversible de la méthylation,
ces études ouvrent de nouvelles perspectives vers
une thérapie épigénétique du cancer. <

Laboratoire

Comprendre comment les génes sont exprimés dans un type
cellulaire particulier reste I'une des questions fondamen-
tales de la biologie. €n effet, chaque cellule du corps
humain contient initialement le méme nombre de genes,
pourtant seul un petit nombre d’entre eux est exprimé dans
une cellule, selon le stade de développement de I'orga-
nisme ou le type cellulaire considéré. Pour appréhender les
bases moléculaires de la régulation de I'expression des
geénes, il est essentiel de comprendre a la fois comment
ceux-ci sont activés et réprimés. Parmi les mécanismes de
verrouillage de I’expression des genes, la méthylation des
cytosines, modification chimique spécifique de I’ADN,
apparaft de plus en plus comme un niveau de contrdle
important. Cette modification est dite « épigénétique »
parce qu’elle module I’activité du génome sans en affecter
directement la séquence. Elle est localisée dans des
régions génomiques spécifiques au sein de dinucléotides
CpG. Bien qu’identifiée dés 1948, la méthylation a été per-
cue pendant de longues années par la communauté scien-
tifique comme un épiphénomene biologique. Cependant,
les progrés considérables réalisés au cours des dernieres
années ont permis au contraire de démontrer le role essen-
tiel joué par la méthylation au cours de plusieurs processus
biologiques associés au développement, comme I'inacti-
vation du chromosome X chez les mammiféres femelles,
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imprinting génomique
ou encore |'expression
de genes spécifiques de
tissus [1]. €n outre, il
semble de plus en plus clair qu’une méthylation aberrante

de I’ADN joue un role primordial dans le processus de can-
cérogenese. €n particulier, une méthylation altérée peut
conduire a I'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs
et a un processus de tumorigenese comparable a celui
induit par les mutations génétiques [2]. importance de la
méthylation de I’ADN dans ces différents phénomenes bio-
logiques est probablement a rapprocher de son rdle dans la
répression de la transcription. La question actuelle n’est
donc plus de savoir si la méthylation est un processus bio-
logique important, mais bien de cerner comment elle par-
ticipe au développement et a la cancérogenese. Plus parti-
culierement, il est fondamental de comprendre comment la
méthylation verrouille I’expression génique. A cet égard,
des progrés marquants ont récemment été obtenus grdce a
I'identification des enzymes qui catalysent la réaction de
transfert de résidus méthyls sur les cytosines: les méthyl-
transférases de I’ADN (Dnmt). Trois enzymes ont été clo-
nées: Dnmtl, Dnmt3a et Dnmt3b. Plusieurs observations
indiquent qu’elles interviennent dans les processus de
développement et de tumorigenese. €n particulier, les sou-
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() mss ris dont I'un des génes dnmt a été invalidé ont un dévelop-
1998, n° 4, pement anormal et meurent au stade de la gastrulation.
p- 455 Par ailleurs, les Dnmt sont souvent surexprimées dans les

tissus tumoraux et 'inhibition pharmacologique de Dnmt1
réduit la tumorigenése dans un modele murin de néoplasie
intestinale [3].

Comment les Dnmt répriment-elles
la transcription?

Connexion étroite entre les Dnmt et
la désacétylation des histones
Les travaux initiaux de A. Bird [4] et A. Wolffe [5] ont
révélé une relation mécanistique entre la méthylation de
I’ADN et une modification post-traductionnelle de la chro-
matine bien connue, la désacétylation des histones (=)
[6]. Ces travaux ont montré que les répresseurs a domaine
MBD (methyl-CpG-binding domain), qui se fixent spécifi-
quement sur ’ADN méthylé, sont capables de recruter les
histone-désacétylases (HDAC) au niveau des séquences
génomiques méthylées, ce qui a pour effet de désacétyler les histones et de
maintenir une structure condensée de la chromatine, réprimant ainsi la
transcription [4, 5]. Récemment, une connexion bien plus étroite entre la
méthylation des cytosines et la désacétylation des histones a été caracté-
risée. Trois équipes ont démontré, par des expériences de transfection
transitoire, que les protéines Dnmtl, Dnmt3a et Dnmt3b, répriment active-
ment la transcription lorsqu’elles sont fusionnées a un

tion post-traductionnelle des histones, et en particulier de
la lysine 9 de I'histone H3, s’avere fondamentale pour la
répression de "expression génique [12]. La méthylation de
la lysine 9 par les histone-méthyltransférases (HMT) crée
un site de fixation pour le répresseur HP1 (heterochromatin
protein 1), une protéine associée a la formation de I'hété-
rochromatine. Les équipes de €. Selker et S. Jacobsen ont
montré que des mutations du géne dim-5 chez le champi-
gnon Neurospora crassa et du gene kryptonite chez la
plante Arabidopsis thaliana, ont pour conséquence une
nette réduction de la méthylation de I’ADN chez ces orga-
nismes. Il s’est avéré que les génes dim-5 et kryptonite
codent pour des enzymes qui méthylent I’histone H3 sur la
lysine 9. De plus, des mutations de ces génes qui affectent
I’activité de méthylation des histones induisent également
des défauts de la méthylation de ’ADN [13, 14]. Dans le
contexte d’A. thaliana, des données d’interaction in vitro
suggerent que LHP1, homologue du répresseur HP1 des
mammiferes, est associé a la méthyltransférase de I’ADN
CMT3 [14]. €nfin, chez les mammiféres, Dnmtl et Dnmt3a
interagissent avec la protéine HP1 et sont associées a une
activité de méthylation de I’histone H3 sur la lysine 9. Ces
études mettent pour la premiere fois en évidence une
connexion entre la méthylation de ’ADN et la méthylation
des histones. €n outre, il découle de ces travaux que la
méthylation de ’ADN est dépendante de la méthylation des

domaine de liaison a PADN [7-10]. De plus, ces enzymes
chimériques interagissent avec les histone-désacétylases
et leur effet répresseur est levé par un inhibiteur spécifique
des HDAC, la trichostatine A [7-10]. Ces travaux ont per-
mis de révéler I'un des mécanismes par lesquels les Dnmt
verrouillent I’expression génique. €tonnamment, effet
répresseur des Dnmt associées aux HDAC peut s’exercer

Méthylation
indépendamment de leur activité méthyltransférase. Ainsi, des histones
Dnmt3L, une Dnmt dépourvue de domaine catalytique,
donc d’activité méthyltransférase, peut cependant recru-
ter les enzymes HDAC et inhiber la transcription [11]. Un
nouveau concept émerge de ces observations, quant aux
fonctions des Dnmt: ce sont des protéines multi-fonction-
nelles qui jouent des rdles cellulaires complémentaires

et/ou additionnels a leur capacité de méthyler ’ADN. Les

Phase |
Dnmt

Propagation des états
épigénétiques répressifs
de la chromatine

Méthylation
de ’ADN

protéine MBD
Phase Il

Dnmt pourraient donc constituer des plates-formes per-
mettant le recrutement, au sein du génome, des enzymes
de modification de la chromatine.

Quand la méthylation de ’ADN

rencontre la méthylation des histones

Des travaux trés récents révelent que I'inhibition de la
transcription résulte a la fois de la méthylation de I’ADN et
d’un type de modification de la chromatine nouvellement
caractérisé, la méthylation des histones. Cette modifica-
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Figure 1. Modéle de boucle de régulation pour la propagation des états épigéné-
tiques de la chromatine. La méthylation des histones permet la fixation du
répresseur HP1 sur la lysine 9 de I’histone H3 préalablement méthylée. La fixa-
tion de HP1 facilite le recrutement des méthyltransférases de I’ADN (Dnmt)
(phase | du cycle) [13, 14]. Par ailleurs (phase I1), la protéine & domaine MBD
(methyl-CpG-binding domain), MeCP2, se fixe aux CpG méthylés par les Dnmt et
pourrait influencer la méthylation de la lysine 9 de I’histone H3 [15]. La méthy-
lation de ’ADN et des histones pourrait donc constituer une boucle de régula-
tion qui aurait pour conséquence de propager et de maintenir de fagon stable

les états épigénétiques répressifs de la chromatine.



histones. Notons que la relation inverse semble également  histones (Figure 2). Ces données permettent I'ébauche (=) mss
vraie, c’est-a-dire que la méthylation de ’ADN pourrait  d’un modeéle de répression de la transcription (Figure 2).  2001,n° 10,
faciliter la méthylation des histones. Des expériences Dans un premier temps, les méthyltransférases de ’ADN ~ P- 1056

d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) réalisées
sur des cellules inductibles pour le répresseur MeCP2, qui se
fixe spécifiquement sur I’ADN méthylé, indiquent que la
présence de MeCP2 est requise pour la méthylation de la
lysine 9 de I'histone H3 dans le cas de I'imprinting d’un
geéne [15]. Bien que ces observations doivent encore étre
étayées par d’autres études, elles suggerent d’ores et déja
I'existence d’une boucle de régulation entre la méthylation
de PADN et la méthylation des histones, qui aurait pour

cooperent avec les histone-désacétylases (HDAC) et les
histone-méthyltransférases (HMT) pour modifier la chro-
matine et la rendre moins permissive pour la transcription.
Les données obtenues chez Neurospora et Arabidopsis
démontrent que le systeme HMT/HP1 permet de recruter les
Dnmt aux sites de méthylation. Dans un deuxiéme temps,
les protéines MBD se fixent aux cytosines méthylées par les
Dnmt, recrutant ainsi des activités HDAC additionnelles.
€n outre, des premiers travaux effectués dans le contexte

REVUES

&

de Me(CP2 suggerent que les MBD pourraient cibler le com-
plexe HMT/HP1 aux résidus H3Lys9 a méthyler et ainsi contribuer a la

conséquence de maintenir et de propager les états épigé-
nétiques répressifs de la chromatine au cours des divisions

répression de la transcription. Globalement, ces différentes étapes liant
méthylation de I’ADN et modifications de la chromatine conduiraient a un

cellulaires successives (=) (Figure 1).

€n résumé, les récents développements mentionnés ci-
cycle de répression qui permettrait de renforcer le verrouillage des locus
concernés. L'établissement d’une boucle de répression de la chromatine

dessus suggerent que le verrouillage de la transcription par
méthylation de I’ADN est intimement connecté au remode-
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Figure 2. Mécanismes moléculaires de verrouillage de la transcription par méthylation de "ADN et modifications de la

la tumorigenése [2]. La
caractérisation d’une as-
sociation physique entre
chromatine. Dans une premiére phase (A), association entre les méthyltransférases de I’ADN (Dnmt) et les histone- ~ les Dnmt et les histone-
désacétylases constitue la

premiere base moléculaire

désacétylases (HDAC) conduit a la désacétylation des histones et, au moins dans certaines situations, a la méthylation
des cytosines, provoquant une compaction de la chromatine et donc une répression de la transcription. Par ailleurs, les
Dnmt sont recrutées par le répresseur HP1 (heterochromatin protein 1), lui-méme fixé spécifiquement sur les histones ~ de ce phénomene. De nom-
H3 méthylées sur la lysine 9 (H3K9) par action de I’enzyme HMT (histone-méthyl-transférase). Dans une deuxiéme étape ~ breux promoteurs hyper-
méthylés dans les cancers

sont effectivement asso-

(B), la méthylation des CpG permet la fixation de la protéine MBD (methy!-CpG-binding domain) qui recrute une activité
HDAC. De plus, le facteur MBD recrute une activité HMT qui permet la liaison de HP1 et la répression, par un mécanisme
ciés a une hypoacétylation
des histones. C'est le cas

encore inconnu, de la transcription. La méthylation de I’ADN pourrait ainsi en retour influencer la modification des his-

tones, permettant ainsi le verrouillage total et stable de 'expression génique. Ac: groupe acétyl; me: groupe méthyl.
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par exemple des promoteurs BRCALl, MTAl ou encore
pl4ARF/pl6 [18]. De plus, le groupe de S. Baylin a récem-
ment rapporté que les inhibiteurs des HDAC (trichostatine
A) et des Dnmt (la 5-azacytidine) agissent de facon syner-
gique dans la réactivation de genes suppresseurs de
tumeurs hyperméthylés dans des cellules cancéreuses du
cdlon [19]. Ces observations pourraient ouvrir de nouvelles
voies thérapeutiques par réactivation des genes dont la
méthylation est altérée dans les cancers. €n effet, I’hyper-
méthylation des génes étant un phénomene réversible, une
thérapie épigénétique des cancers a base d’inhibiteurs des
méthyltransférases de I’ADN et des histone-désacétylases
est certainement envisageable. De toute évidence, ce trai-
tement thérapeutique devra étre trés spécifique et sélectif
quant aux genes a réactiver. €n vue d’atteindre cet objec-
tif, il sera fondamental de cerner de fagon précise les
mécanismes par lesquels les Dnmt et le remodelage de la
chromatine sont intimement connectés. Des avancées
notables ont d’ores et déja été réalisées dans ce sens. Les
recherches futures viseront notamment a déterminer la
séquence des événements qui vont de la méthylation de
I’ADN a la modification des histones et qui conduisent a
Iextinction de I'expression génique. Il sera également
important d’examiner la relation entre les Dnmt et d’autres
modifications post-traductionnelles des histones, telles
que la phosphorylation ou la ribosylation. €tant donné
I’engouement actuel pour I'étude de la méthylation de
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SUMMARY

DNA methyltransferases: from chromatin remodeling
to cancer

DNA methylation plays a pivotal role during development
and carcinogenesis and is central to gene silencing. The
recent characterization of the DNA methyltransferases -
Dnmt- and their protein partners have helped to unders-
tand the molecular basis underlying methylation-media-
ted genessilencing and its involvment in cancer. These dis-
coveries have important implications to the comprehen-
sion of transcriptional regulation but also to understand
the molecular basis underlying tumorigenesis. Moreover,
these studies open new ways towards an epigenetic the-
rapy of cancer. ¢

repressor, DMAP1, to form a
complex at replication foci.

methyl-CpG-binding protein
MeCP2 links DNA

I’ADN et de la chromatine, gageons que le monde de I’épi-

génétique continuera, dans les années a venir, a révéler ses
secrets a grands pas. ¢
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