NOUVELLE

La méthylation de I’ADN
détermine la position
et la stabilité des centromeres

humains

Catalina Salinas-Luypaert

L’épigénétique des centromeres

La plupart des cellules de notre orga-
nisme se divisent tout au long de la
vie et, a chaque division cellulaire, le
génome est dupliqué. Au-dela de la
séquence d’ADN elle-méme, les cellules
doivent aussi transmettre de multiples
couches d’information épigénétique,
comme la méthylation de I’ADN, une
modification chimique qui influence I’or-
ganisation de la chromatine, I’expression
des genes et I'intégrité du génome. Cette
méthylation est fréquemment dérégulée
dans le cancer, ainsi que dans plusieurs
autres maladies [1]. Tous les chromo-
somes comportent une région unique
qui assure la répartition du matériel
génétique dupliqué entre les cellules
filles lors de la division cellulaire : le
centromére [2]. La position du centro-
mere dépend de caractéristiques épi-
génétiques plutdt que de la séquence
d’ADN. Plus précisément, la protéine
centromérique A (centromeric protein A,
CENP-A), une variante de I'histone H3,
marque les centromeres et recrute,
directement ou indirectement, la plupart
des autres protéines centromériques et
du kinétochore, c’est a dire I’ensemble
des protéines nécessaires pour relier
les microtubules et les chromosomes et
qui assurent le mouvement de ces der-
niers durant la méiose et la mitose [3].
Dans I’espece humaine, CENP-A est
déposée sur une séquence d’ADN de 171
paires de bases, appelée a-satellite,
qui contient, dans certaines variantes,
un court motif de liaison pour la pro-
téine centromérique B (CENP-B) [4]. Les
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a-satellites sont répétés de nombreuses
fois, formant ainsi de longs fragments
pouvant atteindre plusieurs millions de
paires de bases, et dont la nature répé-
titive a compliqué I’analyse pendant
des décennies. Cependant, les progrés
des techniques de séquencage nucléo-
tidique ont permis, en 2022, de déter-
miner les séquences complétes de I’ADN
des centromeres, ainsi que certaines de
leurs caractéristiques épigénétiques [5].
Ces séquences ont révélé que CENP-A
est concentrée dans de petites régions
centromériques non méthylées, appe-
lées « régions de creux du centromere »
(« centromere dip regions », CDR), qui
sont entourées de vastes régions forte-
ment méthylées [6]. Jusqu’a présent, on
ignorait si cette disposition de méthy-
lation de PADN centromérique jouait un
role dans le positionnement de CENP-A
ou dans la fonction du centromere.

La méthylation de I’ADN centromérique
contréle la liaison et la position

des protéines du centromeére

Pour comprendre le r6le de la méthy-
lation de ’ADN centromérique, nous
avons modifié des cellules humaines
afin d’augmenter ou de diminuer cette
méthylation spécifiquement aux cen-
troméres. Pour diminuer la méthyla-
tion centromérique, nous avons fusionné
le domaine catalytique de I’enzyme de
déméthylation TETL (ten-eleven trans-
location 1) avec le domaine de liaison
au centromére de CENP-B (CENP-Bpgp):
I’expression inductible de cette pro-
téine de fusion a provoqué une perte

progressive de la méthylation de ’ADN
centromérique, proportionnelle au degré
d’expression de la protéine. Inversement,
I’expression d’une protéine de fusion
portant une méthyltransférase bacté-
rienne a permis d’augmenter la méthyla-
tion centromérique [7] (Figure I).

La déméthylation de I’ADN centromérique
a augmenté les quantités de protéines
CENP-B et CENP-A endogeénes aux cen-
tromeres, tandis que I’hyperméthylation
les a réduites. Ces changements ont été
constatés a toutes les phases du cycle
cellulaire, ce qui indique que la méthy-
lation de I’ADN agit directement sur le
recrutement et la liaison des protéines
centromériques. Les résultats de tests
biochimiques in vitro, en accord avec
ceux d’une étude précédente [8], I'ont
d’ailleurs confirmé, car nous avons mon-
tré que CENP-B se lie plus fortement a
son motif d’ADN quand celui-ci n’est pas
méthylé. La cartographie des séquences
nucléotidiques de I’ADN centromérique
sur le génome humain de référence a
révélé que les centromeéres sont presque
totalement déméthylés aprés seulement
4 jours de forte expression de la pro-
téine de fusion CENP-Bpgp-TETL, effa-
cant effectivement les frontieres qui
définissaient les CDR. Cela a permis a
CENP-A de s’étendre au-dela de son
domaine habituel en quelques divisions
cellulaires. Dans ce court espace de
temps, I"accessibilité de la chromatine!

1 L'accessibilité de la chromatine référe & la capacité
contrdlée de protéines ou autres macromolécules présentes
dans le noyau a obtenir un acces physique a la chromatine
et a ’ADN.
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Figure 1. Fonctionnement des systémes de déméthylation ou d’hyperméthylation expérimentale

des centroméres. A gauche : le systéme de déméthylation centromérique est activé dans les cel-

lules par Iinduction de I’expression de la protéine de fusion du domaine catalytique de I’enzyme

de déméthylation TETL (ten-eleven translocation 1) avec le domaine de liaison de la protéine

CENP-B (centromeric protein B) & I’ADN centromérique. A droite : le systéme d’hyperméthylation

est activé dans les cellules par 'induction de I"expression de la protéine de fusion du domaine

catalytique de la méthyltransférase bactérienne MQL avec le domaine de liaison a I’ADN de

CENP-B. Les deux protéines de fusion possedent aussi un systeme de dégradation ciblée, ce qui

permet de contrdler leur expression.

a également augmenté, bien que les
marques d’hétérochromatine soient res-
tées en grande partie inchangées. Cela
suggere que le role principal des motifs
de méthylation centromérique, et en
particulier celui des frontiéres des CDR,
est de restreindre le positionnement de
CENP-A.

La déméthylation du centromére
affecte la ségrégation chromosomique
et la viabilité cellulaire

Compte tenu du contrdle physiologique
de la liaison des protéines centro-
mériques a I’ADN au cours du cycle
cellulaire, nous avons évalué les consé-
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quences de la perte de la méthylation
de ’ADN au centromére. Une déméthy-
lation rapide (en 2 a 4 jours) a altéré
la croissance et la viabilité cellulaires,
probablement a cause de I’augmen-
tation des erreurs de ségrégation des
chromosomes pendant la mitose que
nous avons mise en évidence par ima-
gerie microscopique. Nous avons éga-
lement constaté une augmentation du
nombre des « micronoyaux », corpus-
cules extranucléaires contenant de
I’ADN qui se forment lorsqu’un chro-
mosome ou un fragment chromoso-
mique n’est pas incorporé dans I'un des
noyaux des cellules filles apreés la divi-

sion cellulaire, et qui sont une source
d’instabilité du génome. En effet, grace
au séquencage du génome de cellules
uniques, nous avons détecté non seu-
lement des aneuploidies numériques
(nombre anormal de chromosomes),
mais également des aneuploidies
structurales, conséquences de cassures
d’ADN se traduisant par des translo-
cations non équilibrées, des délétions
ou des duplications de grandes régions
chromosomiques.

De plus, I'analyse par microscopie d’ex-
pansion, une technique d’imagerie de
super-résolution [9], a mis en évidence
une organisation centromérique anor-
male et des structures en 3D de CENP-A
aberrantes, ce qui est en faveur d’un
lien direct entre la perte de méthylation
du centromére, la désorganisation et
I’extension des régions ou CENP-A se lie
a PADN, et les défauts de ségrégation
des chromosomes.

Contrairement a la perte rapide de la
méthylation centromérique, lorsque la
déméthylation se produit lentement (en
8 & 16 jours), les cellules conservent
leur viabilité bien que les quantités de
protéines centromériques se stabilisent
a des valeurs supérieures aux valeurs
normales. Ce constat implique un remo-
delage progressif de |'architecture
centromérique, qui induit une « tolé-
rance » a I’hypométhylation. 'analyse
d’un modele cellulaire du syndrome ICF
(immunodéficience, instabilité de I’hé-
térochromatine centromérique, et ano-
malies faciales), une maladie caractéri-
sée par une réduction de la méthylation
de I’ADN (péri)centromérique [10], a
d’ailleurs montré une adaptation simi-
laire sans défaut majeur de la crois-
sance cellulaire.

La méthylation de I’ADN définit donc une
« frontiere épigénétique » qui détermine
la position du centromeére et assure le
partage équitable des chromosomes
mitotiques entre les deux cellules filles
(Figure 2). Nous avons montré qu’une
déméthylation rapide altere I'architec-
ture centromérique et favorise I'ins-
tabilité génomique lors des divisons
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Figure 2. Modéle des conséquences moléculaires et cellulaires d’une hypométhylation du centro-
mére. €n haut : image d’un chromosome humain témoin avec coloration, par immunofluorescence,
des protéines centromériques CENP-A (en jaune) et CENP-B (en magenta). Le schéma représente ’ADN
centromérique qui est majoritairement méthylé (boules noires), avec une petite région hypométhylée
(« CDR », boules blanches) oli se concentre CENP-A. La déméthylation expérimentale des centromeres
entraine une altération de leur structure, une augmentation de la quantité des deux protéines, et un
élargissement de la région centromérique hypométhylée. Lorsque la déméthylation des centromeres
se produit rapidement (en 2 & 4 jours), elle entraine un défaut de ségrégation des chromosomes entre
les cellules filles, une aneuploidie, et la mort cellulaire, tandis qu’une déméthylation plus lente (en 8

16 jours) permet au contraire & la cellule de s’adapter a ce nouveau profil épigénétique.
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cellulaires, tandis qu’une déméthylation
plus lente permet a la cellule de s’y
adapter. Ce constat relie la dynamique
de la méthylation de I’ADN & des mala-
dies humaines et souligne son réle dans
la préservation de 'intégrité du génome.

Perspectives

Nous avons montré que la méthylation
régionale différentielle de ’ADN est un
déterminant physiologique de ’identité
centromérique. €n définissant les fron-
tieres du dépot de la protéine CENP-A
sur I’ADN et en modulant la liaison
de CENP-B, elle préserve la position,
et donc la fonction, des centromeres.
Une perte rapide de la méthylation
perturbe cet équilibre et conduit a
des erreurs de ségrégation des chro-
mosomes et a I'instabilité du génome
lors de la mitose, qui sont deux mar-
queurs du cancer : en effet, "hypomé-
thylation des régions d’ADN répétitif
est une caractéristique de nombreux
types de tumeurs et pourrait contribuer
aux réarrangements chromosomiques
qui surviennent dans certains can-
cers. Aprés cette premiere étape pour
comprendre comment la méthylation
de ’ADN et d’autres marques épigéné-
tiques associées, comme les modifica-
tions d’histones, contrdlent la fonction
du centromeére, il conviendra notam-
ment de déterminer comment se forme
la région hypométhylée centromérique
dite « de creux » (CDR), et de préciser
le r6le essentiel de cette modification
épigénétique de "ADN dans la réparti-
tion des chromosomes entre les cellules
filles. ¢
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