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I- INTRODUCTION

A T’exception des cellules germinales, toutes les cellules d’un organisme possedent le
méme code génétique et le méme nombre de genes. Pourtant, lorsqu'elles se différencient, les
cellules vont acquérir des profils d'expression caractéristiques d'un tissu et exprimer les génes
qui sont seuls nécessaires a leurs fonctions. L'existence d'épigénomes distincts explique
pourquoi le méme génotype peut générer différents phénotypes. Ce sont les modifications
épigénétiques, héritables lors des divisions cellulaires, qui régissent ainsi le destin d'une
cellule, en régulant I'expression de ses génes sans affecter la séquence de I'ADN (Berger et al.,
2009). On distingue ainsi, la méthylation de 'ADN, les modifications post-traductionnelles
des histones, les changements de variants d'histones, et les ARNs non-codant, qui vont
entrainer des modifications dans I'architecture de la chromatine, support de l'information
épigénétique. Ces mécanismes sont régulés par un grand nombre d'acteurs capables d'écrire,
de lire ou d'effacer ces modifications et qui vont travailler en coopération pour inhiber ou
activer I'expression de genes spécifiques. L’épigénétique joue un role essentiel dans un grand
nombre de mécanismes fondamentaux tels que le développement embryonnaire, la
différenciation cellulaire et I’identité cellulaire (Smallwood and Kelsey, 2012). On découvre
aujourd'’hui que les altérations épigénétiques sont ainsi impliquées dans un grand nombre de
pathologies telles que le cancer, les maladies neurologiques ou auto-immunes (Portela and
Esteller, 2010). Les modifications épigénétiques étant réversibles, la compréhension des
mécanismes régissant leur régulation ouvre la porte a de nouvelles stratégies thérapeutiques
qui deviendront certainement dans le futur des outils indispensables pour combattre la

maladie.

Parmi les acteurs de la régulation épigénétique, la protéine UHRF1 joue un rdle
central dans ce processus puisqu'elle se situe a l'interface des modifications de I'ADN et des
histones. Elle posséde ainsi un domaine SRA (Set and Ring Associated) capable de
reconnaitre I'"ADN hémi-méthylé (Arita et al., 2008; Avvakumov et al., 2008; Bostick et al.,
2007; Frauer et al., 2011; Hashimoto et al., 2008; Qian et al., 2008; Rottach et al., 2010 ;
Sharif et al., 2007; Unoki et al., 2004) et les domaines TTD et PHD susceptibles de lire les
modifications des histones (Arita et al., 2012; Nady et al., 2011; Xie et al., 2012). En recrutant
divers acteurs de la régulation épigénétique au niveau de régions spécifiques de la chromatine,

la protéine UHRFT1 est ainsi capable de maintenir et de transmettre l'information épigénétique




(Bronner et al., 2010; Hashimoto et al., 2009; Hashimoto et al., 2010). L'étude de cette
protéine apporte donc un nouveau niveau de compréhension dans les mécanismes
épigénétiques. D'autre part, la protéine UHRF1 étant impliquée dans le développement de
certaines tumeurs, elle constituerait une nouvelle cible thérapeutique potentielle dans le

traitement des cancers.

A. Les modifications épigénétiques

Par définition, les modifications épigénétiques constituent des changements dans
l'expression des génes causés par des mécanismes qui n'affectent pas la séquence de 'ADN et
qui sont transmissibles a la descendance (Berger et al., 2009). Elles peuvent étre de plusieurs
ordres, la méthylation de I'ADN, les modifications post-traductionnelles des histones, les
variants d'histones, les complexes de remodelage de la chromatine ATP-dépendants et les

ARNs non-codant, la chromatine constituant le support de ces modifications épigénétiques.

1. La chromatine, support de I’information épigénétique

Dans les cellules eucaryotes, I’ADN est présent dans le noyau sous forme d’une
structure nucléoprotéique appelée chromatine. Outre sa fonction d’empaquetage, qui permet
de condenser ’ADN de 2 m de long dans un noyau de 6 um de diameétre en moyenne, la
chromatine joue un réle dynamique essentiel dans de nombreux processus cellulaires tels que
la transcription, la réplication, la recombinaison et la réparation de I’ADN. D’autre part, en
servant de support a I’information épigénétique, la chromatine est un outil indispensable pour

la modulation de I’expression des genes.

1.1. Composition de la chromatine

La chromatine est un assemblage complexe d’ADN et de protéines. On distingue les

protéines histones, qui participent a I’organisation structurale fondamentale de la chromatine,




et les protéines non-histones, qui comprennent une grande variété de protéines (Polycomb,
MeCP2, HPla.,...) également connues sous le nom de protéines architecturales de la
chromatine (CAPs, "Chromatin Architectural Proteins") et qui influencent la conformation de
la chromatine (Luger and Hansen, 2005). Les histones sont de petites protéines qui
comprennent cing types: H1, H2A, H2B, H3 et H4. Tres riches en acides aminés basiques,
elles s’associent étroitement a I’ADN via des interactions électrostatiques fortes pour former

les structures appelées nucléosomes.

1.2. Structure de la chromatine

Le nucléosome, unité fondamentale de la chromatine, comprend 146 paires de bases
d’ADN s’enroulant de 1,7 tours autour d’un octamére de protéines histones composé de deux
copies de chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4 (Figure 1) (Luger et al., 1997). Ces
histones sont caractérisées par un domaine C-terminal globulaire, le domaine histone-fold,
formé de trois hélices o permettant la dimérisation des histones et servant de base a la
formation du cceur du nucléosome. L’extrémité N-terminale des histones émerge de la surface

du nucléosome et est la cible privilégiée de nombreuses modifications post-traductionnelles.

Figure 1 : Structure cristallographique d’un nucléosome (Luger et al., 1997). La double
hélice d’ADN est enroulée autour d’un octamere d’histone (bleue : H3, vert : H4, jaune :
H2A4, rouge : H2B). La queue N-terminale des histones émerge de la surface du nucléosome.
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Figure 2 : Les différents niveaux d’organisation de I’ADN dans la cellule (Schlick et al.,
2012). Dans les cellules eucaryotes, I’ADN est enroulé autour d’un ccoeur de protéines
histones pour former la fibre de chromatine. Cette fibre est présentée ici sous sa forme
deépliée et sous une forme hypothétique compactée de 30 nm selon le modeéle hétéromorphique
en zigzag proposé par l’équipe de Schlick (Grigoryev et al., 2009). Le dernier niveau de
condensation de la chromatine est atteint lorsque la fibre de chromatine se replie pour former
le chromosome métaphasique. Dans chaque schéma, ['unité de l’organisation hiérarchique
précédente est colorée en rose. L’échelle de longueur a droite indique le niveau de
compaction impliqué.

Au sein du noyau, le réseau de nucléosomes est ordonné en une fibre structurée en

"collier de perles" de 12 nm de diametre représentant le premier degré d’organisation de la




chromatine (Figure 2). C’est la liaison a 'ADN internucléosomique de I’histone H1, appelée
histone de liaison, qui va permettre 1’organisation du réseau de nucléosomes en une fibre de
chromatine plus condensée de 30 nm de diameétre qui est considérée comme le second niveau
d’organisation de I’ADN. Les particules résultantes, composées d'environ 167 paires de bases,
de l'octamere d'histone, et d'une molécule HI sont appelées chromatosomes (Happel and
Doenecke, 2009). Le dernier niveau de condensation de la chromatine est atteint lorsque la

fibre de chromatine se replie pour former le chromosome métaphasique.

(@) One-start helix (b) Two-start helix
(Solenoid) (Zig-zag)

=

(c) (d)

Nucleosome: 1(N1)

Current Opinion in Genetics & Development

Figure 3 : Modeles d'organisation de la fibre chromatinienne de 30 nm (Li and Reinberg,
2011; Tremethick, 2007). Représentations schématiques d'une organisation en solénoide (a et

¢) ou en zigzag (b et d).

Plusieurs études ont permis de proposer deux modéles d'organisation de la fibre
chromatinienne de 30 nm: le mode¢le en solénoide et le modéle en zigzag (Figure 3). Grace a
une ¢tude de microscopie €lectronique, I'équipe de Rhodes (Robinson et al., 2006) a permis de

reconstituer une structure en solénoide de la fibre chromatinienne dans laquelle les
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nucléosomes consécutifs sont I'un a coté de l'autre, formant une hélice autour d'une cavité
centrale (Figure 3b et d). Dans le mod¢le en zigzag proposé par 1'équipe de Richmond (Dorigo
et al, 2004) et confort¢ par I'¢lucidation de la structure cristallographique d'un
tetranucléosome (Schalch et al., 2005), un nucléosome i est plus proche dans I'espace d'un
nucléosome i + 2, I'ADN internucléosomique zigzagant entre les deux rangées de
nucléosomes (Figure 3a et c). Plus récemment, une étude a démontré une hétérogénéité
interne de la fibre compacte de 30 nm. Des ions divalents semblent promouvoir l'inflexion de
I'ADN internucléosomique, provoquant la formation d'une fibre d'architecture
hétéromorphique dans laquelle l'organisation en zigzag est majoritaire mais entrecoupée

d'interactions de type solénoide (Grigoryev et al., 2009).

Il semblerait donc que la chromatine puisse adopter plusieurs types de conformations,
son architecture étant sensible a un grand nombre de facteurs internes et externes tels que la
longueur de I'ADN internucléosomique, les variants d'histones, les modifications post-
traductionnelles des histones, les conditions ioniques ou encore la liaison de protéines
architecturales de la chromatine (CAPs) (Li and Reinberg, 2011; Woodcock and Ghosh,
2010). L'apparente complexité¢ de la fibre de 30 nm refléte probablement les états de
conformation variés qui sont impliqués dans la transition entre 1'hétérochromatine inactive et
I'euchromatine active en termes de transcription. Ainsi, la chromatine différe dans ses

propriétés structurales et dynamiques afin d'assurer ses différentes fonctions cellulaires.

L'organisation de la chromatine en une fibre de 30 nm permet de compacter 'ADN
environ 50 fois. Des niveaux d'organisation plus €levés sont adoptés pour atteindre le niveau
de condensation le plus élevé au sein du chromosome métaphasique. Jusqu'a présent, les
niveaux de compaction au dela de la fibre de 30 nm sont trés peu caractérisés. Le degré de
compaction de 'ADN module son accessibilité et en conséquence l'expression des génes qu'il

porte.

1.3. Euchromatine et hétérochromatine

Les termes d'hétérochromatine et d'euchromatine désignent des états de compaction et
le potentiel de transcription de régions de la chromatine (Woodcock and Ghosh, 2010). Ainsi,

I'hétérochromatine et 1'euchromatine correspondent respectivement aux états condensés et




décondensés de la chromatine, la transcription étant restreinte en grande partie a
l'euchromatine. L'hétérochromatine peut étre subdivisée en hétérochromatine constitutive ou
hétérochromatine facultative. L'hétérochromatine constitutive est toujours compacte,
comprend peu de genes et est formée principalement de séquences répétées. De la méme
maniere que ['hétérochromatine  constitutive, ['hétérochromatine facultative est
transcriptionnellement inactive mais conserve cependant le potentiel de se convertir en
euchromatine pour permettre la transcription dans certains contextes: temporel (stade de
développement, stade spécifique du cycle cellulaire), spatial (modification de la localisation
nucléaire grace a des facteurs ou des signaux exogenes) ou parental/héréditaire (expression
monoallélique de génes soumis a l'empreinte génomique parentale) (Trojer and Reinberg,
2007). Pendant l'embryogenése par exemple, la quantité d'hétérochromatine facultative
augmente lorsque les génes superflus sont progressivement réprimés, jusqu'a maturation des
cellules qui expriment alors uniquement les génes tissus-spécifiques (Woodcock and Ghosh,
2010). L'inverse est observé lorsque des cellules différenciées sont reprogrammées pour se
reconvertir en cellules souches. Ces événements sont typiquement accompagnés de profonds

changements épigénétiques (Woodcock and Ghosh, 2010).

2. La méthylation de I’ADN

La méthylation de I'ADN étant impliquée dans la régulation des genes, la formation et
la maintenance de la chromatine, le développement, et d'autres processus fondamentaux, elle

constitue un élément clé de la régulation épigénétique de 1I’expression des genes.

2.1. Méthylation par les méthyltransférases de I’ADN

La méthylation de 'ADN est une modification post-réplicative qui, chez les vertébrés,
se produit exclusivement sur le carbone 5 du cycle pyrimidine de résidus cytosines. L'addition
covalente d'un groupement méthyl sur une cytosine est catalysée par les méthyltransférases de
I'ADN (Dnmts) (Rottach et al., 2009). Fondé sur des critéres d'homologie de séquences, cette
famille était a 'origine composée de cinq membres: Dnmtl, Dnmt3a, Dnmt3b, Dnmt3L et

Dnmt2 (Figure 4) (Fernandez et al., 2012b). Cependant, il fut démontré plus tard que la

10




Dnmt2, présentant une activité méthyltransférase de I'ADN tres faible, était préférentiellement

impliquée dans la méthylation de 'ARNt (Goll et al., 2006; Hermann et al., 2004).

N-terminal C-terminal
regulatory domain catalyfic domain

NI RT —
NLS CXXC BAH

DNMT3A S G (S —

PWWP  ADD
DNMT3B . - S - S —
PWWP  ADD
DNMT3L ]
ADD

TRENDS in Genstics

Figure 4 : Représentation schématique des protéines de mammiferes Dnmtl, Dnmt3a,
Dnmt3b, et Dnmt3L (Fernandez et al., 2012b). ADD: domaine d'interaction aux histones,
BAH: "Bromo-adjacent homology domain"; CXXC: domaine contenant un motif de liaison du
Zn’" riche en cystéines; NLS: signal de localisation nucléaire ("nuclear localization signal”);
PWWP: domaine contenant un motif proline-tryptophane-tryptophane-proline hautement
conserve.

Les Dnmts de mammifeéres possédent deux domaines principaux : une région N-
terminale de taille variable qui posseéde des fonctions de régulation, et une région C-terminale
catalytique (Figure 4) (Jurkowska et al., 2011). La partie N-terminale guide la localisation
nucléaire des enzymes et permet des interactions avec d'autres protéines, 'ADN et la
chromatine. Le domaine catalytique C-terminal est hautement conservé et également présent
au sein des (cytosine-5)-méthyltransférases de 'ADN des procaryotes (Cheng, 1995; Goll and
Bestor, 2005). Ainsi, toutes ces enzymes adoptent le méme mécanisme catalytique: apres
reconnaissance du substrat, la cytosine ciblée est basculée hors de la double hélice d'ADN,
I'enzyme formant un complexe covalent avec le carbone 6 de la cytosine. Le transfert du
groupement méthyle du cofacteur S-adénosylméthionine (AdoMet, SAM) sur la position C5
activée permet la formation d'une 5-méthylcytosine et la libération de la S-
adénosylhomocystéine (AdoHcy, SAH) (Figure 5) (Rottach et al., 2009; Stresemann and
Lyko, 2008).




NH NH,

o SAM  SAH CH3
| i)
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H | > H
Cytosine DNMT 5-méthylcytosine

Figure 5 : Méthylation de I'ADN sur le carbone 5 d'un résidu cytosine. Les méthyltransférases
de I'ADN catalysent le transfert d'un groupement méthyle du cofacteur S-adénosylméthionine
(SAM) sur le carbone 5 d'un résidu cytosine. 1l en résulte la formation de la 5-métylcytosine
et la libération de la S-adénosylhomocystéine (SAH).
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Figure 6 : Modele actuellement proposé pour l'établissement et la maintenance des profils de
méthylation de I'ADN (Jones and Liang, 2009). Les profils de méthylation de I'"ADN sont
initialement établis dans les cellules germinales et embryonnaires par les de novo
méthyltransférases de I'ADN, Dnmt3a et Dnmt3b. Par la suite, les profils de méthylation (les
cercles noirs représentent les cytosines méthylées et les cercles gris les cytosines non-
méthylées) sont transmis apres la réplication de I'’ADN principalement par la Dnmtl qui se lie
préferentiellement aux sites hémi-méthyles générés par la synthese de I'ADN (le brin "fille"

est présenté en vert). L'enzyme copie donc un patron de méthylation présent sur le brin
d'ADN "parental.

Les mécanismes par lesquels les profils de méthylation sont perpétués de cellule en
cellule au sein de I'organisme ont été suggérés pour la premiere fois par Riggs et Holliday en
1975 (Holliday and Pugh, 1975; Riggs, 1975). Ces auteurs ont proposé¢ l'existence de profils
de méthylation tissus-spécifiques pouvant moduler l'expression de génes en influencant la
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liaison de facteurs de transcription et d'autres protéines a I'ADN (Jones and Liang, 2009).
Dans le modele proposé, les profils de méthylation de 'ADN sont initialement établis dans les
cellules germinales et embryonnaires par les de novo Dnmts (Dnmt3a et Dnmt3b). Ce patron
de méthylation est perpétué¢ de cellule en cellule durant le reste de la vie de l'animal, avec
néanmoins quelques variations tissus-spécifiques. Aprés chaque phase de réplication, I'ADN
hémi-méthylé nouvellement formé posséde le brin parental portant les marques de
méthylation et le brin nouvellement synthétisé dépourvu de méthylations. Pour assurer la
pérennité des profils de méthylation, la Dnmt de maintenance (Dnmtl), spécifique de 'ADN
hémi-méthylé, va méthyler le brin "fille" en copiant le patron de méthylation présent sur le

brin "parental" (Figure 6) (Jurkowska et al., 2011).

Actuellement, il est donc bien établi que la Dnmtl est une méthyltransférase de
maintenance jouant un role majeur dans le maintien des profils de méthylation au cours des
divisions cellulaires (Jones and Liang, 2009; Jurkowska et al., 2011; Rottach et al., 2009).
Contrairement aux autres Dnmts, cette enzyme possede une préférence marquée pour 'ADN
hémi-méthylé par rapport a 'ADN non-méthyl¢ (Fatemi et al., 2001; Goyal et al., 2006;
Hermann et al., 2004). De plus, la Dnmtl est une protéine ubiquitaire, de loin la plus
abondante des Dnmts dans les cellules somatiques proliférantes. Ainsi, elle est principalement
transcrite lors de la phase S du cycle cellulaire (Leonhardt et al., 1992; Robertson et al.,
2000b), lorsque la méthylation des sites hémi-méthylés nouvellement synthétisés est le plus
nécessaire. Son interaction avec PCNA ("proliferating cell nuclear antigen"), la pince de
réplication de I'ADN, lui permet de se localiser au niveau de la fourche de réplication en

augmentant son affinité¢ pour I'ADN (Chuang et al., 1997; Easwaran et al., 2004).

La délétion du geéne de la Dnmtl a montré que cette enzyme était responsable de
l'essentiel de la méthylation, et qu'elle était nécessaire au développement embryonnaire (Li et
al., 1992). Ainsi, en plus de son rdle primordial dans la maintenance des profils de
méthylation, 1'activité de la Dnmtl semble également requise pour la méthylation de novo
(Arand et al., 2012; Egger et al., 2006; Feltus et al., 2003; Jair et al., 2006). Dans cette
fonction, la Dnmtl assisterait la Dnmt3a et la Dnmt3b en se servant des sites hémi-méthylés

générés par les enzymes Dnmt3 comme substrat (Fatemi et al., 2002) (Jurkowska et al., 2011).




La famille Dnmt3 des Dnmts comprend trois membres: Dnmt3a, Dnmt3b et Dnmt3L.
Par opposition a la Dnmtl, la Dnmt3a et la Dnmt3b sont considérées comme les de novo
méthyltransférases car elles sont en grande partie responsables de I'établissement des profils
de méthylation lors du développement embryonnaire (Okano et al., 1999). En effet, alors que
les de novo Dnmts sont largement exprimées dans les cellules embryonnaires, leur niveau
d'expression est significativement diminué dans la plupart des tissus adultes lorsque les
cellules sont différenciées (Bestor, 2000). De plus, de méme que les Dnmts procaryotes, les
de novo Dnmts présentent des affinités €quivalentes pour I'ADN hémi-méthylé ou non-

méthylé (Gowher and Jeltsch, 2001; Okano et al., 1998).

Malgré son homologie de séquence avec les enzymes Dnmt3a et Dnmt3b, le troisiéme
membre de la famille Dnmt3, Dnmt3L, est enzymatiquement inactif car dépourvu de motif
catalytique (Figure 4) (Bourc'his et al., 2001; Fernandez et al., 2012b; Jurkowska et al., 2011;
Rottach et al., 2009). Ainsi, il est incapable de lier le cofacteur SAM et présente une affinité
faible pour I'ADN (Gowher et al., 2005; Jurkowska et al., 2011; Kareta et al., 2006).
Cependant, Dnmt3L interagit avec Dnmt3a et Dnmt3b en stimulant leur activité enzymatique
(Chedin et al., 2002; Chen et al., 2005; Gowher et al., 2005; Hata et al., 2002; Kareta et al.,
2006; Suetake et al., 2004) vraisemblablement par induction d’un changement de
conformation qui faciliterait la liaison de I'ADN et du cofacteur ainsi que la catalyse (Gowher
et al., 2005; Jia et al., 2007; Jurkowska et al., 2011). Ainsi, malgré son absence d'activité
enzymatique, la Dnmt3L joue le role de régulateur positif des de novo Dnmts et est essentielle
pour l'établissement de I'empreinte génomique parentale et la méthylation d'éléments
rétrotransposables dans les cellules males germinatives (Bourc'his and Bestor, 2004; Bourc'his
et al., 2001; Hata et al., 2002; Jurkowska et al., 2011; Margot et al., 2003; Rottach et al.,
2009).

La Dnmt3a, associée a la Dnmt3L, est nécessaire a I'établissement des profils de
méthylation lors de la gamétogenése, contrairement a la Dnmt3b qui est accessoire lors de ce
processus (Jurkowska et al., 2011). Cependant, la Dnmt3a et la Dnmt3b sont toutes deux
impliquées dans la méthylation des divers types de séquences répétées, la Dnmt3b étant
responsable de la méthylation des séquences satellites des centromeres (Jurkowska et al.,
2011). Bien que la famille des Dnmt3s joue un rdle essentiellement dans la méthylation de
novo, ces enzymes semblent également requises pour la maintenance fidele des profils de
méthylation au niveau de I'hétérochromatine dans les cellules somatiques et les cellules

souches embryonnaires (Arand et al., 2012; Chen et al., 2003; Dodge et al., 2005; Fernandez
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et al., 2012b; Jeong et al., 2009; Jurkowska et al., 2011 ; Kim et al., 2002; Liang et al., 2002;
Rottach et al., 2009).

2.2. Les sites de méthylation de I’ADN

Chez les mammifeéres, la méthylation de I'ADN se produit principalement sur les
résidus cytosines de dinucléotides palindromiques 5'-CG-3', appelés dinucléotides CpG, et
occasionnellement dans un contexte non-CpG au sein de nucléotides 5'-CHG-3' et 5'-CHH-3'
ou H= A, C ouT (Lister et al., 2009; Ramsahoye et al., 2000). De fagon générale, les
dinucléotides CpG ne sont pas trés abondants dans le génome des mammiferes du fait de la
désamination spontanée de la 5-méthylcytosine en thymidine (Illingworth and Bird, 2009;
Jones, 2012; Jurkowska et al., 2011; Lander et al., 2001; Pfeifer et al., 2000). Les sites CpG
sont répartis de facon hétérogéne dans le génome avec une sous-représentation générale mais
un enrichissement dans les séquences répétées et des séquences courtes d'environ 1 kb,
appelées ilots CpG (Antequera, 2003), qui recouvrent partiellement les régions promotrices
et/ou le premier exon de 60 % de I'ensemble des geénes constitutifs humains (Fernandez et al.,
2012b; Illingworth and Bird, 2009; Saxonov et al., 2006; Weber et al., 2007). La localisation
des ilots CpG au niveau des promoteurs et a proximité du site d'initiation de la transcription,
révele l'importance de la méthylation de I'ADN dans la régulation de I'expression des genes.
En effet, I'nyperméthylation des ilots CpG au niveau des régions promotrices des geénes est

corrélée avec l'inhibition de I'expression des genes (Figure 7) (Fernandez et al., 2012b).

Dans le génome humain, approximativement 70 % de l'ensemble des dinucléotides
CpG sont méthylés (Bird, 2002; Ehrlich et al., 1982), les ilots CpG échappant en général a la
méthylation (Figure 7) (Sasai and Defossez, 2009; Wong et al., 2007). En effet, dans les
cellules somatiques, la plupart des ilots CpG restent non-méthylés indépendamment de 1'état
d'expression des génes avec comme exception les génes impliqués dans la répression a long
terme ("long-term silencing") tels que les génes sujets a I'empreinte génomique parentale, les
genes du chromosome X inactivé, les geénes spécifiques des cellules germinales, ou les génes
impliqués dans la répression tissu-spécifique (Fernandez et al., 2012b; Illingworth and Bird,
2009; Jones, 2012; Jones and Liang, 2009). Inversement, les sites CpG localisés dans les
régions des séquences répétées ou les transposons, les régions intergéniques, et les "gene

bodies", qui sont des régions généralement moins denses en sites CpG, sont habituellement
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hyperméthylées (Figure 7) (Fernandez et al., 2012b; Hodges et al., 2009; Jones, 2012; Laurent
et al., 2010; Lister et al., 2009). La méthylation au niveau de ces sites de régulation influence
la liaison et les fonctions de protéines de régulation. Contrairement aux promoteurs, la
méthylation des "gene bodies" favorise la transcription en évitant l'initiation de transcriptions
aberrantes. Dans le cas des séquences répétées, leur méthylation préviendrait l'instabilité
chromosomique, les translocations, et la disruption génique par réactivation de séquences
endoparasites (Portela and Esteller, 2010). Bien que ces mécanismes ne soient pas encore bien
compris, on suppose qu'ils jouent un role essentiel dans le développement, la différentiation et
donc la viabilité cellulaire (Jones, 2012). Ainsi, par comparaison avec les régions promotrices
des genes contenant des ilots CpG, qui sont généralement non-méthylées et qui semblent
assurer la répression des genes a long-terme, les profils de méthylation des régions du génome
possédant une faible densité de sites CpG semblent plus intéressants (Jones, 2012). En effet,
c'est le profil de méthylation de ces régions, et plus particulierement des régions promotrices
des genes possédant une faible densité de sites CpG, qui est généralement cellule et/ou tissu-
dépendant (Calvanese et al., 2012; Fernandez et al., 2012a; Fernandez et al., 2012b). De plus,
il a récemment été démontré que la plupart des méthylations tissus-spécifiques de 'ADN n'a
pas lieu au niveau des 1lots CpG mais au niveau de région appelées "CpG island shores". Ces
régions régulatrices contiennent une faible densité de sites CpG et se situent en amont de plus
de 2 kb des sites d'initiation de la transcription (Figure 7). Ces plages sont enrichies en
régions de méthylation différentielle appelées "T-DMRs" ("tissue specific differentially
methylated region") et semblent jouer un réle important dans la différenciation cellulaire

(Irizarry et al., 2009).

Ainsi, la méthylation des sites CpG ne s'effectue que sur certains sites ciblés et induit
la formation de profils de méthylation tissus- et cellules-spécifiques. Leur caractérisation
permet d'établir une carte des cytosines méthylées, ou méthylome, qui constitue I'empreinte

spécifique d'une cellule, d'un tissu ou d'un organisme.
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Figure 7 : Profils de méthylation de 'ADN (Portela and Esteller, 2010). La méthylation de
I'"ADN peut se produire au niveau de différentes régions du génome. L'altération de ces profils
de méthylation est liée a l'apparition de diverses maladies. Le cas de figure normal est illustré
dans la colonne de gauche et les altérations de ces profils sont présentées a droite. (a) Les
tlots CpG au niveau des promoteurs de genes sont habituellement non-méthylés, autorisant la
transcription. Une hyperméthylation aberrante entraine l'inactivation de la transcription. (b)
Le méme profil est observe lorsque l'on étudie les "CpG island shores" qui sont localisés en
amont de 2 kb des sites d'initiation de la transcription. (c) Cependant, lorsque la méthylation
se produit au niveau des "gene bodies", la transcrzpnon est favorisée en évitant l'initiation de
transcriptions aberrantes. Lors d alteratlons, les "gene bodies" ont tendance a étre
deméthylés, autorisant l'initiation de la transcription au niveau de plusieurs sites incorrects.
(d) Enfin, les séquences répétées sont hyperméthylées, prévenant l'instabilite chromosomique,
les translocations et la disruption génique par réactivation des séquences endoparasites.

La méthylation de résidus cytosines est occasionnellement observée dans un contexte
non-CpG au sein de nucléotides 5'-CHG-3' et 5'-CHH-3"'ou H = A, C ou T (Lister et al., 2009;
Ramsahoye et al., 2000). La présence de ces méthylations non-CG est caractéristique des
cellules souches embryonnaires (Laurent et al., 2010; Lister et al., 2009) et disparait dés la
différenciation cellulaire. Ces sites de méthylation semblent étre la cible préférentielle des
Dnmt3s (Aoki et al., 2001; Arand et al., 2012; Gowher and Jeltsch, 2001; Lister et al., 2009;
Ramsahoye et al., 2000). Ainsi, I'absence des sites de méthylation 5'-CHG-3' et 5'-CHH-3'

dans les cellules différenciées coincide avec la diminution significative des Dnmts de novo.




De plus, une ¢étude structurale de la méthyltransférase Dnmt3a et de sa protéine partenaire
Dnmt3L a démontré que deux copies de chaque Dnmt peuvent former un hétérotétramere
contenant deux sites actifs séparés d'une longueur équivalente a 8-10 nucléotides dans une
hélice d'ADN (Ferguson-Smith and Greally, 2007; Jia et al., 2007). Dans le génome humain,
la distribution réguliere des sites non-CG a 8-10 paires de bases de distance, suggere que la

Dnmt3a pourrait étre responsable de la méthylation de ces sites (Lister et al., 2009).

2.3. Les modules de reconnaissance des CpG méthylés

De maniéere générale, lorsqu'elle a lieu au niveau des promoteurs, la méthylation de
I'ADN est associée a une inhibition de la transcription. Deux mécanismes complémentaires
semblent étre impliqués dans ce phénomene (Parry and Clarke, 2011; Rottach et al., 2009;
Sasai and Defossez, 2009). D'une part, lorsqu'elles sont présentes au niveau de leur site de
reconnaissance, les marques de méthylation peuvent directement prévenir la liaison de
facteurs de transcription (Bell and Felsenfeld, 2000; Bird, 2002; Hark et al., 2000). D'autre
part, la méthylation de I'ADN crée des sites de liaison spécifiquement reconnus par les
protéines se liant a I'ADN méthylé, les MBPs ("methyl-binding protein"). Ces protéines
recrutent des complexes de remodelage de la chromatine qui contiennent des enzymes de
modifications post-traductionnelles des histones, des enzymes responsables de la méthylation
de I'ADN et des corépresseurs transcriptionnels, qui concourent a ['établissement de
I'hétérochromatine. Cette zone devient alors inaccessible aux complexes de transcription,

empéchant ainsi l'expression des génes (Fuks, 2005).

Chez les mammiferes, les sites CpG méthylés sont reconnus par au moins trois
familles de protéines MBPs (Figure 8): la famille de protéines contenant un domaine de
reconnaissance des CpG méthylé MBD ("methyl-CpG binding domain"), la famille de
protéines contenant des doigts de zinc, et la famille de protéines contenant le domaine SRA
("SET and RING Associated domain") (Parry and Clarke, 2011; Rottach et al., 2009; Sasai
and Defossez, 2009). Actuellement, grace a des homologies de séquences, 16 MBPs ont été
identifiées et réparties dans ces trois familles (Parry and Clarke, 2011). Chaque famille
emprunte un mécanisme différent pour interagir avec I' ADN méthylé ou ses composants afin

de réguler I'expression des genes et de maintenir ou altérer l'architecture de I'ADN.




Basé sur la présence d'autres domaines, la superfamille des protéines MBDs est
subdivisée en trois sous-groupes: les méthyltransférases des histones (HMT-MBD, "histone
methyltransferases methyl-binding domain"), les protéines MeCP2, et les acétyltransférases
des histones (HAT-MBD, "histone acetyltransferases methyl-binding domain") (Parry and
Clarke, 2011). Bien que tous les membres de cette superfamille contiennent le domaine MBD,

elles n'interagissent pas forcément de manicre directe avec les sites CpG méthylés.

Les HMT-MBD comprennent deux membres: SETDBI1 (aussi connu sous le nom de
ESET) (Schultz et al., 2002) et SETDB2 (aussi connu sous le nom de CLLDS) (Falandry et
al., 2010). Ces deux protéines contiennent le domaine SET responsable de l'activité
méthyltransférase qui permet la méthylation spécifique de I'histone H3 au niveau de la lysine
9 (H3K9) et conduit a la répression de la transcription grace a la formation de
I'hétérochromatine. Bien que ces deux protéines contiennent le domaine MBD, leur liaison a

I'"ADN méthylé¢ reste a confirmer (Hashimoto et al., 2010).

La famille MeCP2 représente le groupe le plus important des protéines MBDs. 1l
comprend la protéine MeCP2, membre fondateur de la famille, ainsi que six autres membres,
MBD1 a MBD6 (Parry and Clarke, 2011). Mis a part les protéines MBD3, MBDS5 et MBD6,
toutes les protéines de la famille MeCP2 se lient spécifiquement aux CpG méthylées
(Hendrich and Tweedie, 2003). De plus, la plupart de ces protéines (excepté MBD4, MBDS5 et
MBD6) forment des complexes avec des déacétylases des histones (HDACs) et des
complexes de remodelage de la chromatine tels que MeCP1 et NuRD, associés a la répression

transcriptionnelle (Hashimoto et al., 2010; Rottach et al., 2009).

Les HAT-MBD comprennent deux membres: BAZ2A (aussi connu sous le nom de
TIPS) et BAZ2B. Ces deux protéines contiennent les domaines MBD, DDT ("DNA binding
homeobox and Different Transcription factors"), PHD et un bromodomaine, consécutivement
arrangés dans le méme ordre (Hung and Shen, 2003). Le domaine MBD de ces protéines
différe de quelques résidus par rapport aux domaines des autres membres de la superfamille
de protéines MBDs et ces deux protéines ne semblent pas avoir d'affinité préférentielle pour
I'ADN méthylé. BAZ2A est un composé majeur du complexe de remodelage nucléolaire
(NoRC, " nucleolar remodeling complex") qui induit la répression de la transcription de geénes

ribosomaux via la déacétylation des histones (Zhou et al., 2002).




Trois protéines sont connues pour reconnaitre les CpG méthylés via des doigts de zinc:
Kaiso, ZBTB4 et ZBTB38. Ces protéines partagent le méme motif composé d'un tandem de
trois doigts de zinc situé dans la partie C-terminale des protéines. La protéine Kaiso est
capable de reconnaitre une paire de dinucléotides CpG méthylés (Prokhortchouk et al., 2001).
Les deux autres protéines ZBTB4 et ZBTB38, quant a elles, ne nécessitent qu'un seul
dinucléotide CpG méthylé pour interagir avec I'ADN (Filion et al., 2006). Des analyses
biochimiques ont révélé l'interaction directe de Kaiso avec le complexe de répression NCoR
("nuclear receptor corepressor"), qui contient ¢galement HDACI1 et des protéines de
remodelage ("remodeling activities"), reliant a nouveau la méthylation de séquences d'ADN a

un état hautement condensé de la chromatine (Rottach et al., 2009).

MBD TRD
MeCP2 ]

CXXC
MBD1 [ ]
MBD2 [ ]

Glycosylase
MBD4
BTB Zinc Finger
Kaiso ~ {0
Z8TB4 -
ZBTB38 e
Ubiquitin PHD SRA RING

UHRF1 [ ] [
UHRF2 ] B

Figure 8 : Représentation schématique des principales protéines humaines MBPs liant I'ADN
méthylé (Sasai and Defossez, 2009). Trois domaines protéiques sont identifiés comme des
modules de reconnaissance de I'"ADN méthylé: le domaine MBD, les doigts de zinc, et le
domaine SRA. Les protéines MBD contiennent MBD ainsi que le domaine de trans-répression
(TRD, "trans-repression domain"), les doigts de zinc CXXC ou le domaine glycosylase. Les
doigts de zinc sont représentés par des rectangles roses, et ceux responsables de la liaison a
I'"ADN méthylé sont soulignés. Les protéines contenant des doigts de zinc présentent
egalement un domaine BTB et plus de 7 doigts de zinc additionnels. Le domaine BTB de la
protéine ZBTB4 est interrompu par l'insertion d'une séquence riche en sérines. Les protéines
UHRF1 et UHRF2 contiennent le domaine SRA, un domaine Ubiquitin-like (UBL), un
domaine PHD ("Plant Homeo Domain") et un domaine RING ("Really Interesting New
Gene").
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La troisiéme classe de MBPs est composée des protéines UHRF1 (aussi appelée Np95,
ou ICBP90) et UHRF2 (aussi appelée NIRF) (Bronner et al., 2007a). Les deux membres de
cette famille sont les seules protéines de mammifére a contenir le domaine SRA ("SET and
RING Associated domain") qui est responsable de leur liaison a 'ADN au niveau des sites
CpG meéthylés. De nombreuses observations suggerent un role de UHRF1 et UHRF2 dans la
connexion entre la méthylation de I'ADN et les modifications des histones. D'autre part, la
protéine UHRF1, qui reconnait préférentiellement 'ADN hémi-méthylé, jouerait un role
important dans le maintien des profils de méthylation de I'ADN en dirigeant la Dnmtl au
niveau des sites hémi-méthylés (Arita et al., 2008; Avvakumov et al., 2008; Bostick et al.,
2007; Hashimoto et al., 2008; Sharif et al., 2007). Les fonctions de cette famille de protéines,

et plus particulierement celles de la protéine UHRF1, seront détaillées plus loin (voir p. 55).

2.4. La méthylation de novo

Chez les mammiferes, le degré de méthylation de I'ADN est régulé de manicre
dynamique au cours du développement (Figure 9). Aprés la fécondation, le zygote subit une
reprogrammation intensive pour établir la totipotence dans l'embryon (Morgan et al., 2005;
Reik et al., 2001). Les empreintes épigénétiques qui sont conservées lors des divisions
cellulaires sont des composants clés de 1'identité cellulaire et participent au maintien des
cellules a I'état différencié. A ce stade du développement, les marques ¢épigénétiques
préexistantes doivent donc étre réinitialisées afin d'établir la totipotence du zygote qui
donnera lieu a toutes les cellules de 1'embryon. Ce processus est appelé reprogrammation
épigénétique (Feng et al., 2010; Smallwood and Kelsey, 2012). Ainsi, dans le zygote, une
déméthylation quasiment compléte du génome est observée. Certaines régions du génome
appelées "gDMRs" ("germline differentially methylated regions") échappent toutefois a cette
vague de déméthylation. Ces régions de méthylation différentielle (DMR) spécifiques des
cellules germinales males et femelles conservent leurs méthylations tout au long du
développement et controlent l'expression monoallélique des geénes soumis a l'empreinte

génomique parentale (Smallwood and Kelsey, 2012).

Pendant les premiers stades du développement embryonnaire, lors de la nidation, les
profils de méthylation de I'ADN sont nouvellement établis par les enzymes Dnmt3s et sont

maintenus pendant toute la durée de vie de 1'organisme dans la lignée somatique. Au cours du
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développement de la lignée germinale, les cellules germinales primordiales issues des cellules
embryonnaires subissent une nouvelle vague de déméthylation afin de pouvoir acquérir de
nouvelles marques épigénétiques spécifiques. Les marques de méthylation initialement
¢tablies dans les cellules germinales males sont rapidement effacées par un mécanisme de
déméthylation actif impliquant probablement I'oxydation par les protéines Tet (Gu et al.,
2011). Les marques de méthylation maternelles seraient perdues de maniére passive par un
déficit de la méthylation de maintenance lors de la réplication, induisant la perte progressive
des méthylations a chaque division cellulaire (Smallwood and Kelsey, 2012). Apres la
détermination du sexe de l'embryon, de nouveaux profils de méthylation spécifiques de
I'ovocyte ou du spermatozoide sont établis et des séquences variées sont alors la cible de la
méthylation de novo. Ainsi, selon le type de gamete, des 1lots CpG (Smallwood et al., 2011) et
des régions "gDMRs" sont spécifiquement méthylés (Ferguson-Smith, 2011; Suetake et al.,
2004).

Des phases de déméthylation et de méthylation créent donc un cycle épigénétique chez
les mammiferes et conduisent a la génération de profils de méthylation distincts qui est une

caractéristique majeure du génome de mammifére (Jurkowska et al., 2011; Smallwood and

Kelsey, 2012).
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Figure 9 : Dynamique de la méthylation de 'ADN pendant le développement des mammiferes
(Jurkowska et al., 2011). Apres la fécondation, le zygote subit une déméthylation globale de
I'ADN afin d'établir la totipotence dans l'embryon. Les profils de méthylation de I'ADN sont
établis de novo dans la lignée somatique lors de la nidation et sont maintenus pendant toute
la durée de vie de l'organisme. Lors du développement des cellules germinales, une nouvelle
vague de méthylation de novo se produit et les empreintes de méthylation sont établies de
maniere spécifique selon le sexe.
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Chez les mammiferes, il est donc généralement admis que le profil de méthylation
initial est généré pendant les premiers stades du développement embryonnaire par les de novo
méthyltransférases Dnmt3a, Dnmt3b et Dnmt3L. Ces trois enzymes, exprimées a la fois dans
les cellules germinales males et femelles (Lucifero et al., 2007; Lucifero et al., 2004), jouent
¢galement un role central dans 1'établissement des profils de méthylation lors de la
gamétogenese (Bourc'his et al., 2001; Kaneda et al., 2010; Kaneda et al., 2004), la Dnmt3b
n'étant cependant nécessaire que dans les cellules germinales males (Kato et al., 2007;

Smallwood and Kelsey, 2012).

Au cours du développement, la méthylation ciblée de certains sites CpG est impliquée dans la
différenciation cellulaire et 1'établissement de l'empreinte génomique parentale. Les
mécanismes par lesquels les Dnmts choisissent leur cibles et induisent la méthylation de

seulement certains sites CpG sont encore mal compris.

Dans les cellules germinales, des séquences d'ADN caractéristiques pourraient
permettre le recrutement des Dnmts au niveau des zones a méthyler. En effet, les sites non-
CpG trouvées dans les cellules souches embryonnaires, principalement dans un contexte CA
(Laurent et al., 2010; Lister et al., 2009), représentent les cibles privilégiées des Dnmts de
novo, Dnmt3a et Dnmt3b (Aoki et al., 2001; Arand et al., 2012; Gowher and Jeltsch, 2001;
Ramsahoye et al., 2000), suggérant que la distribution des méthylations pourrait refléter la
préférence des enzymes Dnmt3s pour ces séquences spécifiques. D'autre part, il a aussi été
proposé que l'espace entre les sites CpG au sein des 1lots CpG puisse déterminer l'orientation
des Dnmt3s au niveau de certaines séquences. En effet, le complexe formé par Dnmt3a et
Dnmt3L favorise la méthylation des sites qui sont régulierement distribués a 8-10 nucléotides
de distance au sein de 1'hélice d'ADN (Ferguson-Smith and Greally, 2007; Jia et al., 2007;
Lister et al., 2009). Supportant cette idée, la périodicité de 8-10 paires de bases entre les sites
méthylés a été observée dans divers contextes, notamment dans les régions "gDMR" et les

méthylations CpG et non-CpG (Jia et al., 2007; Lister et al., 2009).

La machinerie de méthylation de I'ADN semble exploiter les modifications locales de
la chromatine pour réguler les profils de méthylation. En effet, de nombreuses études
suggerent que les Dnmts sont capables de "lire" les modifications des histones, entrainant leur
recrutement au niveau de nucléosomes portant des marques spécifiques (Denis et al., 2011).
Ainsi, grace a leur domaine N-terminal, les Dnmt3s interagissent sélectivement avec 1'histone
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H3 non-méthylée sur la lysine 4 (H3K4me0), déclenchant une méthylation de novo au niveau
des nucléosomes déficitaires en histone H3K4me (Hodges et al., 2009; Meissner et al., 2008;
Ooi et al., 2007; Otani et al., 2009; Wu et al., 2010b; Zhang et al., 2010). D'autres
modifications des histones, notamment H3K36me3 (Dhayalan et al., 2010; Hodges et al.,
2009; Kolasinska-Zwierz et al., 2009; Laurent et al., 2010), H3K9me3 (Lehnertz et al., 2003)
et H3K27me3 (Schlesinger et al., 2007; Vire et al., 2006), ont également été impliquées dans
le guidage de la méthylation de 'ADN au niveau de régions spécifiques de la chromatine.
Contrairement a H3K4, ces histones doivent étre triméthylées, et certaines nécessitent la
présence de protéines interagissant avec les Dnmt3a/3b telles que 'histone méthyltransférase
EZH2 (H3K27me3) ou HPla (H3K9me3) pour induire le recrutement des Dnmt3s. En
reconnaissant les modifications au niveau de la queue N-terminale des histones, les Dnmt3s
peuvent ainsi étre recrutées ou exclues de manicre spécifique au niveau de nucléosomes
portant des modifications distinctes (Chen and Riggs, 2011; Denis et al., 2011; Jones and
Liang, 2009; Jurkowska et al., 2011; Smallwood and Kelsey, 2012).

Les méthyltransférases peuvent étre recrutées au niveau de séquences spécifiques par
d'autres protéines de liaison a I'ADN ou a la chromatine telles que des enzymes ou des
protéines architecturales de la chromatine (CAPs) (Jones and Liang, 2009; Smallwood and
Kelsey, 2012). Ainsi, il a été suggéré que les histones méthyltransférases (HMTs) EZH2
("enhancer zeste homologue 2", un composant du complexe Polycomb PRC2) (Kondo et al.,
2008; Vire et al., 2006) et G9a, recrutent Dnmt3a et Dnmt3b (Dong et al., 2008; Epsztejn-
Litman et al., 2008). D’autre part, I’interaction directe des Dnmt3s avec des facteurs de
transcription semble jouer un réle important dans la méthylation ciblée de régions du génome
qui expliquerait 1’inhibition de I’expression de genes induite par certains facteurs de
transcription (Hervouet et al., 2009). Plusieurs autres protéines, telles que la protéine de
I'hétérochromatine 1 (HP1) (Fuks et al., 2003a; Smallwood et al., 2007) et les désacétylases
des histones (HDACs) (Robertson et al., 2000a) joueraient également un role dans le

recrutement des Dnmts au niveau de régions particuliéres de la chromatine.

Particuliérement dans le cas de I'hétérochromatine, les Dnmts font face a un probléme
d'accessibilit¢ de I'ADN qui se retrouve enroulé autour des histones. Le remodelage de la
chromatine pourrait donc déterminer les régions du génome sujettes a la méthylation de
I'ADN. Ainsi, les complexes de remodelage de la chromatine ATP-dépendants sont requis

pour réguler l'accessibilité des Dnmts a leur substrat et pour permettre une méthylation
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efficace de I'ADN précédemment condensé (Jurkowska et al., 2011; Smallwood and Kelsey,

2012).

De récentes études suggerent que de petits ARNs pourraient servir de guide pour
diriger la méthylation de 'ADN au niveau de sites génomiques spécifiques. Cette méthylation
de I'ADN dirigée par 'ARN (RdDM, "RNA-directed DNA methylation") est observée chez
les plantes, la levure et la drosophile, et implique l'interaction des DRM1/2 (homologues des
Dnmt3a/3b) avec des ARNs non-codants (ARNnc) qui permettent de guider les enzymes au
niveau de zones spécifiques du génome pour induire l'inhibition transcriptionnelle de genes
(TGS, "transcriptional gene silencing") par méthylation (Denis et al., 2011; Holz-Schietinger
and Reich, 2012; Verdel et al., 2009). Les mécanismes de méthylation de I'ADN étant
généralement similaires chez les plantes et les mammiféres, I'hypothese de 1'existence d'une
méthylation de I'ADN dirigée par 'ARN chez ces derniers a été proposée. Ainsi, de récentes
¢tudes ont démontré qu’une classe de petits ARNnc, les ARNs interagissant avec Piwi
(ARNDi), permettrait de diriger la méthylation de ’ADN au niveau de régions spécifiques du
génome chez les mammiféres. Ces ARNpi sont essentiellement exprimés dans les cellules
germinales et sont caractérisés par leur interaction avec les protéines Piwi, une branche de la
famille des protéines Argonaute. Dans la méthylation de ’ADN dirigée par I’ARN, ils
interviendraient dans le recrutement des enzymes Dnmt3a et Dnmt3b pour induire la
méthylation de novo au niveau des transposons (Aravin et al., 2008; Denis et al., 2011;
Kuramochi-Miyagawa et al., 2008). D'autre part, des études in vitro ont permis d'observer la
formation de complexes RNP ("RNA protein complexes") entre les Dnmt3a et Dnmt3b et
I'ARN pouvant entrainer la modulation de l'activité catalytique des enzymes (Denis et al.,
2011; Holz-Schietinger and Reich, 2012; Jeffery and Nakielny, 2004). D'autres études
soutiennent I'hypothése d'une méthylation de I'ADN médiée par I'ARN. Ainsi, une interaction
entre de petits ARNnc et la Dnmt3a a été observée (Weinberg et al., 2006) et dans certains cas
un petit ARNnc permet de diriger spécifiquement la méthylation de promoteurs par la
Dnmt3b grace a la formation d'une structure triplex ARN:ADN:ADN séquence-spécifique
(Schmitz et al., 2010). Des études plus approfondies seront nécessaires pour élucider les
mécanismes précis de méthylation de I'ADN dirigée par I'ARN chez les mammiferes.
Toutefois, ces études in vitro, combinées aux observations sur I'ARNpi, suggérent que I'ARN
joue un réle important dans le recrutement des Dnmts au niveau de séquences spécifiques du

génome et donc dans I'établissement des profils de méthylation de ' ADN (Denis et al., 2011).




Ainsi, afin d'établir les profils de méthylation de I'ADN au cours du développement,
les Dnmt3s utilisent une multitude d'interactions (reconnaissance de séquences spécifiques de
I'"ADN, interactions avec les queues des histones modifiées, association avec des facteurs de
remodelage de la chromatine, association a I'ARN ...) qui agissent séparément ou en synergie

pour cibler des régions particulieres du génome (Smallwood and Kelsey, 2012).

2.5. La méthylation de maintenance

La méthylation de maintenance permet la duplication des profils de méthylation de
I'ADN lors de la réplication, assurant ainsi leur maintien pendant toute la durée de vie de
l'organisme. C'est la Dnmt de maintenance, Dnmtl, qui assure I'essenticl de cette
transmission. En effet, la Dnmtl, qui présente une affinité¢ préférentielle pour I'ADN hémi-
méthylé (Fatemi et al., 2001; Goyal et al., 2006; Hermann et al., 2004), est recrutée au niveau
de la fourche de réplication via son interaction avec PCNA (Chuang et al., 1997; Easwaran et
al., 2004), ou elle copie le patron de méthylation présent sur le brin d'ADN "parental" afin de
restaurer le profil de méthylation originel sur le brin d'ADN nouvellement synthétisé.
Cependant, l'interaction de la Dnmtl avec PCNA est transitoire (Egger et al., 2006;
Schermelleh et al., 2007) et n'est pas indispensable pour son recrutement au niveau de I'ADN.
En effet, la Dnmtl est une enzyme hautement processive, et aprés son ancrage a 'ADN, elle
peut méthyler de grandes étendues d'ADN sans dissociation, par diffusion linéaire (Goyal et
al., 2006; Hermann et al., 2004; Vilkaitis et al., 2005). Un autre partenaire important dans le
recrutement de la Dnmt 1 au niveau de I'ADN est la protéine UHRF1 ("Ubiquitin-like plant
Homeodomain and Ring Finger 1"). Cette protéine se lie a I'ADN hémi-méthylé (Arita et al.,
2008; Avvakumov et al., 2008; Bostick et al., 2007; Hashimoto et al., 2008; Sharif et al.,
2007) et colocalise avec PCNA et la Dnmt1 au niveau de la fourche de réplication (Bostick et
al., 2007; Sharif et al., 2007; Uemura et al., 2000). En interagissant directement avec la
Dnmtl, UHRF1 aiderait au recrutement de I'enzyme au niveau de la fourche de réplication. Le
complexe Dnmtl/PCNA/UHRF1 est principalement formé au cours de la phase S du cycle
cellulaire et permet la maintenance de la méthylation lors de la réplication de I’ADN
(Hervouet et al., 2012). Cependant, la duplication des profils de méthylation de ’ADN peut
également avoir lieu lors des phases GO/G1 et G2/M du cycle cellulaire grace a des facteurs

de transcriptions qui permettraient le recrutement de la Dnmt1 au niveau de sites spécifiques
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du génome (Hervouet et al., 2012; Hervouet et al., 2010b). D'autre part, la protéine UHRF1
permettrait de diriger la Dnmt1 au niveau des sites CpG oubliés pendant la réplication afin de

corriger ses erreurs et de compléter la méthylation du brin d'ADN nouvellement synthétisé

(Jones and Liang, 2009; Jurkowska et al., 2011).

Bien que la Dnmtl soit principalement responsable de la méthylation de maintenance,
ce processus requiert également la coopération des enzymes de novo Dnmt3a et Dnmt3b
(Arand et al., 2012; Chen et al., 2003; Dodge et al., 2005; Jeong et al., 2009; Kim et al., 2002;
Liang et al., 2002). Dans les cellules somatiques, la Dnmt3a et la Dnmt3b ne semblent pas
exister sous forme soluble dans le noyau mais sont ancrées de maniére stable aux
nucléosomes contenant une forte concentration d'ADN méthylé (Jeong et al., 2009). Ainsi, la
Dnmt3a et la Dnmt3b resteraient associées a des régions spécifiques du génome grace a des
interactions au niveau de nucléosomes portant des modifications distinctes. Apres le passage
de la fourche de réplication, ces deux enzymes permettraient de méthyler les sites oubliés par
la Dnmtl (Jones and Liang, 2009). D'autre part, il a ét¢ démontré que la protéine UHRF1 était
capable de diriger la Dnmt3a et la Dnmt3b au niveau des sites d'ADN hémi-méthylés
(Meilinger et al., 2009), cette interaction pouvant également contribuer a la méthylation de

maintenance par les Dnmt3s.

Ainsi, la transmission des profils de méthylation est assurée par la combinaison des
mécanismes d'action de la Dnmt de maintenance et des de novo Dnmt3a et Dnmt3b. La
Dnmt3a et la Dnmt3b semblent compartimentées au niveau des régions richement méthylées
telles que les ilots CpG et les séquences répétées, alors que la Dnmtl assure la majeure partie

de la méthylation de I'ADN localisée en dehors des ilots CpG (Jones and Liang, 2009).

2.6. La déméthylation de 'ADN

Historiquement, la méthylation de I'ADN est considérée comme une modification
relativement stable puisqu'elle est transmise de cellule en cellule durant toute la durée de vie
de l'organisme. Toutefois, la reprogrammation épigénétique, qui induit la perte et la
modification des profils de méthylation apres la fécondation et dans les cellules germinales
primordiales, révele l'existence de mécanismes de déméthylation de I'ADN et témoigne

clairement de la nature dynamique de la méthylation de I'ADN.
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Figure 10 : Les voies de deméthylation potentielles (Branco et al., 2011). La 5-méthylcytosine
(5mC) peut étre éliminée de maniere passive pendant la réplication, mais plusieurs voies de
déméthylation actives ont aussi été proposées, incluant parfois la 5-hydroxyméthylcytosine
(5hmC) comme intermédiaire. La désamination de la 5mC ou la Shmc via l'action de la
famille des désaminases de la cytidine AID/APOBEC produit des mésappariements reconnus
par les glycosylases de I'ADN qui forment des sites abasiques corrigés grdace au systeme de
réparation par excision de base (BER). Alternativement, la ShmC peut étre davantage oxydée
en 5-formylcytosine (5fC) et en 5-carboxylcytosine (5cac) par les enzymes TET. Bien qu'il soit
possible qu'une déformylation de la 5fC et une décarboxylation de la 5caC reconvertissent
directement ces intermédiaires en cytosine, aucune activité enzymatique de ce type n'a encore
été decouverte. En revanche, il a été démontré que la glycosylase de la thymine de I'ADN
(TDG) est capable de cliver la 5fC et la 5caC, impliquant a nouveau l'action de la voie BER
dans la déméthylation de I'ADN. 5hmU, 5-hydroxyméthyluracile;, DNMT, méthyltransférase
de l'ADN; MBD4, "methyl-CpG-binding domain protein 4"; SMUG, "single-strand-selective
monofunctional uracil-DNA glycosylase 1".




Les mécanismes de déméthylation de 'ADN ont été soumis a controverse (Ooi and
Bestor, 2008), toutefois, de récentes études suggerent qu'elle s'effectue selon deux processus:
passif ou actif. La déméthylation passive se produit par un déficit de la méthylation de
maintenance lors de la réplication, induisant la perte progressive des méthylations a chaque
division cellulaire. A l'inverse, la déméthylation active dépend de l'activité d'une ou plusieurs
enzymes et peut se produire indépendamment de la réplication de I'ADN (Bhutani et al., 2011;
Branco et al., 2011; You and Jones, 2012). Ainsi, plusieurs études ont permis de mettre en
évidence l'existence de trois familles d'enzymes qui agissent en synergie pour induire la
déméthylation active de I'ADN (Figure 10): la famille Tet ("ten-eleven-translocation"), qui
modifie les 5-méthylcytosines (SmC) d'abord par hydroxylation puis par des oxydations
successives; la famille AID/APOBEC, qui désamine les bases (SmC ou 5hmC); et des
glycosylases qui activent le systéme de réparation par excision de base (BER, "base excision

repair") (Bhutani et al., 2011; Branco et al., 2011).

Chez les plantes, les glycosylases de I'ADN peuvent éliminer la SmC, créant un site
abasique qui peut ensuite étre corrigé par le systtme BER. En revanche, chez les mammiferes,
les glycosylases de 'ADN connues, telles que la glycosylase de la thymine de I'ADN (TDG,
"thymine DNA glycosylase") et la protéine MBD4, n'exercent pas directement leur activité
catalytique sur la SmC. Ces enzymes montrent une forte activité envers les mésappariements
T:G crées a la suite de la désamination des SmC par la famille des désaminases de la cytidine
AID/APOBEC. Ainsi, chez les mammiferes, la déméthylation de la SmC aurait lieu en deux
¢tapes, une déamination intermédiaire précédant 1'action des glycosylases et la réparation des
mésappariements par le systtme BER (Bhutani et al., 2011; Branco et al., 2011; Cortellino et
al., 2011; Guo et al., 2011).

La 5-hydroxyméthylcytosine (ShmC), qui provient de l'oxydation du groupement
méthyle de la 5-méthylcytosine (SmC), a été récemment découverte dans le génome de
mammiferes (Kriaucionis and Heintz, 2009; Tahiliani et al., 2009). C'est la famille de
protéines Tet (Tetl a Tet3) qui est responsable de la conversion catalytique de la SmC en
5hmC, des oxydations itératives conduisant a la formation d'autres dérivés de 1'oxydation, tels
que la 5-formylcytosine (5fC) et la 5-carboxylcytosine (5caC) (Bhutani et al., 2011; Branco et
al., 2011; Dawson and Kouzarides, 2012; He et al., 2011; Ito et al., 2011; Pfaffeneder et al.,
2011). La 5fC et la 5caC peuvent toutes deux étre réparées par TDG, impliquant a nouveau
l'induction du systéme BER dans cette voie de déméthylation de I'ADN (Bhutani et al., 2011;
Branco et al., 2011; He et al., 2011; Maiti and Drohat, 2011). D'autre part, on suppose

29




l'existence d'enzymes déformylase et décarboxylase qui pourraient directement convertir la
5fC et la 5caC en cytosine, indépendamment du systéme BER (Ito et al., 2011). Le complexe
enzymatique des désaminases AID/APOBEC peut également agir sur la ShmC, générant des
mésappariements U:G pouvant étre réparés par l'action consécutive des glycosylases SMUG1
("single-strand-selective monofunctional uracil-DNA glycosylase 1") et TDG et du systeme

BER (Branco et al., 2011; Cortellino et al., 2011; Guo et al., 2011; He et al., 2011).

Récemment, il a ét¢ démontré que la ShmC pouvait étre perdue de manicre passive
lors des divisions cellulaires (Inoue and Zhang, 2011). En effet, la conversion de la SmC en
ShmC pourrait favoriser la déméthylation passive en empéchant I'action de la Dnmtl sur les
sites CpG hydroxyméthylés. Cependant, bien que la Dnmt1 ne soit pas active in vitro sur les
sites CpG hémi-hydroxyméthylés, sa protéine partenaire UHRF1 se lie avec la méme affinité
a la 5SmC et la ShmC (Frauer et al., 2011) ce qui pourrait favoriser 'activité de la Dnmtl au
niveau des sites CpG hydroxyméthylés (Branco et al., 2011). Des études plus approfondies
seront nécessaires pour clarifier la fonction de UHRF1 dans ces mécanismes de

déméthylation.

Ainsi, bien que leur role reste encore a éclaircir, les dérivés d'oxydation de la SmC
sont des intermédiaires essentiels au processus de déméthylation actif et passif de I'ADN.
D'autre part, la ShmC pourrait étre une modification épigénétique a part entiere. En effet, elle
possede une distribution distincte de la SmC dans le génome au niveau de certains
promoteurs, et module I'expression des génes en altérant le recrutement de régulateurs de la
chromatine tels que les protéines MBPs ou encore des complexes répresseurs Polycomb

(Branco et al., 2011 ; Wu et al., 2011; Wu and Zhang, 2011).

2.7. Roles physiologiques de la méthylation de I’ADN

La méthylation de I'ADN est un mécanisme épigénétique clé qui intervient dans de
nombreux processus physiologiques essentiels tels que le développement et la différenciation
cellulaire, I'empreinte génomique parentale, I'inactivation du chromosome X, et I'adaptation a

I'environnement.

Au cours du développement, le zygote et les cellules germinales primordiales

subissent une reprogrammation épigénétique afin d'acquérir de nouveaux profils de
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méthylation spécifiques responsables de la différenciation cellulaire. Ainsi, lorsque les
cellules évoluent du stade de totipotence en passant par des étapes de pluripotence pour
aboutir a un état bien différencié, on observe un changement progressif des profils de
méthylation permettant de réduire au silence les genes des progéniteurs au profit de
I'expression des genes tissus-spécifiques. Des ¢tudes génomiques de ces profils de
méthylation ont ainsi révélé qu'une faible proportion d'ilots CpG peuvent adopter un état de
méthylation tissu-spécifique (Eckhardt et al., 2006; Futscher et al., 2002; Illingworth et al.,
2008; Imamura et al., 2001; Irizarry et al., 2009; Lister et al., 2009; Maegawa et al., 2010;
Meissner et al., 2008; Schilling and Rehli, 2007; Shen et al., 2007; Shiota et al., 2002; Song et
al., 2005; Straussman et al., 2009; Zhang et al., 2009) (Illingworth and Bird, 2009; Jurkowska
et al., 2011). En effet, ce sont surtout les séquences peu denses en CpG tels que les "CpG
island shores", contenant des régions de méthylation différentielle (DMR), qui sont
impliquées dans la différenciation cellulaire (Fernandez et al., 2012a; Hodges et al., 2011;
Irizarry et al., 2009; Wu et al., 2010a). La méthylation de I'ADN représente un mécanisme
important de régulation tissu-spécifique car elle constitue une marque épigénétique stable,
hautement transmissible, associée a la répression transcriptionnelle, et qui contribue a

I'établissement de lignées différenciées stables.

Malgré la reprogrammation épigénétique observée lors des premiers stades du
développement embryonnaire, certaines régions du génome impliquées dans I'établissement
de l'empreinte génomique parentale échappent a la vague de déméthylation (Koukoura et al.,
2012; Mayer et al., 2000; Smallwood and Kelsey, 2012; Tremblay et al., 1995). Dans les
cellules diploides de mammiféres, la plupart des geénes autosomiques sont exprimés
¢quitablement a partir des all¢les paternel et maternel, entrainant une expression biallélique de
ces genes. Cependant, une faible proportion de génes est soumise a l'empreinte génomique
parentale, un processus par lequel un allele parental est réduit au silence dans le zygote,
conduisant a une expression monoallélique (Ishida and Moore, 2012). Lors de 1'établissement
de ces empreintes, la lignée germinale male ou femelle confére des marques spécifiques du
genre au niveau de certaines régions du chromosome (Koukoura et al., 2012; Reik and Walter,
2001). Seul 1'un des deux alleles des genes soumis a empreinte, 1'allele maternel ou paternel,
peut étre actif et exprimé. Actuellement, on compte approximativement 60 génes soumis a
empreinte chez I'homme (Glaser et al., 2006). Typiquement, les génes soumis a empreinte
sont organisés en poles et contrdlés par des régions de contrdle d'empreinte ICR ("imprinting

control region") qui agissent en cis pour réguler l'expression des genes (Fang et al., 2012;
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Ferguson-Smith, 2011). Ces domaines ICR contiennent des régions de méthylation
différentielle (DMR) dont les profils de méthylation spécifiquement établis pendant la
gamétogenese (DMR germinale) ou apres la fécondation (DMR somatique) sont essentiels au
maintien de l'expression monoallélique des genes soumis a empreinte (Davis et al., 2000;
Edwards and Ferguson-Smith, 2007; El-Maarri et al., 2001; Fang et al., 2012; Ferguson-
Smith, 2011; Ishida and Moore, 2012; Koukoura et al., 2012; Lewis and Reik, 2006; Wood
and Oakey, 2000).

La méthylation de 1'ADN intervient dans des étapes précises du développement
comme l'inactivation du chromosome X. Ce processus, qui se produit chez les mammiferes
femelles (XX), permet l'inactivation transcriptionnelle d'un des deux chromosomes X afin
d'égaler le niveau d'expression des génes de I'unique chromosome X présent chez les males
(XY). Ce phénoméne constitue un événement épigénétique remarquable dans lequel deux
chromosomes parfaitement identiques en termes de séquence d'ADN se distinguent
uniquement par leurs modifications épigénétiques. Ainsi, des marques épigénétiques telles
que des modifications des histones, des variants d'histones, la méthylation de 'ADN, sont
toutes enrichies sur l'un des deux chromosomes X, le chromosome X inactivé (Xi), afin de
réduire ses genes au silence (Basu and Zhang, 2011). L'inactivation du chromosome Xi est
principalement régulée via le géne Xist ("X-inactive specific transcript"), qui transcrit un long
ARNnc exprimé a partir du chromosome Xi pendant le développement embryonnaire précoce
puis de fagon aléatoire dans les cellules somatiques femelles. L'ARN Xist s'associe en cis sur
le chromosome Xi en le recouvrant et permet le recrutement d'autres facteurs de répression

génique afin d'établir une répression spécifique du chromosome X (Pontier and Gribnau,

2011).

De nombreuses études tendent a montrer que les facteurs environnementaux peuvent
moduler 1'établissement et la maintenance des modifications épigénétiques sans mutation
génétique sous-jacente. Ainsi, les polluants chimiques, le régime alimentaire, les changements
de température, et d'autres stress externes peuvent avoir un effet durable sur le
développement, le métabolisme et la santé, parfois méme sur plusieurs générations (Feil and
Fraga, 2012). L'impact des facteurs extrinséques sur I'épigénome des mammiféres semble
dépendre du stade de développement et parait particulierement important lors de la gestation,
l'environnement ayant un effet sur le placenta et I'embryon. Ainsi, le régime alimentaire de la
mere ou son exposition a des composés toxiques durant le développement embryonnaire est

associ¢ a des changements épigénétiques au niveau de régions spécifiques du génome avec
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I'apparition de profils de méthylation particuliers (Daxinger and Whitelaw, 2012; Feil and
Fraga, 2012; Gluckman et al., 2009; Heijmans et al., 2008; Rosenfeld, 2010; Tobi et al., 2009;
Waterland et al., 2010). Ces modifications épigénétiques sont parfois transmissibles et
peuvent avoir un impact sur la santé de la descendance (Daxinger and Whitelaw, 2012; Feil
and Fraga, 2012; Heijmans et al., 2008; Kaati et al., 2002; Lumey et al., 2009; Pembrey et al.,
2006). Des facteurs environnementaux peuvent également affecter 1'épigénome de maniére
post-natal. Ainsi, des études épidémiologiques ont révélé des changements dans les profils de
méthylation d'individus ayant été exposés a la pollution de l'air ou au benzene, a la fumée de
tabac, a une exposition chronique au soleil, ou a une forte consommation d'alcool (Baccarelli
et al., 2009; Bollati et al., 2007; Christensen et al., 2009; Feil and Fraga, 2012; Gronniger et
al., 2010; Langevin et al., 2011). Dans certains cas, les marques épigénétiques acquises
pendant le développement d'un individu peuvent étre transmises sur plusieurs générations. On
observe ainsi une centaine de génes qui ne sont pas soumis a empreinte dont la méthylation au
niveau de leur promoteur est constante et échappe a la reprogrammation épigénétique (Borgel
et al., 2010). D'autre part, certaines classes de rétrotransposons, en particulier les éléments
IAPs ("intracisternal A-type particles") sont également résistantes a la reprogrammation
épigénétique (Hajkova et al., 2008; Hajkova et al., 2002; Lane et al., 2003; Popp et al., 2010).
L'existence de certaines régions du génome, ¢chappant a la déméthylation lors du
développement, suggere l'implication de la méthylation de 'ADN dans la transmission de
l'information épigénétique a la descendance via les gamétes (Daxinger and Whitelaw, 2012;

Feil and Fraga, 2012).

2.8. Dérégulation de la méthylation de ’ADN

De nombreuses études ont révélé un lien entre des altérations du systeme de
méthylation de 'ADN et des maladies neurologiques. Ainsi, des mutations dans le géne
codant pour la protéine MeCP2 sont responsables d'un désordre postnatal neuro-
développemental li¢é au chromosome X, le syndrome de Rett. Cette maladie touche
essentiellement les filles et se caractérise, entre autres, par un retard mental séveére et des
anomalies motrices. D'autre retards mentaux, incluant le syndrome ATRX ("alpha
thalassaemia/mental retardation X-linked") et le syndrome de I'X fragile, sont associés a une

hyper- ou une hypo-méthylation du promoteur de génes spécifiques entrainant leur inhibition
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ou leur surexpression. Des profils de méthylation aberrants sont également associés a la
maladie d'Alzheimer, de Parkinson, l'ataxie de Friedreich, 'amyotrophie spinale, et d'autres
désordres neurologiques tels que la sclérose en plaques (Portela and Esteller, 2010; Urdinguio
et al., 2009). Outre l'altération des profils de méthylation au niveau de promoteurs de genes,
des maladies neurologiques peuvent également étre associées a une perte d'empreinte
génomique parentale (Ishida and Moore, 2012; Sasai and Defossez, 2009). Les syndromes de
Prader-Willi et d'Angelman en sont un bon exemple, le syndrome de Prader-Willi étant
associ¢ a la perte de l'expression des genes paternels, et le syndrome d'Angelman, a la perte
d'expression des genes maternels d'une méme région soumise a empreinte (Portela and

Esteller, 2010).

Des altérations dans la méthylation de I'ADN ont également été observées dans des
maladies auto-immunes, la mieux connue étant le syndrome ICF ("immunodeficiency,
centromeric instability and facial anomalies") généré par des mutations du géne codant pour
la Dnmt3b (Jones, 2012; Portela and Esteller, 2010; Sasai and Defossez, 2009). Les patients
atteints d'ICF présentent une hypométhylation des séquences répétitives péricentromériques
qui entraine une instabilité de 'hétérochromatine centromérique. Cette maladie génétique est
¢galement caractérisée par une immunodéficience et des déformations faciales. D'autres
maladies auto-immunes comme le lupus érythémateux disséminé et la polyarthrite rhumatoide

sont associées a une hypométhylation globale du génome (Portela and Esteller, 2010).

L'établissement de profils aberrants de méthylation de 'ADN ainsi que des mutations
touchant les protéines de reconnaissance de I'ADN méthylé sont donc impliqués dans diverses
maladies. Dans le cancer, outre les mutations génétiques classiques caractéristiques, les
cellules cancéreuses présentent de profondes variations épigénétiques qui seront détaillées

plus loin (voir p. 50).

3. Les modifications post-traductionnelles des histones

Grace a leur domaine C-terminal globulaire, les protéines histones forment le cceur des
nucléosomes, 1'unit¢ de base de la chromatine. Leur extrémité N-terminale émergeant de la
surface des nucléosomes est la cible privilégiée de nombreuses modifications covalentes post-

traductionnelles telles que 1'acétylation, la méthylation, la phosphorylation, 1'ubiquitinylation
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ou encore la sumoylation (Figure 11) (Bannister and Kouzarides, 2011; Kouzarides, 2007,
Portela and Esteller, 2010; Rando and Chang, 2009; Sharma et al., 2010; Tollervey and
Lunyak, 2012). Ces modifications constituent un processus clé dans la régulation épigénétique
puisqu'elles vont permettre de moduler l'expression des genes en influencant directement
l'accessibilité de la chromatine ou en créant des sites de liaison spécifiques pour d'autres
protéines ou des complexes enzymatiques (Bannister and Kouzarides, 2011; Sharma et al.,
2010). Ainsi, selon le résidu concerné et le type de modification présente, les modifications
des histones peuvent conduire a l'activation ou la répression de genes. En général,
l'acétylation des lysines entraine l'activation de la transcription alors que leur méthylation
induit l'activation ou la répression des genes selon le résidu modifié et le degré de méthylation
(mono-, di- ou tri-méthylé) (Kouzarides, 2007; Sharma et al., 2010). Les modifications des
histones ont lieu au niveau de régions spécifiques du génome, générant ainsi des plages
dépourvues ou enrichies de modifications caractéristiques. Ainsi, l'euchromatine est
caractérisée par un niveau ¢élevé d'acétylation et de tri-méthylation sur H3K4, H3K36 et
H3K79 alors que I'hétérochromatine est hypoacétylée mais hyperméthylée sur les sites H3K9,
H3K27 et H4K20 (Li et al., 2007; Portela and Esteller, 2010).
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Figure 11 : Modifications post-traductionnelles des histones (Portela and Esteller, 2010).
Toutes les histones sont sujettes a des modifications post-traductionnelles qui ont
principalement lieu au niveau de leurs queues N-terminales. Les principales modifications
sont représentées sur cette figure: acétylation (bleu), méthylation (rouge), phosphorylation
(jaune) et ubiquitinylation (vert). Le nombre en gris situé en-dessous de chaque acide aminé
représente leurs positions dans la séquence.
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Les modifications des histones jouent donc un rdle important dans la régulation de la
transcription. D'autre part, puisqu'elles affectent 1'é¢tat de la chromatine, elles peuvent
¢galement influencer d'autres processus tels que la réparation de I'ADN (Huertas et al., 2009),
la réplication, la recombinaison et I'épissage alternatif (Bannister and Kouzarides, 2011; Luco

et al., 2010; Portela and Esteller, 2010; Sharma et al., 2010).

3.1. L'acétylation des histones

L'acétylation des histones est un processus dynamique qui se produit sur les résidus
lysines. Elle est gouvernée par deux familles d'enzymes antagonistes, les histones
acétyltransférases (HATS) et les histones déacétylases (HDACs) (Bannister and Kouzarides,
2011; Lee and Workman, 2007).

Les HATSs catalysent le transfert d'un groupement acétyl du cofacteur acétyl-CoA vers
le groupement e-aminé de la chaine latérale de résidus lysines spécifiques. Il en résulte une
neutralisation de la charge positive des résidus lysines qui affaiblit I'interaction électrostatique
entre 'ADN et les histones cibles, la chromatine adoptant alors une structure relaxée plus
permissive a la transcription (Bannister and Kouzarides, 2011; Yang and Seto, 2007). Ainsi,
parmi les divers sites spécifiques, l'acétylation de la lysine 16 de I'histone H4 (H4K16)
apparait comme un événement essentiel dans la régulation de 1'é¢tat de compaction de la
chromatine et dans 1'établissement et la propagation de 1'hétérochromatine (Arrowsmith et al.,
2012; Shahbazian and Grunstein, 2007; Woodcock and Ghosh, 2010). Outre son action
directe sur l'accessibilit¢ de la chromatine, l'acétylation des histones favorise également la
transcription en permettant la création de sites de liaison pour des protéines impliquées dans
l'activation des génes. En particulier, la famille des protéines a bromodomaine s'associe aux
HATSs pour former des complexes de remodelage de la chromatine au niveau des lysines
acétylées (Arrowsmith et al., 2012; Bannister and Kouzarides, 2011; Yang and Seto, 2007).
La nature des protéines composant ces gros complexes multiprotéiques influence le

recrutement de I'enzyme HAT, son activité et sa spécificité (Bannister and Kouzarides, 2011).

A l'inverse des HATs, les HDACs annulent l'acétylation des résidus lysines en
restaurant leur charge positive et en stabilisant l'architecture de la chromatine. Ainsi, les

HDACs sont principalement associées a des complexes répresseurs. Contrairement aux




HATS, ces enzymes sont peu spécifiques et peuvent déacétyler de multiples sites au sein des

histones (Arrowsmith et al., 2012; Bannister and Kouzarides, 2011).

3.2. La méthylation des histones

La méthylation des histones se produit sur les résidus lysines qui peuvent étre mono-,
di- ou tri-méthylés, ou sur les résidus arginines qui peuvent €tre mono- ou di-méthylés
(symétriquement ou asymétriquement) (Bannister and Kouzarides, 2011; Bedford and Clarke,
2009; Ng et al., 2009). Comme l'acétylation, la méthylation des histones est un processus
dynamique qui requiert deux types d'enzymes antagonistes. Les histones méthyltransférases
(HMTs), grace a leur domaine SET, catalysent le transfert d'un groupement méthyl du
cofacteur SAM vers le groupement €-aminé de la chaine latérale de résidus lysines (PKMTs,
"protein lysine methyltransferase") ou le groupement w-guanidine de résidus arginines
(PRMTs, "protein arginine methyltransferase"). A l'inverse, les groupements méthyls sont
¢liminés par deux familles d'enzymes, la famille Jumonji des déméthylases dépendantes du 2-
oxoglutarate (Tsukada et al., 2006) et les déméthylases des lysines dépendantes des flavines

(LSD, "lysine-specific histone demethylase") (Arrowsmith et al., 2012; Shi et al., 2004).

La méthylation des histones a lieu sur des résidus caractéristiques selon la spécificité
de I'enzyme HMT qui est sensible au degré de méthylation préalable du résidu cible et le
modifie d'un degré qui lui est propre (mono-, di- ou tri-méthylation) (Bannister and
Kouzarides, 2011). Contrairement a 1'acétylation, la méthylation des histones n'altére pas la
charge de la protéine histone et n'a donc pas d'effet direct sur la structure de la chromatine
(Arrowsmith et al., 2012; Bannister and Kouzarides, 2011). Ainsi, en constituant des sites de
fixation pour des protéines et des complexes spécifiques, la méthylation des histones entraine
selon le cas l'activation ou la répression des genes. Par exemple, la tri-méthylation de la lysine
4 sur l'histone H3 (H3K4me3) est associée aux promoteurs transcriptionnellement actifs
(Liang et al., 2004) alors que la triméthylation d'H3K9 (H3K9me3) et H3K27 (H3K27me3)
est présente au niveau du promoteur de genes réprimés (Arrowsmith et al., 2012; Bannister

and Kouzarides, 2011; Kouzarides, 2007; Sharma et al., 2010).




3.3. Autres modifications post-traductionnelles des histones

Outre l'acétylation et la méthylation, les histones sont sujettes a de multiples autres
modifications telles que la phosphorylation, l'ubiquitinylation, la sumoylation, 1'ADP-
ribosylation ou la biotinylation, et de nouveaux types de modifications post-traductionnelles
sont découverts régulierement. Seules certaines de ces modifications seront décrites dans ce

manuscrit.

La phosphorylation des histones est un processus dynamique gouverné par les kinases
et les phosphatases qui a principalement lieu sur les résidus sérines, thréonines et tyrosines
(Oki et al., 2007). De maniere identique a l'acétylation, la phosphorylation influence
directement I'architecture de la chromatine en modifiant la charge des histones (Bannister and
Kouzarides, 2011). D'autre part, elle semble influencer les autres modifications post-

traductionnelles en stimulant ou en inhibant 1'activité des enzymes des histones.

L'ubiquitinylation est une modification covalente considérable puisqu'elle permet
l'ajout d'un ou plusieurs polypeptides de 76 acides aminés aux lysines via l'action consécutive
de l'enzyme d'activation E1, de conjugaison E2 et de ligation E3. Malgré la taille importante
de l'ubiquitinylation, ce processus est réversible grace a l'action des isopeptidases. Alors que
la poly-ubiquitinylation destine les protéines a la dégradation par le protéasome, la mono-
ubiquitinylation des histones est stable et participe a des fonctions régulatrices. Considérant la
taille de la modification, I'ubiquitinylation induit une restructuration des nucléosomes et de la
chromatine qui perturbe les interactions de ses partenaires. Elle peut ainsi influencer
l'expression des genes (Wang et al., 2004) ou jouer un rdle dans I'initiation de la transcription

et 1'¢longation (Bannister and Kouzarides, 2011; Kim et al., 2009a; Lee et al., 2007).

La sumoylation est une modification apparentée a l'ubiquitinylation qui implique la
liaison covalente de petites molécules SUMO ("small ubiquitin-like modifier") via l'action des
enzymes E1, E2 et E3. Bien que ses mécanismes d'action restent a ¢lucider, la sumoylation

semble associée a la répression transcriptionnelle (Shiio and Eisenman, 2003).

La mono- et la poly-ADP-ribosylation constituent des modifications dynamiques des
résidus glutamate et arginine gouvernées par Il'action combinée de la mono-ADP-

ribosyltransférase, des poly-ADP-ribose polymérases (PARP) et des poly-ADP-ribose-




glycohydrolases. Ces modifications sont corrélées a un état relaxé de la chromatine et

semblent jouer un role dans la réponse aux dommages de 'ADN (Hassa et al., 2000).

3.4. Le code histone

Les histones subissent des modifications post-traductionnelles sur divers sites
simultanément. Collectivement, ces modifications constituent un "code histone" permettant de
définir la structure et la fonction d'une région de la chromatine (Ernst and Kellis, 2010; Strahl
and Allis, 2000). En effet, au sein du cceur d'histones formant le nucléosome, chaque
modification peut induire ou inhiber d'autres modifications post-traductionnelles (Figure 12).
Cette communication entre les modifications des histones peut avoir lieu en cis, c'est-a-dire
sur la méme histone (Duan et al., 2008; Wang et al., 2008), ou en trans, lorsqu'elle entraine
une modification sur un résidu d'une autre protéine histone (Nakanishi et al., 2009; Portela
and Esteller, 2010). D'autre part, cette collaboration peut fonctionner sur un méme
nucléosome ou s'établir entre deux nucléosomes différents (Lee et al.,, 2010). La
communication entre les diverses modifications des histones peut se produire via de multiples
mécanismes (Figure 12): des modifications ciblant le méme résidu peuvent entrainer un
antagonisme compétitif (par exemple l'acétylation et la méthylation sont des modifications
mutuellement exclusives); une modification peut étre sous la dépendance de la modification
préalable d'un résidu spécifique (par exemple l'ubiquitinylation d'H2B entraine la méthylation
d'H3K4) (Kim et al., 2009a); la liaison d'une protéine sur un résidu modifié particulier peut
étre perturbée par une modification adjacente (par exemple la liaison d'HP1 a H3K9 méthylé
est inhibée par la phosphorylation d'H3S10) (Fischle et al., 2005); l'activité¢ d'une enzyme peut
étre affectée par la modification préalable de son substrat (par exemple, chez les levures,
l'isomérisation d'H3P38 empéche la méthylation d'H3K36 par scSET2) (Kiefer et al., 2008);
plusieurs modifications peuvent coopérer afin de recruter des facteurs spécifiques qui les
reconnaissent simultanément (par exemple PHF8 se lie préférentiellement a H3K4me3
lorsque H3K9 et H3K14 sont acétylés) (Bannister and Kouzarides, 2011; Vermeulen et al.,
2010).
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Figure 12 : Inter-relations entre les modifications des histones (Bannister and Kouzarides,
2011). Les modifications des histones peuvent affecter positivement ou négativement d'autres
modifications. Un effet positif est indiqué par une téte de fleche et un effet négatif par une téte
plate.

Ainsi, les modifications post-traductionnelles individuelles ou combinées des histones
constituent des patrons d'information interprétés par de larges complexes multiprotéiques qui
contribuent au remodelage de la chromatine et a I'établissement de la transcription
(Arrowsmith et al., 2012; Sharma et al., 2010). L'influence des patrons de modifications
d'histones sur 1'état de la chromatine suggere des roles biologiques distincts (Ernst and Kellis,
2010). En effet, des profils de modifications des histones sont spécifiquement présents dans
certains types de cellules et joueraient un role dans le maintien de l'identité cellulaire
(Mikkelsen et al., 2007). Ainsi, les cellules embryonnaires sont caractérisées par la présence
simultanée de marques de répression H3K27me3 et d'activation H3K4me3 qui constituent
des domaines bivalents (Sharma et al., 2010; Tollervey and Lunyak, 2012). Ces domaines
particuliers de la chromatine sont perdus lors de la différenciation cellulaire et auraient une
importance dans la régulation des geénes liés au développement (Bernstein et al., 2006;

Mikkelsen et al., 2007).
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3.5. Connexion entre la méthylation de I’ADN et les modifications

des histones

Tous les protagonistes de la régulation épigénétique semblent interagir mutuellement.
Ainsi, en plus d'accomplir leur roles individuels, les acteurs des modifications des histones et
de la méthylation de I'ADN communiquent a divers niveaux afin de réguler 1'expression des
génes, l'organisation de la chromatine et l'identité cellulaire (Cedar and Bergman, 2009;

Portela and Esteller, 2010; Sharma et al., 2010).

Comme nous l'avons vu précédemment, les modifications des histones seraient
capables de diriger la méthylation de I'ADN au niveau de régions spécifiques du génome
(Figure 13A). Ainsi, le statut de méthylation d'H3K4 jouerait un rdle important dans
|'établissement de la méthylation de I'ADN puisque l'interaction spécifique des Dnmt3s au
niveau de la queue de I'histone H3 est inhibée par la méthylation d'H3K4 (Hodges et al., 2009;
Meissner et al., 2008; Ooi et al., 2007; Otani et al., 2009; Wu et al., 2010b; Zhang et al.,
2010). D'autre part, en recrutant les Dnmts, plusieurs histones méthyltransférases (HMTs)
telles que G9a, Suv39hl et PRMTS permettent de diriger la méthylation de I'ADN au niveau
de régions spécifiques du génome, favorisant ainsi la répression des génes (Dong et al., 2008;
Epsztejn-Litman et al., 2008; Lehnertz et al., 2003; Tachibana et al., 2008; Zhao et al., 2009).
Les histones méthyltransférases et déméthylases jouent davantage un rdle dans le controle de
la méthylation de 'ADN en régulant la stabilit¢ des Dnmts (Esteve et al., 2009; Wang et al.,
2009).

A l'inverse, la méthylation de I'ADN peut influencer les modifications des histones
(Figure 13B). Ainsi, les protéines de reconnaissance de I'ADN méthylé (MBPs) tel que
MeCP2 recrute des histones déacétylases (HDACs) au niveau de I'ADN méthyl¢, favorisant la
répression transcriptionnelle et la condensation de la chromatine (Jones et al., 1998; Nan et
al., 1998). En plus de sa liaison a des HDACs, MeCP2 est impliqué dans la méthylation
d'H3K9, stabilisant davantage la répression de la chromatine (Fuks et al., 2003b). La
méthylation de I'ADN peut également empécher I'action des enzymes de modification des
histones. Ainsi, le recrutement de KDM2A, 1'histone déméthylase spécifique d'H3K36, au
niveau d'H3K9me3 est bloqué lorsque 'ADN est méthyl¢ (Bartke et al., 2010).
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Figure 13 : Connexion entre la méthylation de I'ADN et les modifications des histones (Sasai
and Defossez, 2009). (A) Modele de méthylation de I'ADN dirigée par les modifications des
histones. Des complexes protéiques incluant des protéines reconnaissant les histones
recrutent les méthyltransférases de I'ADN (Dnmts) pour méthyler I'ADN, induisant la liaison
de complexes MBPs. (B) Modeéle de modifications des histones dirigées par la méthylation de
I'ADN. Les protéines se liant a I'ADN méthylé (MBPs) reconnaissent les CpG méthylés et
recrutent des complexes corépresseurs comprenant des histones déacétylases (HDACs) ou
des histones méthyltransférases (HMTs) pour former l'hétérochromatine, caractérisée par
une hypoacétylation des histones et la méthylation d'H3K9. Ces deux mécanismes sont
étroitement liés et contribuent a l'établissement et au maintien d'une structure chromatinienne
transcriptionnellement inactive.

Plusieurs études suggerent 1'implication de la protéine UHRF1 dans les mécanismes de
connexion entre la méthylation de I'ADN et les modifications des histones (Bronner et al.,
2010; Hashimoto et al., 2009; Hashimoto et al., 2010). En effet, grace a son domaine SRA, la
protéine UHRF1 est capable de se lier a 'ADN méthylé (Arita et al., 2008; Avvakumov et al.,
2008; Bostick et al., 2007; Hashimoto et al., 2008; Sharif et al., 2007). De plus, ses domaines
PHD et TTD se lient spécifiquement a la queue N-terminale de I'histone H3 (Citterio et al.,
2004) et seraient capables de reconnaitre les modifications de I'histone au niveau d'H3K4
(Nady et al., 2011), d'H3K9 (Arita et al., 2012; Karagianni et al., 2008; Nady et al., 2011;
Rottach et al., 2010; Walker et al., 2008; Xie et al., 2012) et d'H3R2 (Arita et al., 2012; Hu et
al., 2011; Lallous et al., 2011; Rajakumara et al., 2011; Xie et al., 2012). Via son domaine
RING qui possede une activité E3 ligase, UHRF1 serait impliquée dans l'ubiquitinylation des
histones (Citterio et al., 2004; Jenkins et al., 2005; Karagianni et al., 2008). D'autre part,
UHRF1 est connue pour s'associer avec une grande variété de facteurs épigénétiques tels que
la Dnmt1 (Bostick et al., 2007; Sharif et al., 2007), 'histone méthyltransférase G9a (Kim et
al., 2009b), et l'histone acétyltransférase Tip60 (Achour et al., 2009). Ainsi, grace a ses
différents domaines fonctionnels impliqués dans la lecture du code histone et la méthylation
de I'ADN, UHRFI pourrait constituer une plateforme de régulation des mécanismes

épigénétiques.
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L'ensemble de ces observations, témoigne de l'interconnexion existant entre les
différents mécanismes de régulation épigénétique. D'autre part, elles révelent l'existence de
protéines qui peuvent simultanément contrdler le statut de méthylation des histones et de
I'ADN afin de distinguer les différents états de la chromatine et permettre la régulation de son

organisation en conséquence.

3.6. Dérégulation des modifications des histones

L'altération du systéme de modification des histones est liée a l'apparition de diverses
maladies neurologiques. Ainsi, le syndrome de Rubinstein-Taybi est une maladie
autosomique dominante caractérisée par un dysfonctionnement des HATs. Elle est causée
selon le cas par une mutation des génes CREBBP ("cAMP-response element binding
protein") ou EP300 qui entraine un retard mental associé a un aspect caractéristique de la face
(Portela and Esteller, 2010; Urdinguio et al., 2009). Le syndrome de Coffin-Lowry est une
maladie neuro-développementale liée au chromosome X associée a une mutation du geéne
RSK2, une sérine/thréonine kinase (Portela and Esteller, 2010). RSK2 permet l'activation de
la transcription en remodelant la chromatine par phosphorylation directe d'H3S10 ou via son
interaction avec 'HAT CREBBP. Cette maladie est caractérisée par un retard mental qui
touche surtout les gargons, un retard de croissance, une hypotonie générale, et des
déformations osseuses (Urdinguio et al., 2009). D'autre part, une hypoacétylation des histones
est fréquemment associée a diverses maladies neurologiques telles que la sclérose latérale
amyotrophique (SLA), la maladie de Parkinson, la maladie d'Huntington et l'ataxie de
Friedreich (Urdinguio et al., 2009). D’autres altérations des profils de modifications des
histones sont typiquement associées a la maladie d'Alzheimer et a 1'épilepsie (Portela and

Esteller, 2010).

Un réle des profils de modification des histones a également été observé dans des
maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoide et le diabete de type 1 dont les
malades présentent des profils de modifications particuliers au niveau de geénes impliqués

dans I'auto-immunité et I'inflammation (Portela and Esteller, 2010).
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De méme que pour la méthylation de I'ADN, la dérégulation des modifications
d'histones est fréquemment corrélée a l'apparition de cancers. Ces dérégulations spécifiques

seront discutées plus loin (voir p. 50).

4. Les variants d'histones

En plus des quatre histones canoniques (H2A, H2B, H3 et H4), il existe plusieurs
variants d'histones qui peuvent remplacer les histones conventionnelles au sein des
nucléosomes. Ces variants d'histones différent au niveau de leur queues (MacroH2A), dans la
structure de leur domaine histone-fold (H2ABdb) ou simplement de quelques résidus (H3.3)
(Li et al., 2007). Contrairement aux histones canoniques, ces variants sont exprimés en dehors
de la phase S du cycle cellulaire et sont incorporés a la chromatine indépendamment de la
réplication (Li et al., 2007). L'incorporation des variants d'histones au sein de la chromatine
induit une restructuration des nucléosomes qui modifie leur positionnement et influence
I'expression des genes (Portela and Esteller, 2010; Santenard and Torres-Padilla, 2009 ;
Sharma et al., 2010). En modifiant la structure de la chromatine, les variants d'histones jouent
donc un rdle important dans 1'établissement des propriétés locales de la chromatine dans
laquelle ils sont enfouis (Santenard and Torres-Padilla, 2009). Cependant, les variants
d'histones semblent conserver la plupart des sites de modifications post-traductionnelles des
histones canoniques, permettant la reconnaissance des nucléosomes par les protéines de

régulation de la chromatine (Li et al., 2007; McKittrick et al., 2004).

Les variants d'histones jouent des réles majeurs dans divers mécanismes biologiques.
Ainsi, le variant de I'histone H3, CenH3 est spécifique des centromeéres et essentiel pour
l'assemblage du kinétochore (Talbert and Henikoff, 2010). En plus de CenH3, la plupart des
eucaryotes possedent un autre variant de 1'histone H3, le variant H3.3, qui diffeére de 1'histone
canonique de seulement quatre acides aminés. Il est retrouvé au niveau des geénes activement
transcrits, au niveau des promoteurs, et associé¢ a une activation de la transcription (Kamakaka
and Biggins, 2005; Talbert and Henikoff, 2010). L'activation de la transcription peut
déclencher son incorporation ou son éviction de la chromatine (Li et al., 2007; Talbert and
Henikoff, 2010). Ce remplacement de 1'histone canonique H3 par le variant H3.3 constituerait

une marque de genes actifs et favoriserait l'initiation de la transcription ultérieure ainsi que
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|'établissement de nouvelles modifications post-traductionnelles de l'histone (Kamakaka and

Biggins, 2005).

Parmi les variants de l'histone H2, H2A.Z est particulierement bien étudié. Dans les
cellules souches embryonnaires, H2A.Z colocalise avec les domaines bivalents de la
chromatine et participerait a la régulation des génes impliqués dans le développement
(Creyghton et al., 2008; Sharma et al., 2010). Cette histone est enrichie au niveau de
I'hétérochromatine et coopeére avec HPlow pour établir et maintenir la compaction de la
chromatine en renforgant les interactions internucléosomiques (Fan et al., 2002) (Li and
Reinberg, 2011; Talbert and Henikoff, 2010; Woodcock and Ghosh, 2010). D'autre part, le
variant d'histone H2A.Z est enrichi au niveau de promoteurs de genes ou il contribuerait a
l'activation de la transcription en protégeant I'ADN de la méthylation (Zilberman et al., 2008)
(Portela and Esteller, 2010; Sharma et al., 2010). Ainsi, selon sa position dans la chromatine
et ses modifications post-transcriptionnelles, le variant H2A.Z peut étre associé a l'activation
ou a la répression transcriptionnelle (Kamakaka and Biggins, 2005; Li et al., 2007; Sharma et
al., 2010; Svotelis et al., 2009; Talbert and Henikoff, 2010; Zlatanova and Thakar, 2008).
L'histone H2A.Z joue donc un role important dans la régulation de l'expression des genes et la

formation de I'hétérochromatine.

H2A.X, un autre variant de l'histone H2A, posséde un motif C-terminal différent de
son histone canonique qui peut étre phosphorylée en réponse aux dommages de 'ADN (Li et
al., 2007). Cette modification d'H2A.X permettrait le recrutement de protéines de réparation
de I'ADN, d'enzymes de modifications des histones et de complexes de remodelage de la
chromatine (Talbert and Henikoff, 2010). D'autre part, H2A.X serait requis pour la
condensation et I’inactivation des chromosomes sexuels males lors de la méiose (Fernandez-
Capetillo et al., 2003) et plus généralement dans la répression méiotique de la chromatine
non-appariée (Talbert and Henikoff, 2010; Turner et al., 2005). H2A.X joue donc un rdle

important dans le remodelage de la chromatine.

Le variant MacroH2A est enrichi au niveau du chromosome Xi (Costanzi and Pehrson,
2001). Son domaine histone-fold et sa longue queue C-terminale joueraient un role dans la
répression transcriptionnelle des geénes par son action enzymatique (Ladurner, 2003) ou en
bloquant stériquement la liaison des facteurs de transcription et des coactivateurs (Abbott et

al., 2005) (Kamakaka and Biggins, 2005; Talbert and Henikoff, 2010).




Contrairement aux autres histones H2A, le variant H2A-Bdb ne posseéde pas de queue
C-terminale. Cette propriété entrainerait une déstabilisation des nucléosomes qui faciliterait la
transcription. En accord avec son rdle dans I'activation de la transcription, le variant H2A-Bdb
est localisé au niveau du chromosome X activé et au niveau des chromosomes autosomes

(Kamakaka and Biggins, 2005; Li et al., 2007).

Ainsi, l'inclusion de variants d'histones au sein des nucléosomes fournit un mécanisme
épigénétique supplémentaire utilisé par les cellules pour modifier la structure de leur

chromatine selon les besoins des divers processus cellulaires (Sharma et al., 2010).

5. Positionnement des nucléosomes

Les modifications des histones et/ou leur remplacement par des variants peut réguler la
structure de la chromatine et l'expression des genes en entrainant le repositionnement des
nucléosomes au sein de la chromatine. En effet, les nucléosomes empéchent la liaison des
facteurs de transcription et des coactivateurs a 'ADN et affectent tous les stades de la
transcription en constituant une barriére physique a la transcription et a I'élongation (Portela
and Esteller, 2010; Sharma et al., 2010). Le positionnement des nucléosomes est un
mécanisme qui participe donc activement a la régulation de I'expression des génes (Jiang and
Pugh, 2009). En particulier, la position précise des nucléosomes au niveau des promoteurs
joue un role important dans l'initiation de la transcription (Portela and Esteller, 2010). D'autre
part, les régions dépourvues de nucléosomes aux extrémités 5' et 3' des génes constitueraient
des plateformes d'assemblage et de désassemblage nécessaires a la machinerie
transcriptionnelle (Portela and Esteller, 2010; Sharma et al., 2010; Yuan et al., 2005). Ainsi, la
perte d'un nucléosome immédiatement en amont du site d'initiation de la transcription est
fortement corrélée a l'activation des genes. Inversement, 1'obstruction des sites d'initiation de
la transcription par un nucléosome est associée a la répression transcriptionnelle (Cairns,
2009; Portela and Esteller, 2010; Schones et al., 2008; Sharma et al., 2010). La régulation de
la transcription des génes implique donc un équilibre dynamique entre 1'empaquetage des
séquences régulatrices au sein de la chromatine, et I'autorisation d'acces a des régulateurs de
la transcription au niveau de ces séquences. Cet équilibre est régulé par des complexes de
remodelage de la chromatine ATP-dépendant qui modifient l'accessibilité aux sites de

régulation en &jectant les nucléosomes ou en les faisant glisser le long de I'ADN (Sharma et
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al., 2010; Smith and Peterson, 2005). Les modifications post-traductionnelles des histones
participent activement a ce mécanisme en entrainant le recrutement des enzymes de
remodelage de la chromatine. D'autre part, le remplacement des histones canoniques par des
variants tels que H2A.Z, MacroH2A et H2A-Bbd joue également un role dans la régulation du
positionnement des nucléosomes au sein de la chromatine. De plus, le positionnement des
nucléosomes influence les profils de méthylation de I'ADN, les Dnmts ciblant
préférentiellement 'ADN 1ié aux nucléosomes (Chodavarapu et al., 2010; Portela and Esteller,
2010). Ainsi, les acteurs du remodelage des nucléosomes communiquent avec la méthylation
de I'ADN, les modifications des histones et les variants d'histones pour établir 1'architecture de

la chromatine et réguler I'expression des génes (Sharma et al., 2010).

6. Les ARNs non-codant

Alors que seulement 1.2 % du génome humain code pour des protéines, prés de 98 %
des transcrits produits constituent des ARNs non-codants (ARNnc). Les ARNnc comprennent
notamment les microARN (miARNSs), les longs ARNs non-codant (IncARNSs), les ARNs
interagissant avec Piwi (ARNpi) et les larges ARNs non-codant intergéniques (LincARNSs).
Actuellement, ces ARNs s'imposent comme une nouvelle classe de geénes de régulation
impliqués dans divers processus cellulaires tels que le développement, la différenciation
cellulaire et le métabolisme (Mattick and Makunin, 2005; Wang and Chang, 2011; Zhang et
al., 2012). D'autre part, ils semblent jouer un role important dans la régulation dynamique des
chromosomes, la modification de la chromatine et la mémoire épigénétique, incluant

I'empreinte génomique parentale, la méthylation de I'ADN et la répression transcriptionnelle.

Les miARNs sont de petits ARNs non-codant de 22 nt de long qui régulent
I'expression des genes par répression post-transcriptionnelle de geénes cibles. Ainsi,
l'appariement de bases séquence-spécifiques d'un miARN avec la région non traduite 3'UTR
("untranslated region") d'un ARN messager (ARNm), au sein du complexe RISC ("RNA-
induced silencing complex"), conduit a la dégradation ou l'inhibition de la traduction de
I'"ARNm cible (Figure 14) (Ambros, 2004; Kim, 2005; Yang and Lai, 2011). Plus de 1000

miARNs existent dans le génome humain, modulant I'expression de 30 a 60 % des geénes
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codant pour les protéines (Malumbres, 2012). Les miARNs sont exprimés de manicre tissu-
spécifique et contrdlent des processus biologiques variés tels que le développement, la
prolifération cellulaire, la différenciation cellulaire, I'apoptose et la réponse au stress. D'autre
part, en régulant des geénes suppresseurs de tumeur et des oncogenes, ils sont impliqués dans
le développement de cancers, et leur expression peut se retrouver altérée dans les cellules

tumorales (Iorio and Croce, 2012; Lee and Dutta, 2009).

inhibition

Figure 14 : Biogenese des miARNs (Tollervey and Lunyak, 2012). Les transcrits primaires
(pri-miARNs) sont générés par transcription sous l'action des ARNs polymérases Il ou III. Le
pri-miARN subit ensuite un clivage via l'action RNase Il du complexe DROSHA/DGCRS qui
génere un pré-miARN d'environ 70 nt de long. XPOS5 exporte ce pré-miARN dans le
cytoplasme ou il est davantage clivé par DICER afin de générer un duplex d'ARN double-brin
mature. L'un des brins de ce duplex interagit avec l'une des quatre protéines Argonaute (AGO
1-4) pour former le complexe RISC qui peut moduler l'expression des genes par inhibition de
la traduction ou déadénylation d'un ARNm cible. Si le miARN s'apparie parfaitement a la
séquence cible, un clivage endonucléolytique de I'ARNm a lieu sous l'action "slicer” d'AGO2.




Les miARNs participent activement aux mécanismes ¢épigénétiques en controlant
l'expression de multiples génes impliqués dans la régulation épigénétique tels que les Dnmts
(Braconi et al., 2010; Duursma et al., 2008; Fabbri et al., 2007; Garzon et al., 2009), les
histones déacétylases (Noonan et al., 2009) et les constituants des complexes répresseurs
Polycomb (PCRI1 et PCR2) (Cao et al., 2011; Iliopoulos et al., 2010; Wellner et al., 2009)
(Malumbres, 2012). D'autre part, les miARNSs ont tendance a cibler les régions promotrices de
genes non-méthylés, suggérant que ces deux mécanismes de régulation agissent de maniére

complémentaire afin d'inhiber l'expression des genes (Su et al., 2011).

De récentes études suggerent que, outre leur action de répression ou de dégradation
des ARNm via le complexe RISC, les miARNs pourraient directement reconnaitre des sites
au niveau de promoteurs de génes cibles et moduler I'expression des geénes en recrutant des
enzymes de remodelage de la chromatine grace a leur partenaires Argonaute (Malumbres,
2012). Ainsi, les miARNs peuvent induire ou réprimer l'expression de geénes spécifiques en
entrainant des modifications épigénétiques sur leur promoteurs cibles (Huang et al., 2012;
Kim et al., 2008; Place et al., 2008; Younger and Corey, 2011; Zardo et al., 2012) (Zhang et
al., 2012).

Les miARNs constituent donc un mécanisme supplémentaire de régulation
épigénétique qui agit en collaboration avec les enzymes de remodelage de la chromatine et de

I'ADN pour réguler I'expression des genes.

Plus de 1000 IncARNs, définis comme des molécules d'ARN de plus de 200 nt de
long, ont été identifiés chez les mammiferes (Guttman et al., 2009). La plupart des IncARNs
sont transcrits par 'ARN polymérase II. A l'inverse des miARNs qui sont hautement
conservés et impliqués dans la répression des geénes via un appariement de bases séquence-
spécifiques ciblées, les IncARNs sont peu conservés et régulent l'expression des geénes par
divers mécanismes encore mal définis (Wang and Chang, 2011). Les IncARNs sont impliqués
dans la régulation post-transcriptionnelle des génes en contrdlant des processus tels que la
synthése protéique, la maturation des ARNs et le transport (Bernstein and Allis, 2005;
Whitehead et al., 2009). D'autre part, il est maintenant évident qu'ils jouent un role dans la

répression transcriptionnelle en régulant 'architecture de la chromatine.

Les IncARNs présentent une expression tissu-spécifique et sont impliqués dans le

développement embryonnaire, la différenciation cellulaire (Dinger et al., 2008), I'inactivation
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du chromosome X (Pontier and Gribnau, 2011) et I'é¢tablissement de 1'empreinte génomique
parentale (Mohammad et al., 2009) (Wang and Chang, 2011; Zhang et al., 2012). D'autre part,
en réagissant aux stimuli de l'environnement, ils constitueraient un élément clé de la
régulation de la transcription dans des processus tels que la réponse aux dommages de I'ADN

et la régulation du cycle cellulaire (Hung et al., 2011).

Les IncARNs possédent des structures variées et peuvent réguler l'expression des
genes selon des mécanismes épigénétiques distincts (Wang and Chang, 2011; Zhang et al.,
2012). Par exemple, les IncARNs peuvent constituer des leurres et lier des protéines cibles
telles que des facteurs de transcription, des protéines de remodelage ou d'autre facteurs de
régulation, les empéchant d'agir sur leur cibles originelles et donc d'exécuter leur fonction
(Wang and Chang, 2011). D'autre part, les IncARNs peuvent se lier a des protéines et leur
servir de guide en dirigeant leur localisation au niveau de cibles spécifiques. Par ce
mécanisme, les IncARNs peuvent donc induire des variations de I'expression de genes
proches dans la séquence (action en cis) ou éloignés, sur un autre chromosome (action en
trans) (Wang and Chang, 2011). Enfin, les IncARNSs serviraient d'adaptateur et de plateforme
de centralisation permettant la liaison simultanée de multiples partenaires effecteurs au niveau

d'un méme site génomique (Wang and Chang, 2011).

Ainsi, les IncARNs sont impliqués dans des mécanismes biologiques essentiels et
constituent un processus ¢épigénétique clé capable d'intégrer les informations de
I'environnement et de moduler 1'expression des geénes de multiples maniéres selon leur

structure et leur partenaire.

B. Epigénétique et cancer

Traditionnellement, c'est I'accumulation des mutations génétiques qui est considérée
comme la cause principale des maladies cancéreuses. Cependant, la découverte de profondes
altérations des mécanismes épigénétiques accompagnant ces mutations a révélé leur role
déterminant dans l'initiation et la progression de la maladie (Rodriguez-Paredes and Esteller,
2011; Sandoval and Esteller, 2012; You and Jones, 2012). Ainsi, I'épigénome des cellules
cancéreuses est caractérisé par un changement global de la méthylation de I'ADN, 1’altération

des profils de modifications des histones, et la dérégulation de l'expression des enzymes de




remodelage de la chromatine. Ces caractéristiques étant typiquement observées dans les
néoplasies bénignes et les premiers stades de tumeurs, il est clair que les altérations
épigénétiques précedent les événements classiques de transformation tels que les mutations
des geénes suppresseurs de tumeur et/ou des proto-oncogenes et l'instabilité génomique, qui
entrainent la perte ou le gain de fonctions et des profils d'expression anormaux dans les
cellules cancéreuses. L'altération des mécanismes de régulation épigénétiques survient par
mutation, délétion ou dérégulation de l'expression de leurs protagonistes, entrainant des
profils d'expression aberrants et une instabilité génomique prédisposant au cancer. D'autre
part, ces "épimutations" peuvent promouvoir l'initiation du cancer en réprimant l'all¢le encore
actif d'un gene suppresseur de tumeur déja muté. Ainsi, 1'épigénétique et la génétique sont des

mécanismes qui cooperent dans I'initiation et la progression des maladies cancéreuses.

1. Hyperméthylation locale versus hypométhylation globale

L'altération des profils de méthylation de I'ADN est l'une des dérégulations
épigénétiques les plus caractéristiques des cellules cancéreuses (Rodriguez-Paredes and
Esteller, 2011; Sandoval and Esteller, 2012). Ainsi, au cours de la tumorigénése, on observe
progressivement une hypométhylation globale du génome avec une perte de 20 a 60 % des
cytosines méthylées, accompagnée d'une hyperméthylation ciblée des ilots CpG au niveau de
certains promoteurs (Fernandez et al., 2012a). Les données épigénomiques accumulées depuis
plusieurs années a partir de divers classes de néoplasies humaines révelent 1'existence d'un
profil d'hyperméthylation unique définissant chaque type de cancer (Ballestar and Esteller,

2008; Costello et al., 2000; Esteller et al., 2001; Fernandez et al., 2012a).

Dans les cellules cancéreuses, l'hypométhylation de 1'ADN est principalement
observée au niveau de régions génomiques pauvres en genes telles que les séquences répétées,
favorisant I'instabilité génomique, les translocations, la disruption génique et la réactivation
de séquences endoparasites (Portela and Esteller, 2010; Rodriguez-Paredes and Esteller, 2011;
Sandoval and Esteller, 2012). Cependant, I'hnypométhylation de I'ADN peut occasionnellement
avoir lieu au niveau du site d'initiation de la transcription de promoteurs ne contenant pas
d'flots CpG. L'hypométhylation de ces sites pourrait étre impliquée dans l'activation de proto-
oncogenes. D'autre part, la méthylation spécifique de ces sites jouant un réle fondamentale

dans la différenciation cellulaire et 1'é¢tablissement de I'empreinte génomique parentale, leur
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hypométhylation entrainerait la perte de 1'identité cellulaire des cellules transformées et/ou la
suppression de l'empreinte, favorisant ainsi 'apparition de cancers (Fernandez et al., 2012a;
Lim and Maher, 2010; Rodriguez-Paredes and Esteller, 2011; Sandoval and Esteller, 2012).
La dérégulation fréquente des profils de méthylation des "CpG island shores" observées dans
les cellules cancéreuses renforce davantage 1'hypothese d'altérations épigénétiques affectant la

différenciation tissu-spécifique et augmentant le risque de cancer (Irizarry et al., 2009).

L'hyperméthylation de 1'ADN observée dans le cancer est plus localisée et
principalement présente au niveau des ilots CpG (78 %) (Fernandez et al., 2012a). Ainsi, les
cellules cancéreuses sont caractérisées par une hyperméthylation aberrante des promoteurs
des geénes suppresseurs de tumeurs généralement associée a la répression des genes
(Fernandez et al., 2012a) (Esteller, 2008). Selon le type de tumeur on observe l'inactivation de
génes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire (RB1, p16™**), I'apoptose (DAPKI,
RASSF1A), la réparation de 'ADN (MLHI1, BRCA1) ou d'autres processus cellulaires
(Esteller, 2008; Rodriguez-Paredes and Esteller, 2011). Les études épigénomiques révelent
ainsi l'existence de 500 promoteurs de geénes hyperméthylés de maniére aberrante dans les

tumeurs (Fernandez et al., 2012a).

L'apparition de profils de méthylation aberrants dans le cancer pourrait étre expliquée
par les altérations des nombreux acteurs de la méthylation de I'ADN. Ainsi, on observe la
surexpression des Dnmts et leur mutation dans plusieurs types de cancers (Dawson and
Kouzarides, 2012; Rodriguez-Paredes and Esteller, 2011; Sandoval and Esteller, 2012; You
and Jones, 2012). D'autre part, une ¢étude récente révele une corrélation entre
I'hypométhylation globale du génome et la diminution significative des complexes
Dnmtl/PCNA/UHRF1 due a un défaut d'interactions entre les protéines (Hervouet et al.,
2010a). Des mutations de la protéine TET2, responsable de la conversion de la 5SmC en
S5hmC, on également été rapportées (Dawson and Kouzarides, 2012; Rodriguez-Paredes and
Esteller, 2011; You and Jones, 2012). L'altération des miARNs observés dans certains types
de cancers pourrait également participer a la dérégulation des acteurs de la méthylation

(Sandoval and Esteller, 2012).




2. Modifications des histones dans le cancer

Au cours de la tumorigenese, outre l'altération des profils de méthylation de I'ADN, on
observe des changements dans les modifications post-traductionnelles des histones qui
affecteraient le recrutement des facteurs de transcription et des constituants de la machinerie
transcriptionnelle, contribuant a l'expression aberrante de geénes (Dawson and Kouzarides,
2012; Rodriguez-Paredes and Esteller, 2011; Sandoval and Esteller, 2012; You and Jones,
2012). Ainsi, dans les tumeurs primaires, on observe fréquemment une réduction globale
d'H4K20me3 et d'H4K6Ac au niveau des séquences répétées hypométhylées (Fraga et al.,
2005) (Portela and Esteller, 2010; Rodriguez-Paredes and Esteller, 2011; Sandoval and
Esteller, 2012). De nombreuses études révelent que l'altération des profils de modification des
histones observée dans les cellules cancéreuses est principalement due a une expression
aberrante des acteurs de l'acétylation et de la méthylation des histones (Dawson and
Kouzarides, 2012; Portela and Esteller, 2010; Rodriguez-Paredes and Esteller, 2011; Sandoval
and Esteller, 2012; You and Jones, 2012). Chaque tumeur peut donc étre distinguée par un
profil d'expression spécifique des enzymes de modification des histones (Ozdag et al., 2006).
D'autre part, selon le type de cancer, des altérations sont observées dans les protéines qui
¢liminent (HDM, HDAC) ou reconnaissent (la protéine a chromodomaine HP1 qui reconnait
les lysines méthylées, la protéine Brd4 qui reconnait les lysines acétylées) les modifications
spécifiques des histones (Dawson and Kouzarides, 2012; Rodriguez-Paredes and Esteller,
2011; Sandoval and Esteller, 2012; You and Jones, 2012). D'autres mutations fréquemment
observées dans les cancers concernent les protéines constituant les complexes répresseurs
Polycomb (BMI1, EZH2) qui contrdlent 1'accessibilité de la machinerie transcriptionnelle au
niveau d'éléments de régulation de geénes et qui jouent un role majeur dans le développement

(Dawson and Kouzarides, 2012; Sandoval and Esteller, 2012; You and Jones, 2012).

3. Thérapie épigénétique

A l'inverse des mutations génétiques, les "épimutations" sont réversibles. Les acteurs
de la régulation épigénétique font donc l'objet d'intenses recherches afin de découvrir de

nouveaux agents thérapeutiques capables de rétablir des profils épigénétiques normaux dans
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les cellules cancéreuses (Arrowsmith et al., 2012; Dawson and Kouzarides, 2012; Rodriguez-

Paredes and Esteller, 2011; You and Jones, 2012).

Actuellement, quatre molécules de régulation épigénétique ont été approuvées par la
FDA ("Food and Drug Administration") dans le traitement des cancers. Ainsi, deux
inhibiteurs des Dnmts, l'azacytidine (5-azacytidine, Vidaza®™) et la décitabine (5-aza-2'-
déoxycytidine, Dacogen®™) sont déja sur le marché (Figure 15) (Dawson and Kouzarides,
2012; Rodriguez-Paredes and Esteller, 2011). Ces analogues nucléosidiques sont incorporés a
I'ADN a la place du résidu cytosine lors de la réplication. La présence d'un groupement
nitrogene a la position 5 de ces bases modifiées induit la formation d'un complexe covalent
irréversible entre la base et la Dnmt1, entrainant la dégradation de la Dnmt1 par le protéasome
(Ghoshal et al., 2005). D'autre part, l'absence de cytosine rend impossible la méthylation de
I'ADN par les diverses Dnmts. Il en résulte une diminution significative de la méthylation
globale de 'ADN. Bien que ces agents thérapeutiques aient montré des résultats mitigés sur
les tumeurs solides, ils ont prouvé leur efficacité dans les syndromes myélodysplasiques. Leur
manque de spécificité entraine une toxicité mais l'administration de doses faibles de ces
agents thérapeutiques suffit a établir un bénéfice thérapeutique durable (Tsai et al., 2012).
L'inhibition des Dnmts apparait comme une stratégie thérapeutique prometteuse dans le
traitement des cancers et la recherche de nouveaux inhibiteurs plus spécifiques et moins

toxiques est toujours a I'étude (Medina-Franco and Caulfield, 2011).

N/L\-N N/I*N
HO lN/KO HO tN/KC’

Azacytidine (AZA) Decitabine (DAC)

Figure 15 : Structures moléculaires de l'azacytidine et de la décitabine.

Les deux autres molécules de régulation épigénétique existant sur le marché comme
agents thérapeutiques anticancéreux sont des inhibiteurs des histones déacétylases (HDACs),

le vorinostat (acide suberoylanilide hydroxamique, Zolinza™) et la romidepsin (FK-228,
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Istodax”™) (Dawson and Kouzarides, 2012; Rodriguez-Paredes and Esteller, 2011). Ces agents
thérapeutiques sont caractérisés par la présence d'un domaine liant les métaux qui bloque la
molécule de zinc trouvée dans le site actif des HDACs de classes I, I et IV. Ils sont capables
d'annuler certaines des répressions géniques aberrantes observées dans les cancers et induisent
l'arrét du cycle cellulaire, la différenciation cellulaire, et l'apoptose dans les cellules
cancéreuses (Federico and Bagella, 2011). Ainsi, ces deux molécules ont récemment été
approuvées dans le traitement de patients atteints de lymphomes T cutanés (Olsen et al., 2007;
Piekarz et al., 2009). Les résultats encourageants obtenus sur les inhibiteurs des HDACs ont
fait d'eux de bons candidats pour le développement de nouvelles thérapies anticancéreuses et
plusieurs nouveaux inhibiteurs sont actuellement sous investigation pour une utilisation

clinique dans plusieurs types de cancers (Federico and Bagella, 2011).

En plus des inhibiteurs des Dnmts et des HDACsS, d'autres acteurs de la régulation
épigénétique font 1'objet d'intenses recherches. On observe ainsi des résultats préliminaires
encourageants pour des inhibiteurs des HATs, des HMTs, des HDMs et des kinases, ainsi que
des protéines impliquées dans la lecture du code histone telles que les protéines a
bromodomaine, qui reconnaissent les lysines acétylées, et les protéines reconnaissant les
lysines méthylées (Arrowsmith et al., 2012; Dawson and Kouzarides, 2012; Rodriguez-

Paredes and Esteller, 2011; You and Jones, 2012).

La présence simultanée de multiples aberrations génétiques et épigénétiques dans les
cancers suggere que les médicaments €pigénétiques combinés aux chimiothérapies standards
joueraient un role complémentaire bénéfique dans le traitement des cancers (Juergens et al.,
2011; Matei and Nephew, 2010). Ainsi, ces agents thérapeutiques deviendront certainement

dans le futur un arsenal thérapeutique essentiel pour combattre le cancer.

C. La protéine humaine hUHRF1 et la régulation épigénétique

A l'origine, la protéine humaine hUHRF1 pour "Ubiquitin-like PHD Ring Finger 1",
appelée alors ICBP90 pour "Inverted CCAAT box Binding Protein of 90 kDa", avait été
découverte en 2000 par 1'équipe de Christian Bronner grace a la technique du simple hybride
en tant que protéine se liant a la deuxieme boite inversée CCAAT (ICB2) du promoteur du

gene de la topoisomérase Ilox (Hopfner et al., 2000). Le geéne codant pour hUHRFI est




localis¢ dans la région chromosomique 19p13.3 et code pour une protéine nucléaire de 793
acides aminés de poids moléculaire théorique de 89,756 kDa (Hopfner et al., 2001). Cette
protéine est impliquée dans divers processus cellulaires tels que la régulation du cycle
cellulaire, la réponse aux dommages de 'ADN et la transmission du code €pigénétique.
D'autre part, elle se trouve surexprimée dans différents types de cancers tels que le cancer du
sein, de la vessie, du foie, et du pancréas, ce qui fait d'elle une cible thérapeutique potentielle

intéressante.

1. La famille UHRF

La famille UHRF1 comprend trois protéines humaines: hUHRF1 (ou ICPB90),
hUHRF2 (ou NIRF pour "Np95/ICBP90 Ring Finger") et hUHRF3 (ou ICBP55); et trois
protéines d'origine murine: mUHRF1 (ou Np95), mUHRF2 (ou Np97) et mUHRF3 (ou
Np55). Les alignements de séquences d'acides aminés des différentes protéines de la famille
UHREF révelent 74 % d'homologie entre hUHRF1 et mUHRF1, et 53 % d'homologie entre
hUHRF1 et hUHRF2 (Bronner et al., 2007a).

Malgré son homologie de structure avec hUHRF1, hUHRF2 semble posséder des
fonctions distinctes (Bronner et al., 2007a; Mori et al., 2012). D'une part, lors de la
différenciation, hUHRF1 et hUHRF2 présentent des profils d'expression opposés, suggérant
des roles fonctionnels différents dans ce processus cellulaire. Ainsi, contrairement 8 hUHRF1,
hUHREF2 est exprimé de manicre ubiquitaire dans presque tous les tissus, surexprimé lors de
la différenciation cellulaire, et exprimé dans les tissus différenciés tels que le cerveau, les
poumons et le foie (Pichler et al., 2011). D'autre part, hUHRF1 et hUHRF2 présentent des
effets opposés dans le contréle du cycle cellulaire, la surexpression de hUHRF2 entrainant
l'arrét du cycle cellulaire en phase G1 (Li et al., 2004). Enfin, hUHRF2 est incapable de
recruter la Dnmtl au niveau de la fourche de réplication lors de la phase S du cycle cellulaire
et ne permet pas de restaurer le défaut de méthylation de 1I'ADN dans les cellules
embryonnaires défectueuses en hUHRF1 (Zhang et al., 2011). Ainsi, a l'inverse de hUHRF]1,
hUHRF2 semble se comporter comme un gene suppresseur de tumeur (Mori et al., 2011). En
effet, le géne hUHRF2 est fréquemment perdu dans plusieurs types de tumeurs et une
microdélétion ciblant UHRF2 est observée de maniere récurrente dans les carcinomes du

poumon (Mori et al., 2011). Ces observations suggerent que hUHRF2 occupe une position
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importante dans la régulation du cycle cellulaire et confirment qu'il pourrait constituer un
gene suppresseur de tumeur dont les aberrations contribueraient a la tumorigenése (Mori et
al., 2011). Contrairement aux autres protéines de la famille UHRF, les protéines hUHRF3 et
mUHRF3 ne possedent pas de domaine UBL. L'absence de ce domaine fonctionnel suggere
des roles distincts pour mUHRF3 et hUHRF3. Cependant, leur rdles, ainsi que celui de la

protéine mUHRF2, n'ont pas encore été étudiés (Bronner et al., 2007a).
2. Architecture de la protéine hUHRF1

La protéine UHRF1 possede cinqg domaines structuraux ayant des fonctions distinctes
(Figure 16) (Bronner et al., 2007a): le domaine UBL (ou NIRF-N) pour "Ubiquitin-like
domain", le domaine TTD pour "cryptic Tandem Tudor Domain", le domaine PHD pour
"Plant Homeo Domain", le domaine SRA pour "Set and Ring Associated domain", et le

domaine RING pour "Really Interesting New Gene domain".

76 126 285 310 366 435 586 724 763

C T -

Figure 16 : Domaines structuraux de hUHRF 1. UBL, "Ubiquitin-like domain"; TTD, "cryptic
Tandem Tudor Domain"; PHD, "Plant Homeo Domain"; SRA, "Set and Ring Associated
domain"; RING, "Really Interesting New Gene domain".

2.1. Le domaine UBL ("Ubiquitin-like domain")

Le domaine UBL (ou NIRF-N) est situ¢ a l'extrémité N-terminale de la protéine
hUHRF1 et défini par les acides aminés 1 a 76 (Bronner et al., 2007a). Bien que la fonction de
ce domaine reste a définir, son homologie de séquence de 35 % avec l'ubiquitine suggere
qu'il pourrait mimer l'ubiquitine constitutive et interagir avec le protéasome. Ainsi, grace a ce
domaine, la protéine hUHRF1 pourrait jouer un rdle dans la régulation du cycle cellulaire, la
dégradation de protéines et la transcription de génes. L'ubiquitinylation des histones via le

domaine RING de la protéine hUHRF1 et sa liaison potentielle avec le protéasome via son
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domaine UBL constituerait un mécanisme de régulation des modifications post-
traductionnelles des histones en permettant la dégradation des histones ubiquitinylées via le

protéasome.

2.2. Le domaine TTD ("cryptic Tandem Tudor Domain")

Entre les acides aminés 126 et 285 de la protéine hUHRF1, un domaine TTD constitué
de deux sous-domaines a été identifié¢ en 2008 (Walker et al., 2008). Ce domaine TTD, en
reconnaissant spécifiquement la queue N-terminale de l'histone H3, jouerait un rdle dans la
lecture du code histone. Ainsi, le domaine TTD de UHRFI1 se lie préférenticllement a
H3K9me3 (Hu et al., 2011), la structure cristallographique du complexe TTD/histone H3
révélant la formation d'une poche hydrophobe grace aux deux sous-domaines de TTD pouvant
s'adapter a l'histone H3, la lysine 9 triméthylée étant spécifiquement reconnue au sein du
premier sous-domaine via une cage aromatique (Rottach et al., 2010; Walker et al., 2008).
Deux études récentes suggerent que l'association du domaine TTD au domaine PHD
potentialiserait la liaison dUHRF1 a H3K9me3 (Arita et al., 2012; Xie et al., 2012). D'autre
part, dans le complexe TTD/histone H3, le sillon formé entre les deux sous-domaines de TTD
permettrait la lecture simultanée de la lysine 4 non-méthylée (H3K4me0) et d'H3K9me3
(Nady et al., 2011). L'existence de protéines pouvant reconnaitre simultanément H3K9me3 et
H3K4me(O est cohérente avec l'observation récente de méthyltransférases des histones
(SETBI1, Suv39hl, G9a et GLP) capables de méthyler préférentiellement la lysine 9 des
histones H3 non-méthylées sur la lysine 4 (Binda et al., 2010). D'autre part, confirmant la
liaison préférentielle du domaine TTD, UHRF1 est enrichie au niveau des nucléosomes
contenant H3K4me0/K9me3 (Bartke et al., 2010). La marque H3K4me0/K9me3 étant
caractéristique de I'hétérochromatine, le domaine TTD pourrait participer a la connexion entre
la méthylation de I'ADN et les modifications des histones en permettant la méthylation de
I'ADN au niveau de ces régions spécifiques de la chromatine, favorisant la répression des
genes en stabilisant 1'hétérochromatine (Bartke et al., 2010; Bronner et al., 2010; Hashimoto
et al., 2009; Hashimoto et al., 2010). Supportant cette hypothése une étude récente montre
ainsi que la liaison du domaine TTD a I’histone H3 méthylée sur la lysine 9 est nécessaire a la

méthylation de maintenance de I’ADN (Rothbart et al., 2012).




2.3. Le domaine PHD ("Plant Homeo Domain")

Le domaine PHD de hUHRF1 est défini par les acides aminés 310 a 366. Cependant,
le doigt de zinc précédant la région conventionnelle du domaine PHD semble jouer un role
important dans les fonctions associées au domaine PHD (Lallous et al., 2011; Xie et al.,
2012). Selon 1'équipe de Jacobsen, le domaine PHD serait responsable de la liaison de UHRF1
avec la Dnmt1 (Bostick et al., 2007). D'autre part, le domaine PHD de UHRF1 serait impliqué
dans la réorganisation des domaines péricentromériques de la chromatine (Karagianni et al.,
2008; Papait et al., 2008). Ces régions correspondent a de 1'hétérochromatine associée de
maniere tres compacte et organisée en chromocentres. Le recrutement de UHRF1 au niveau
de 1'hétérochromatine péricentromérique serait possible grace a son domaine PHD qui
permettrait la réplication de ces régions en désagrégeant les chromocentres pour faciliter
l'accés a la machinerie de réplication et aux protéines de modification de la chromatine au
niveau de 'ADN. De manic¢re similaire au domaine TTD, le domaine PHD serait impliqué
dans la lecture du code histone en reconnaissant spécifiquement les modifications chimiques
de 1'histone H3 (Hu et al., 2011; Lallous et al., 2011; Rajakumara et al., 2011; Xie et al.,
2012). Bien que le domaine PHD présente une préférence pour H3K4 non méthylée
(H3K4me0) (Hu et al., 2011; Xie et al., 2012), sa structure cristallographique montre qu'il est
capable de s'accommoder a H3K4me3 sans compromettre la formation du complexe
PHD/histone H3 (Lallous et al., 2011; Xie et al., 2012). Ainsi, le domaine PHD semble
reconnaitre spécifiquement I'histone H3 non modifiée principalement via la reconnaissance de
l'arginine 2 non méthylée (H3R2me0), la méthylation de ce résidu pouvant diminuer jusqu'a
20 fois la liaison du domaine PHD (Hu et al., 2011; Lallous et al., 2011; Rajakumara et al.,
2011; Xie et al., 2012). Bien que la liaison spécifique de PHD a H3K9me3 ait été initialement
identifiée (Karagianni et al., 2008), plusieurs études récentes démontrent que la liaison du
domaine PHD a l'histone H3 a lieu indépendamment de la méthylation d'H3K9 (Hu et al.,
2011; Lallous et al., 2011; Nady et al., 2011; Papait et al., 2008; Rajakumara et al., 2011; Xie
et al., 2012). Ainsi, ce serait l'association des domaines PHD et TTD qui permettrait de
reconnaitre spécifiquement la marque H3K9me3 (Xie et al., 2012). D'autre part, 1'association
de ces deux domaines permettrait la reconnaissance simultanée d'H3K9me3 et d'H3R2me0
(Arita et al., 2012). Ce sont les résidus reliant les deux domaines qui permettent la formation
d'une poche reconnaissant I'histone H3, leur phosphorylation modulant la position relative des

modules de reconnaissance d'H3R2 et d'H3K9. Ainsi, en reconnaissant spécifiquement les
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modifications de I'histone H3, les domaines TTD et PHD semblent jouer un rdle essentiel

dans la connexion entre la méthylation de 'ADN et la modification des histones.

2.4. Le domaine SRA ("Set and Ring Associated domain")

Le domaine SRA de hUHRF1 est défini par les acides aminés 435 a 586. Ce domaine
est fréquemment observé parmi les protéines des plantes mais présent chez les vertébrés

uniquement dans la famille UHRF.

La fonction majeure du domaine SRA est de reconnaitre 'ADN hémi-méthylé,
contribuant a la localisation nucléaire de la protéine UHRF1 (Arita et al., 2008; Avvakumov
et al., 2008; Bostick et al., 2007; Frauer et al., 2011; Hashimoto et al., 2008; Qian et al., 2008;
Rottach et al., 2010 ; Sharif et al., 2007; Unoki et al., 2004). Bien que deux études aient
initialement révélé l'interaction du domaine SRA avec I'histone H3 (Citterio et al., 2004;
Karagianni et al., 2008), plusieurs travaux récents réfutent cette premiere hypothese (Hu et al.,
2011; Nady et al., 2011; Rajakumara et al., 2011), suggérant que c'est l'interaction du domaine
SRA avec I'ADN méthylé qui entrainerait sa présence au niveau des histones. En effet, on a
vu que ce sont les domaines TTD et PHD qui sont impliqués dans la liaison de UHRF1 aux
histones. Ces deux domaines, associés au domaine SRA, seraient responsables de la

localisation nucléaire de la protéine UHRF1 (Rottach et al., 2010).

Grace a son interaction simultanée avec I'ADN méthylé et de nombreux acteurs de la
régulation épigénétique, le domaine SRA de UHRFI jouerait un role central dans la
connexion entre la méthylation de I'ADN et les modifications des histones. En effet, via son
interaction a I'ADN, le domaine SRA permettrait de recruter de nombreuses protéines de
régulation épigénétique au niveau de la chromatine telles que la Dnmtl (Achour et al., 2008;
Felle et al., 2011), HDACI1 (Unoki et al., 2004), et I'histone méthyltransférase G9a (Kim et
al., 2009b). Ces protéines participent a la formation d'un gros complexe macromoléculaire
permettant la régulation de la transcription et qui pourrait &tre responsable de la transmission

du code épigénétique (Bronner et al., 2007b; Kim et al., 2009b).
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Figure 17 : Structure du domaine SRA de UHRFI en complexe avec I'ADN hémi-méthylé
(Avvakumov et al., 2008). Le domaine SRA est représenté avec ses boucles flexibles, ses
Sfeuillets [ et ses hélices « en vert, jaune et rouge, respectivement. Le duplex d'ADN est
montré dans une représentation de surface avec les atomes et les bases de I'hélice colorés en
bleu. La cytosine méthylée basculée est annotée "mC". Le doigt NKR (magenta) et le pouce
(cyan) de la protéine prennent la place de la cytosine basculée dans l'espace libéré dans
I'"ADN.

De nombreuses études décrivent l'affinité préférentielle du domaine SRA pour I'ADN
hémi-méthylé (ADN méthylé sur l'un des deux brins uniquement) (Arita et al., 2008;
Avvakumov et al.,, 2008; Bostick et al., 2007; Frauer et al., 2011; Greiner et al., en
préparation; Hashimoto et al., 2008; Qian et al., 2008; Rottach et al., 2010 ). Ainsi, via son
domaine SRA, la protéine UHRF1 participerait au maintien des profils de méthylation de
I'ADN en recrutant la Dnmtl au niveau des sites CpG hémi-méthylés générés apres la
réplication. La résolution de la structure tridimensionnelle du domaine SRA (Delagoutte et al.,
2008; Qian et al., 2008) et du complexe SRA/ADN (Arita et al., 2008; Avvakumov et al.,
2008; Hashimoto et al., 2008) a permis de proposer un mode¢le moléculaire de reconnaissance
de 'ADN hémi-méthylé. Le domaine SRA de la protéine UHRF1 se comporte comme une
main dont le doigt NKR (Asp 489, Lys 490, Arg 491) et le pouce permettent le basculement
mécanique de la cytosine méthylée dans le grand sillon de I’ADN (Figure 17) (Arita et al.,
2008; Avvakumov et al., 2008; Hashimoto et al., 2008). Ce mécanisme de basculement de
base ("base-flipping") est un processus largement utilisé par les enzymes de modification des

nucléotides telles que les méthyltransférases de I'ADN (Cheng and Roberts, 2001;
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Klimasauskas et al., 1994), les enzymes de réparation de 'ADN (Parker et al., 2007; Yang et
al., 2008) et les enzymes de modification des ARNs (Lee et al., 2005). Cependant, le domaine
SRA est le premier domaine protéique connu capable de se lier spécifiquement a I'ADN et de
basculer une base sans activité enzymatique. Alors que les enzymes adoptent ce mécanisme
afin d'avoir acces a la base d'ADN qu'elles vont modifier chimiquement, le domaine SRA,
dont la séquence de reconnaissance est de seulement deux paires de bases, profite de ce
mécanisme probablement pour augmenter sa surface d'interaction avec I'ADN et prévenir sa
diffusion linéaire loin du site ciblé sur I'ADN (Hashimoto et al., 2009). Ainsi, ce mécanisme
de reconnaissance des sites hémi-méthylés par le domaine SRA, permettrait a la protéine
UHRF1 de s'ancrer a des endroits stratégiques sur I'ADN, facilitant le recrutement de la
Dnmtl au niveau des sites CpG hémi-méthylés. Dans le modele proposé par 1'équipe de
Shirakawa (Arita et al., 2008), le complexe ternaire serait transitoire et la liaison de la Dnmtl
au domaine SRA déstabiliserait le complexe SRA/ADN, permettant le transfert du site CpG
hémi-méthylé vers la Dnmtl qui induirait le basculement de la cytosine non-méthylée sur le
brin "fille" dans le site actif de I'enzyme, permettant ainsi la méthylation de 'ADN sur le brin
nouvellement synthétisé (Figure 18). Le domaine SRA de UHRFI1 et I'enzyme Dnmtl
travailleraient donc en collaboration afin de transmettre les profils de méthylation lors de la

réplication de I'ADN.

Recognition of the hemi- Recruitment of Dnmt1 Transfer of hemi-methylated
methylated CpG site by DNA to Dnmt1
SRA domain

Figure 18 : Modele schématique du mécanisme de maintenance des profils de méthylation de
I'ADN apres réplication (Arita et al., 2008). Le domaine SRA de UHRF1 et son partenaire
Dnmtl fonctionnent en coopération pour maintenir la méthylation des dinucléotides CpG. M
représente la cytosine méthylée, le brin d'ADN nouvellement synthétisé apres réplication de
I'ADN est représenté en vert, le brin rouge représentant le brin parental.

Les mécanismes par lesquels la protéine UHRF1 se lie préférentiellement a I’ADN

hemi-méthylé restent a éclaircir. Une étude récente révele que 1’ajout d’un groupement
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méthyle a la cytosine induit une redistribution des électrons autour du cycle de la cytosine
réduisant son moment dipolaire (Bianchi and Zangi, 2012). Par conséquent, I’ADN non-
méthylé est plus stable en solution que I’ADN hémi-méthylé. En outre, 1’énergie d’interaction
de la protéine UHRF1 avec ’ADN hémi-méthylé est plus forte qu’avec I’ADN non-méthylé.
Ainsi, les variations de la structure €lectronique de la cytosine méthylée déstabilisent son état
non li¢ et favorise ’interaction de I’ADN hémi-méthylé avec la protéine UHRFI1. D’autre
part, les études de la structure tridimensionnelle du complexe SRA/ADN révelent que la
poche de liaison de la protéine s’ajuste exactement a la cytosine méthylée (Arita et al., 2008;
Avvakumov et al., 2008; Hashimoto et al., 2008). Les bases entourant la cytosine basculée
seraient alors stabilisées par I’insertion du doigt NKR au sein de I’hélice d’ADN, favorisant
I’ancrage du domaine SRA au niveau des sites CpG hémi-méthylés. La liaison du domaine
SRA a I’ADN bi-méthylé serait quant a elle déstabilisée par la présence du groupement
méthyle sur les deux cytosines du site CpG. L’encombrement stérique créé déséquilibrerait
I’état conformationnel du doigt NKR au sein de I’ADN et serait responsable de la diminution

d’affinit¢ de UHRF1 observée pour I’ADN bi-méthylé.

Bien que la plupart des études rapportées révelent une affinité préférentielle du
domaine SRA pour 'ADN hémi-méthylé, il est important de noter que les différences
d'affinité du domaine SRA observées pour les divers types d'ADN, c'est a dire non-méthylés,
bi-méthylés ou hémi-méthylés, sont variables d'une étude a l'autre (Arita et al., 2008;
Avvakumov et al.,, 2008; Bostick et al., 2007; Frauer et al., 2011; Greiner et al., en
préparation; Hashimoto et al., 2008; Qian et al., 2008; Rottach et al., 2010 ). Ainsi, alors que
trois études révelent 1'absence totale de liaison du domaine SRA a I'ADN non-méthylé (Arita
et al., 2008; Bostick et al., 2007; Unoki et al., 2004), quatre autres indiquent une différence
d'affinit¢ du domaine SRA relativement faible entre I'ADN hémi-méthylé et non-méthylé
(Frauer et al., 2011; Greiner et al., en préparation; Qian et al., 2008; Rottach et al., 2010 ).
D'autre part, le domaine SRA pourrait se lier a 'ADN non-méthylé méme en I'absence de son
site de reconnaissance conventionnel CpG (Frauer et al., 2011; Greiner et al., en préparation).
En effet, il n'est pas étonnant que le domaine SRA puisse se lier a tout type d'ADN puisque la
protéine est chargée positivement a pH neutre, la liaison SRA/ADN présentant une part
d'interactions électrostatiques. De plus, il serait surprenant qu'un simple groupement méthyle
puisse conférer a la protéine des différences d'affinités tres €levées entre les divers types
d'ADN. Ainsi, dans le modele que nous proposons, malgré sa préférence pour 'ADN hémi-

méthylé, la protéine UHRF1 serait un opérateur de lecture capable de se lier & n’importe quel
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ADN via son domaine SRA. Lors du processus de réplication, en se déplagant sur I'ADN par
diffusion, elle permettrait de repérer les sites hémi-méthylés et de basculer la cytosine
méthylée pour permettre son ancrage et induire le recrutement de la Dnmt1 au niveau de la
cytosine a méthyler en amont de la séquence d’ADN (Bronner et al., 2010; Greiner et al., en
préparation; Hashimoto et al., 2009 ). /n vivo, ce seraient donc le basculement de base induit
par le domaine SRA, et la coopération de la Dnmtl, ainsi que les multiples interactions de
UHRFI1 avec les histones et les protéines de régulation de la chromatine qui favoriseraient
I'ancrage de la protéine au niveau de sites stratégiques du génome. En effet, la liaison du
domaine TTD a I’histone H3 étant nécessaire a la méthylation de maintenance de ’ADN
(Rothbart et al., 2012), on peut imaginer que les différents domaines de UHRFI se

coordonnent pour une duplication fidéle des profils de méthylation de I’ADN.

En plus des 5-méthylcytosine (SmC), des études génomiques ont récemment révélé
l'existence de 5-hydroxyméthylcytosines (ShmC) au sein des séquences d'ADN, résultant de
'oxydation de la 5SmC catalysée par la famille de protéines Tet (Kriaucionis and Heintz, 2009;
Tahiliani et al., 2009). Les sites ShmC joueraient un rdle dans le processus de déméthylation
de I'ADN. D'autre part, ils présentent des profils particuliers et pourraient constituer une
modification épigénétique a part entiere. Une étude récente révele que le domaine SRA de la
proté¢ine UHRF1 est capable de reconnaitre la ShmC et d'induire son basculement avec la
méme affinit¢ que pour la SmC (Frauer et al.,, 2011). Le role de ce mécanisme de
reconnaissance des sites ShmC par le domaine SRA de UHRF1 reste encore a déterminer.
Cependant, il parait évident qu'il pourrait jouer un role important dans la régulation de
I'expression des génes, d'une maniere similaire a l'analogue 5mC, en permettant le

recrutement de facteurs de régulation spécifiques au niveau de régions ciblées du génome.

Le domaine SRA de UHRFI1 apparait donc comme un acteur essentiel de la régulation
épigénétique, permettant la connexion entre la méthylation de 'ADN et les modifications des

histones.

2.5. Le domaine RING ("Really Interesting New Gene domain")

Au niveau de la région C-terminale de hUHRF1, on trouve un domaine en doigts de

zinc de type RING composé des acides aminés 724 a 763. Ce domaine RING posséde la seule

64



activité enzymatique connue de la protéine UHRFI1, une activité E3 ligase. Cette enzyme
catalyse la derniere étape d'une cascade de réactions permettant la liaison covalente de
l'ubiquitine sur les histones ou d'autres protéines, leur mono-ubiquitinylation participant a des
fonctions régulatrices alors que leur poly-ubiquitinylation entraine leur dégradation par le
protéasome. Ainsi, des études ont démontré que la protéine UHRF1 possede une forte activité
d'auto-ubiquitinylation grace a son domaine RING, ce processus constituant un mécanisme
d'auto-régulation (Felle et al., 2011; Jenkins et al., 2005; Karagianni et al., 2008; Qin et al.,
2011). D'autre part, grace a son activité E3 ligase, le domaine RING serait également capable
d'ubiquitinyler les histones avec une préférence marquée pour l'histone H3 nucléosomique
(Citterio et al., 2004; Karagianni et al., 2008). En plus de I'histone H3, le domaine RING est
susceptible  d'induire  1'ubiquitinylation d'autres protéines. Ainsi, en favorisant
l'ubiquitinylation de la Dnmtl, le domaine RING de la protéine UHRF1 participe activement
au processus de dégradation de cette enzyme (Bronner, 2011; Du et al., 2010; Felle et al.,
2011; Qin et al.,, 2011). Une autre protéine ubiquitinylée grace a l'activit¢ E3 ligase de
UHRF1 est la protéine suppresseur de tumeur PML ("promyélocytic leukemia"), impliquée
dans les leucémies promyélocytaires et dans la tumorigenése de multiples formes de cancers.
En facilitant I'ubiquitinylation et la dégradation de la protéine PML, la surexpression de la
protéine UHRF1 observée dans certains cancers favoriserait le développement de la tumeur
(Guan et al., 2012). Enfin, le domaine RING permettrait le recrutement de protéines de

régulation épigénétique telles que 1'histone méthyltransférase G9a (Kim et al., 2009b).

3. Expression cellulaire de hUHRF1

Les profils d'expression des différents membres de la famille UHRF sont extrémement
variables selon les tissus et les espeéces. Concernant la protéine hUHRF1, sa production est
remarquablement corrélée avec la prolifération cellulaire. En effet, alors que dans les tissus
hautement différenciés, tels que le systeme nerveux central et les leucocytes périphériques, les
ARNm d'UHRF1 sont pratiquement absents, ils sont retrouvés de maniere particulierement
abondante dans les cellules proliférantes et/ou non différenciées telles que dans les tissus
feetaux, le thymus et la moelle osseuse (Bronner et al., 2007a; Hoptner et al., 2000; Pichler et

al., 2011).
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La prot¢ine hUHRFI1 est exprimée dans le noyau. Dans les cellules saines, elle
présente deux pics d'expression, a la fin de la phase G1 ou elle se concentre au niveau de
I’hétérochromatine (Bostick et al., 2007), et lors de la transition G2/M (Jeanblanc et al., 2005;
Mousli et al., 2003). A l'inverse, dans les cellules cancéreuses, 1'expression de la protéine est
indépendante du cycle cellulaire et se retrouve de maniere constante a des taux relativement
¢levés (Jeanblanc et al., 2005; Mousli et al., 2003). Ainsi, une surexpression de hUHRFI,
souvent associée a la progression de la maladie, a été observée dans divers cancers tels que le
cancer du sein (Hopfner et al., 2000; Jenkins et al., 2005; Mousli et al., 2003; Unoki et al.,
2004), de la prostate (Babbio et al., 2012; Jenkins et al., 2005), de la vessie (Unoki et al.,
2009b; Yang et al., 2012) et des poumons (Daskalos et al., 2011; Hopfner et al., 2000; Unoki
et al.,, 2010), le cancer colorectal (Sabatino et al., 2012; Wang et al., 2012), les lésions
cervicales (Lorenzato et al., 2005), les gliomes (Oba-Shinjo et al., 2005), le
rhabdomyosarcome (Schaaf et al., 2005) et 1'adénocarcinome pancréatique (Crnogorac-

Jurcevic et al., 2005).

4. Les différents roles de la protéine hUHRF1

4.1. Auto-régulation de UHRF1 et régulation de la Dnmt1

Grace a l'activité E3 ligase de son domaine RING, la protéine UHRF1 est impliquée
dans sa propre régulation et celle de la Dnmt1. En effet, la protéine UHRF1 posséde une forte
activité d'auto-ubiquitinylation (Felle et al., 2011; Jenkins et al., 2005; Karagianni et al., 2008;
Qin et al., 2011). D'autre part, l'acétylation de la Dnmt1 par 'acétyltranstérase Tip60 favorise
l'ubiquitinylation de la Dnmtl par UHRF1 (Bronner, 2011; Du et al.,, 2010). Les deux
protéines, UHRF1 et Dnmtl, sont alors ciblées et dégradées par le protéasome. A l'inverse,
I'enzyme HAUSP ("herpes virus—associated ubiquitin specific protease" ou Usp7 pour
"ubiquitin specific peptidase 7"), qui interagit de manicre directe avec les deux protéines
UHRF1 et Dnmtl, permet leur dé-ubiquitinylation et les protége de la dégradation par le
protéasome (Bronner, 2011; Du et al., 2010; Felle et al., 2011; Ma et al., 2012; Qin et al.,
2011). Ainsi, UHRF1 et HAUSP ont des effets opposés et jouent un rdle dans la stabilisation




des protéines UHRF1 et Dnmtl en régulant leur statut d'ubiquitinylation de maniére

dépendante du cycle cellulaire.
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Figure 19 : Modele de régulation des protéines UHRF1 et Dnmtl (D'apres (Du et al., 2010)
et (Maetal, 2012))

1) HAUSP interagit avec Dnmtl et UHRF1 au niveau de la chromatine, dans un complexe
contenant Tip60, HDACI1 et PCNA. HDACI preévient l'acétylation de la Dnmtl et HAUSP
empéche UHRFI de s'auto-ubiquitinyler et d'ubiquitinyler la Dnmtl, prévenant ainsi leur
degradation par le protéasome.

2) Lors de la phase S, apres la réplication des profils de méthylation de I'ADN médiée par la
Dnmtl en association avec UHRF1, HAUSP se dissocie de la Dnmtl qui n'est donc plus
protégée. L'augmentation de Tip60 induit alors l'acétylation de la Dnmtl qui a son tour
entraine ['ubiquitinylation de la Dnmtl par la protéine UHRFI.

3) Lors de la phase M, le complexe cycline B-Cdkl permettrait la phosphorylation de la
protéine UHRFI, entrainant la dissociation d'HAUSP. UHRFI1 pourrait alors s'auto-
ubiquitinyler induisant sa dégradation par le protéasome.
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Dans le modéle actuellement proposé (Figure 19) (Bronner, 2011; Du et al., 2010;
Felle et al., 2011; Ma et al., 2012) HAUSP interagit avec Dnmt1, ce duplex étant recruté par
UHRF]1 au niveau de la chromatine, dans un complexe contenant Tip60, HDACI et PCNA.
HDACI1 prévient l'acétylation de la Dnmtl et HAUSP empéche UHRF1 de s'auto-
ubiquitinyler et d'ubiquitinyler la Dnmt1, prévenant ainsi leur dégradation par le protéasome.
Outre son rdle de protection, HAUSP stimulerait 1'activité enzymatique de la Dnmtl (Felle et
al., 2011). Lors de la phase S, apres la réplication des profils de méthylation de ' ADN médiée
par la Dnmtl en association avec UHRF1, HAUSP se dissocie de la Dnmtl qui n'est donc
plus protégée. L'augmentation de Tip60 induit alors 1'acétylation de la Dnmtl qui & son tour
entraine l'ubiquitinylation de la Dnmtl par la protéine UHRFI. Lors de la phase M, le
complexe cycline B-Cdk1 permettrait la phosphorylation de la protéine UHRF1, entrainant la
dissociation d'HAUSP (Ma et al., 2012). UHRF1 pourrait alors s'auto-ubiquitinyler induisant

sa dégradation par le protéasome.

4.2. hUHRF1 dans la régulation du cycle cellulaire

Plusieurs études révelent 1'importance de la protéine UHRF1 dans la progression du
cycle cellulaire. Ainsi, la suppression de la protéine hUHRF1 dans divers types cellulaires
entraine 1'inhibition de leur progression avec un arrét des cellules en phase Gl ou G2/M
pouvant parfois entrainer I'apoptose (Abbady et al., 2005; Bronner et al., 2007a; Jenkins et al.,
2005; Tien et al., 2011; Unoki et al., 2004). D'autre part, la surexpression de hUHRF1
augmente la proportion de cellules dans les phases S et G2/M (Jeanblanc et al., 2005).
L'induction de diverses voies de signalisation cellulaire telles que la voie de controle
pS3/p21Cipl/WAF1 activée en réponse aux dommages de 1'ADN (Arima et al., 2004;
Bronner et al., 2007a; Jenkins et al., 2005), la voie du TCR (récepteur des cellules T) (Abbady
et al., 2005), celle de p73 (Abusnina et al., 2011; Alhosin et al., 2010), ou encore l'inhibition
de celle de ERK1/2 (Fang et al., 2009), est associée a une réduction de l'expression de la
protéine hUHRF1 et provoque également l'arrét du cycle cellulaire en G1 pouvant entrainer la
mort cellulaire (Figure 20). La protéine hUHRF1 semble donc posséder une propriété anti-
apoptotique et joue un rdle essentiel dans l'entrée en phase S du cycle cellulaire et lors de la

transition G2/M. Bien que de nombreuses études révelent une corrélation entre la réduction de




I'expression de UHRF1 et l'arrét du cycle cellulaire ou I'apoptose, les mécanismes

moléculaires de ce processus restent encore indétermings.

L'entrée et la progression des cellules dans le cycle cellulaire sont régulées par
I’activation séquentielle de kinases cycline-dépendantes (Cdk) en complexe avec des cyclines.
Lorsqu'ils sont activés lors de la prolifération cellulaire, ces complexes vont induire
I'hyperphosphorylation de la protéine du rétinoblastome (pRb) qui va alors se dissocier du
facteur de transcription E2F-1 (Figure 20). Ce facteur de transcription est un acteur clé de la
transition G1/S, et une fois libéré de son inhibition par pRb, il va permettre l'expression de
diverses protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire telles que des cyclines, des
Cdk, des régulateurs des points de controle du cycle cellulaire, ou encore des protéines de
réparation de 'ADN. Le promoteur du gene codant pour hUHRFI contenant trois sites de
liaison pour E2F-1, le réle de la protéine hUHRF1 dans la transition du cycle cellulaire
semble étre controlé par cette famille de facteurs de transcription (Arima et al., 2004; Mousli
et al., 2003; Unoki et al., 2004). Dans la progression du cycle cellulaire, E2F1 une fois
dissoci¢ de pRb permet donc d'activer l'expression de la protéine hUHRF1. D'autre part, la
protéine hUHRF1 peut réguler négativement pRb en empéchant sa transcription par liaison au
promoteur de son géne RBI méthylé, ou en interagissant directement avec la protéine pRb
hyperphosphorylée (Jeanblanc et al., 2005). En absence de pRb, le facteur E2F1 peut alors
activer les geénes nécessaires a l'entrée en phase S du cycle cellulaire. En régulant
négativement pRb par ces deux mécanismes, la protéine hUHRF1 favorise donc la transition
G1/S du cycle cellulaire. D'autre part, lors de la transition G1/S, la phosphorylation
d'hUHRF1 induite par la PKA (protéine kinase A) via la voie de signalisation cAMP
(adénosine monophosphate cyclique) augmenterait la liaison dhUHRF1 au promoteur ICB2
du gene topoisomérase I, favorisant son expression (Trotzier et al., 2004). La topoisomérase
ITo étant un acteur essentiel de la réplication, son activation par la protéine UHRFI

favoriserait également 1'entrée en phase S du cycle cellulaire.
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Outre son rdle dans la régulation du cycle cellulaire, la protéine UHRF1 semble jouer
un role dans la réponse aux dommages de I'ADN. En effet, dans différents types cellulaires,
on observe une diminution significative de la protéine hUHRF1 et de son ARNm lorsque
I'ADN est endommagé (Arima et al., 2004; Bronner et al., 2007a; Jenkins et al., 2005). La
réduction constatée de hUHRF1 semble étre provoquée a la fois par une réduction de sa
transcription et par la stimulation d'une voie protéolytique (Arima et al., 2004). Dans ce
contexte, l'expression de la protéine hUHRF1 est régulée par la voie de controle
p53/p21Cipl/WAFI1 activée en réponse aux dommages de I'ADN (Figure 20). Le complexe
p21Cipl/WAFTI inhibe l'activité des Cdk et empéche la phosphorylation de pRb qui reste li¢
au facteur E2F1. L'expression de la protéine hUHRFI1 est inhibée et le cycle cellulaire bloqué
en G1/S. 1l est important de noter que méme dans les cellules cancéreuses dans lesquelles p53
est inactif, la réduction de l'expression de hUHRF1 peut seule empécher la prolifération
cellulaire et induire l'apoptose (Abbady et al., 2003). Ces observations suggerent que la
protéine hUHRFT1 constitue un élément de la voie de réponse aux dommages de I'ADN. Bien
que présentant des résulats quelque peut contradictoires avec cette premiére série de travaux,
une étude récente vient confirmer l'implication directe de la protéine UHRF1 dans ce
processus (Tien et al., 2011). En effet, dans cette étude, la protéine hUHRF1 est retrouvée
accumulée au niveau des sites endommageés de 'ADN. D'autre part, I'inhibition de la protéine
hUHRF1 dans des cellules cancéreuses induit directement 1'activation de la voie de réponse
aux dommages de I'ADN indépendamment de p53 et grace aux protéines kinases ATM
(ataxia telangectasia mutated) et/ou ATR (ATM and Rad3-related) qui inhibent la
phosphorylation de la Cdkl, induisant 1'arrét du cycle cellulaire en G2/M et l'apoptose. Ces
résultats suggerent que la protéine UHRFI joue un réle important dans la réponse aux
dommages de 'ADN et pourrait étre associée au systeme de réparation de I'ADN. Chez les
souris, on observe ainsi mUHRFI1 en complexe avec des facteurs de réparation tels que
PARP-1, XRCC1, TopBPI, PCNA et Emel (Mistry et al., 2008; Unoki et al., 2004), et les
cellules dépourvues en mUHRF1 sont plus sensibles aux agents causant des dommages a

I'ADN (Muto et al., 2002).
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4.3. hUHRF1 dans la régulation épigénétique

De nombreuses études ont révélé l'importance de la protéine UHRF1 dans la
régulation et la maintenance du code épigénétique (Bronner et al., 2010; Hashimoto et al.,
2009; Hashimoto et al., 2010). En recrutant de nombreux partenaires de régulation au niveau
de la chromatine, la prot¢ine UHRF1 constituerait un point focal, et permettrait la formation
d'un gros complexe macromoléculaire appel¢é ECREM ("Epigenetic Code REplication
Machinery") responsable de la transmission du code épigénétique (Bronner et al., 2007b; Kim
et al., 2009b; Sharif et al., 2007). Dans ce complexe, la protéine UHRFI1 jouerait un role
central puisqu'elle est la seule protéine connue capable de coordonner directement la
méthylation de 'ADN et les modifications des histones. D'autre part, en étant capable de lire
une marque épigénétique et de recruter le partenaire capable de catalyser la synthése de cette
méme marque, la protéine UHRF1 serait un acteur clé de la réplication du code épigénétique

lors des divisions cellulaires.

D'une part, essentiellement grace a son domaine SRA, la protéine UHRF1 joue un rdle
fondamental dans la transmission des profils de méthylation de I'ADN. Ainsi, de la méme
maniere que les mutants Dnmtl, les souris "knockout" pour UHRFI meurent durant
I'embryogenese, et la déplétion de hUHRF1 ou mUHRF1 entraine une perte massive de la
méthylation globale et locale de 'ADN (Bostick et al., 2007; Sharif et al., 2007). La protéine
UHRF]1 favorise la localisation de la Dnmtl au niveau de la chromatine, préférentiellement au
niveau des sites hémi-méthylés, et s'associe avec la Dnmtl et PCNA au niveau de la fourche
de réplication (Bostick et al., 2007; Sharif et al., 2007). En guidant la Dnmt1 au niveau de
I'ADN hémi-méthylé, la protéine UHRF1 constituerait donc un élément essentiel dans la
maintenance de la méthylation de I'ADN et la réplication de 1'hétérochromatine (Bostick et al.,

2007; Karagianni et al., 2008; Papait et al., 2008; Sharif et al., 2007).

D'autre part, grace a ses domaines TTD et PHD, la protéine UHRF1 est capable de lire
le code histone et serait susceptible de le transmettre en recrutant les enzymes de modification
de la chromatine correspondantes. Ces deux domaines semblent fonctionner en association
pour reconnaitre spécifiquement et simultanément les marques H3K4meO, H3R2me( et
H3K9me3 (Arita et al.,, 2012; Nady et al., 2011; Xie et al., 2012). En reconnaissant ces
modifications et en recrutant G9a et HDACI au niveau de ces régions spécifiques du génome,

UHRF]1 favoriserait la formation de 1'hétérochromatine et sa propagation. D'autre part, lors de
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la réplication, la prot¢ine UHRF1 serait capable de reconnaitre H3K9me3 sur l'histone
parentale et de recruter la méthyltransférase G9a qui catalyserait spécifiquement la
méthylation d'H3K9 sur 'histone nouvellement assemblée (Bronner et al., 2010; Hashimoto et
al., 2010). Grace a ce mécanisme, la protéine UHRF1 serait donc capable de répliquer le code
histone. Enfin, grice a son domaine RING, la protéine UHRF1 joue également un rdle
d'effecteur en favorisant 1'ubiquitinylation des histones (Citterio et al., 2004; Karagianni et al.,

2008), entrainant l'activation ou la répression de genes.

Q Unmethylated Cyt

, Methylated Cyt (5mC)

|
e
|

Figure 21 : Modele proposé pour la réplication simultanée des profils de méthylation de
I'ADN et de modifications des histones induite par UHRFI1 (Hashimoto et al, 2009).
L'existence simultanée de modules de reconnaissance de I'ADN méthylé (via SRA) et des
histones (via TTD et PHD) dans la protéine UHRFI permettrait la maintenance et la
conversion des marques épigénétiques de répression a la fois sur I'ADN et les histones.

Grace a ses différents domaines, la protéine UHRF1 serait donc capable de lire
simultanément les modifications de I'ADN et des histones, d'intégrer ces informations, et
d'induire en conséquence des modifications de la chromatine via son domaine RING ou en
recrutant divers acteurs de la régulation épigénétique (Figure 21). Soutenant cette hypothese,
la proté¢ine UHRF1 est particuliecrement enrichie au niveau des nucléosomes lorsqu'ils

contiennent H3K4me0/K9me3 et semble favoriser la méthylation de I'ADN au niveau de ces
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régions (Bartke et al., 2010 ; Rothbart et al., 2012). Une étude récente révele ainsi les
modifications simultanées des profils de méthylation d'H3K9, d'acétylation et de méthylation
de I'ADN dans des cellules cancéreuses dans lesquelles UHRF1 a été supprimé (Babbio et al.,
2012). D'autre part, confirmant la liaison entre la modification des histones et la méthylation
de I'ADN induite par UHRF1, la capacité de la protéine a réprimer l'expression de genes
cibles en favorisant la méthylation de leur promoteur est corrélée a la liaison dUHRFI1 au
niveau des nucléosomes non modifiés sur H3R2 (Rajakumara et al., 2011). La protéine
UHRF1 semble permettre une action synergique de la méthylation de 1'ADN et des
modifications des histones qui travaillent ensemble pour influencer la structure de la
chromatine et 'expression des genes. Cette synergie est particulierement évidente dans la
répression des geénes ou UHRF1 favorise 1'organisation de 1'hétérochromatine en coordonnant
la formation d'un complexe macromoléculaire capable de catalyser I'acétylation des histones
via HDACI, la méthylation d'H3K9 via G9a, et la méthylation de 'ADN via la Dnmtl
(Bronner et al., 2010).

Ainsi, grace a son domaine SRA et ses domaines TTD et PHD, la protéine UHRF1
agit respectivement a l'interface entre 'ADN et les histones. Lors de la réplication, en
favorisant simultanément la transmission des profils de méthylation de 'ADN via la Dnmtl et
celle des modifications des histones via G9a et HDACI, elle jouerait un rdle essentiel dans la

réplication du code épigénétique (Figure 21).

4.4. hUHRF1 dans la cancérogencse

La protéine hUHRFI1 est surexprimée dans de nombreux cancers, probablement du fait
de la dérégulation de divers processus dans les cellules cancéreuses, tels que la progression
rapide des cellules et la fréquence des mécanismes de réparation de I'ADN. D'autre part, le
gene p53 est muté dans 50 % des cancers, son expression ou sa fonction étant supprimée
(Hussain and Harris, 2000). La voie de p53 régulant négativement l'expression de UHRF1
(Arima et al., 2004) par désactivation du facteur de transcription E2F-1, sa dérégulation
pourrait expliquer la surexpression de la prot¢ine UHRF1 observée dans certains cancers
(Unoki et al., 2009a). Cette surexpression serait responsable du déréglement de divers
processus cellulaires. Ainsi, I'expression de la protéine UHRF1 dans les tissus tumoraux est

corrélée a I'hyperméthylation de promoteurs de genes suppresseurs de tumeurs sur lesquels la
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protéine est retrouvée localisée et coordonnerait la répression des genes (Unoki et al., 2004).
Confirmant le rdéle direct de UHRF1 dans 1'établissement et/ou la transmission de ces
répressions, la déplétion de la protéine dans les tissus concernés entraine la réactivation des
genes suppresseurs de tumeur, accompagnée d'une déméthylation de I'ADN et de
l'introduction de modifications activatrices des histones (Babbio et al., 2012; Daskalos et al.,
2011; Sabatino et al., 2012; Wang et al., 2012). D'autre part, UHRF1 jouant un rdle dans la
régulation du cycle cellulaire, sa surexpression favoriserait le maintien des cellules
cancéreuses dans un état prolifératif empéchant leur différenciation. En réprimant de manicre
permanente l'expression de génes impliqués dans la progression du cycle cellulaire, tels que
RBI et p16™** 1a protéine favoriserait ainsi le développement des tumeurs (Achour et al.,
2008; Bronner et al., 2007a; Jeanblanc et al., 2005 ; Wang et al., 2012). Confirmant le role
d'UHRF1 dans la progression des cancers, la déplétion de la protéine dans les tissus et les
cellules cancéreuses réduit leur prolifération, diminue leur propriété de migration, et induit

leur apoptose (Daskalos et al., 2011; Unoki et al., 2004; Wang et al., 2012).

Ainsi, en entrainant la répression de nombreux génes suppresseurs de tumeur, en
favorisant la prolifération cellulaire aberrante, la migration, et 1'échappement a I'apoptose des
cellules cancéreuses, la protéine UHRF1 joue un rdle central dans la cancérogenese et/ou dans

le maintien du phénotype cancéreux.

5. UHRF1 comme marqueur diagnostique et pronostique du cancer

La surexpression de la protéine UHRF1 observée dans les cancers est souvent corrélée
a I'évolution de la maladie. Ainsi, dans le cancer de la vessie, elle est associée a un risque
augmenté de la progression apres résection transurétrale (Unoki et al., 2009b), et dans les
cancers non-invasifs elle est liée au stade de la tumeur et a la récurrence de la maladie, avec
un temps de survie moyen diminué lorsque l'expression d'UHRF1 est élevée (Yang et al.,
2012). Dans le cancer des poumons, l'expression d'UHRFI1 est associée au type histologique
de la tumeur (adénocarcinomes ou non), a la propagation de la maladie cancéreuse sur le site
de la tumeur primitive (facteur T) et dans les ganglions lymphatiques voisins (facteur N), et a
un pauvre pronostic chez les patients atteints d'un cancer bronchique non-li¢ a de petites
cellules (Unoki et al., 2010). L'expression de la protéine UHRF1 est également liée au stade

de la tumeur dans les cancers colorectaux (Sabatino et al., 2012; Wang et al., 2012) et au taux
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de survie apres prostatectomie dans le cancer de la prostate (Babbio et al., 2012). L'expression
de la protéine UHRF1 étant facilement détectable par immunohistochimie, elle apparait donc
comme un nouveau marqueur diagnostique et pronostique potentiel dans un certains nombre
de cancers (Babbio et al., 2012; Crnogorac-Jurcevic et al., 2005; Unoki et al., 2010; Unoki et
al., 2009b; Wang et al., 2012; Yang et al., 2012).

6. UHRF1 comme cible thérapeutique potentielle

Plusieurs raisons laissent a penser que la protéine UHRFI1 pourrait étre une cible
thérapeutique intéressante dans les traitements anticancéreux. En effet, la protéine UHRF1,
fréquemment surexprimée dans les cancers, est impliquée dans la cancérogenése en raison de
son role dans la progression du cycle cellulaire et de ses propriétés anti-apoptotiques. Le fait
que la déplétion dUHRF1 dans les cellules cancéreuses puisse réduire la prolifération et la
croissance cellulaire indépendante de 1'ancrage, réactiver des génes suppresseurs de tumeur, et
entrainer l'apoptose, indique que ['utilisation d'agents thérapeutiques ciblant la protéine
pourrait étre bénéfique dans le traitement des cancers (Daskalos et al., 2011; Wang et al.,
2012). De plus, la protéine UHRF1 ne semblant pas absolument requise pour la prolifération
cellulaire des cellules saines, son inhibition permettrait d'affecter la prolifération des cellules
cancéreuses sans affecter la viabilité des cellules souches embryonnaires et des cellules saines
en générale (Bronner et al., 2007a; Muto et al., 2002). D'autre part, des études révelent que la
diminution de l'expression de UHRF1 augmente la sensibilité des cellules cancéreuses a
I'hydroxyurée ou d'autres agents anticancéreux (Bronner et al., 2007a; Jenkins et al., 2005; Un
et al., 2006). La diminution de I'expression de la prot¢ine UHRF1 permettrait d’augmenter la
chimio-sensibilité des cellules cancéreuses, probablement grace a la réexpression des genes
suppresseurs de tumeur, et pourrait donc constituer une stratégie intéressante pour

accompagner les traitements anticancéreux déja existants (Bronner et al., 2007a).
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II- OBJECTIFS

On découvre aujourd'’hui que les altérations épigénétiques sont impliquées dans le
développement de nombreuses maladies et particulierement dans le cancer (Portela and
Esteller, 2010). L'¢tude au niveau fondamental des mécanismes régissant la régulation
épigénétique apparait donc comme une stratégie intéressante pour découvrir de nouveaux
agents thérapeutiques agissant par des mécanismes originaux. Parmi les acteurs de la
régulation épigénétique, la protéine UHRF1 possede un ensemble de caractéristiques lui
permettant de maintenir et de transmettre des modifications épigénétiques grace aux différents
domaines qui la constituent (Bronner et al., 2010; Hashimoto et al., 2009; Hashimoto et al.,
2010). Elle apparait donc comme une cible de choix pour le développement de nouvelles
molécules qui pourraient constituer une alternative aux inhibiteurs des Dnmts utilisés dans les
traitements anticancéreux. Par ailleurs, I'étude de cette protéine apporte un nouveau niveau de

compréhension dans la régulation des mécanismes épigénétiques.

Dans le processus de duplication des profils de méthylation de I’ADN, la protéine
UHRF1 permettrait le recrutement de la Dnmtl au niveau des sites CpG hémi-méthylés
reconnus par son domaine SRA (Bostick et al., 2007; Sharif et al., 2007). Ce domaine se
comporte comme une main dont les doigts font basculer la cytosine méthylée dans le grand
sillon de I’ADN (Arita et al., 2008; Avvakumov et al., 2008; Hashimoto et al., 2008). Ce
mécanisme de reconnaissance des sites hémi-méthylés, lui permettrait de s'ancrer a des
endroits stratégiques, facilitant le recrutement de la Dnmtl. Dans ce contexte, notre projet
vise a comprendre les mécanismes intimes de l'interaction du domaine SRA de UHRF1 avec
I'ADN hémi-méthylé et du basculement de la cytosine méthylée. Pour répondre a ces
questions, la 2-aminopurine (2-Ap) nous est apparue comme un outil de choix. En effet, la 2-
Ap est un analogue fluorescent de I’adénine pouvant substituer une base naturelle dans un
ADN double brin et y jouer le role de rapporteur fluorescent. La 2-Ap est sensible a son
microenvironnement et plus particuliérement a I’empilement ("stacking") avec ses bases
voisines. Pour cette raison, elle donne des informations locales au sein d’un acide nucléique.
Dans nos expériences, l’introduction de la 2-Ap a différentes positions dans des
oligonucléotides (ODNSs) de 12 pb présentant un unique site CpG hémi-méthylé nous a permis
d’¢lucider les changements de conformation locaux induits par la liaison du domaine SRA au

voisinage de son site de liaison. D'autre part, la comparaison de l'effet de la liaison du
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domaine SRA sur la dynamique des acides nucléiques dans des ODNs dont le site de
reconnaissance CpG est hémi-méthylé, non-méthylé ou bi-méthylé nous a permis de
caractériser plus avant la liaison du domaine SRA a 'ADN. Grace a de multiples techniques
physiques telles que la spectroscopie de fluorescence a 1’état stationnaire, la fluorescence
résolue en temps, et le transfert d'énergie de fluorescence (FRET), nous avons ainsi
approfondi nos connaissances au niveau moléculaire des mécanismes d'interaction du

domaine SRA de UHRF1 avec 'ADN.
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III- MATERIELS ET METHODES

A. Matériels

1. Domaine SRA (408-643) de la protéine UHRF1

GHM *®KEC TIVPS NHYGP IPGIP VGTMW RFRVQ VSESG VHRPH VAGIH GRSND GAYSL VLAGG
YEDDV DHGNF FTYTG SGGRD LSGNK RTAEQ SCDQK LTNTN RALAL NCFAP INDQE GAEAK
DWRSG KPVRV VRNVK GGKNS KYAPA EGNRY DGIYK VVKYW PEKGK SGFLV WRYLL RRDDD
EPGPW TKEGK DRIKK LGLTM QYPEG YLEAL ANRER EKENS KREEE EQQEG GFASP RTG**

Figure 22 : Séquence d’acides aminés apres digestion a la yTEV. M = 26.749 Da; € =
43.890 M em™ ; Nombre d’acides aminés = 239.

1.1. Production et purification de la protéine

Le domaine SRA de hUHRF1 (résidus 408 a 643) est produit et purifi¢ d’apres le
protocole de Delagoutte et al. 2008 (Delagoutte et al., 2008) par Catherine Birck grace a une
collaboration avec le Département de Biologie Structurale Intégrative de I'IGBMC. Le
plasmide utilisé contient la séquence codant pour le domaine SRA (408-643) intégrée dans un
vecteur d’expression pHGWA qui permet de produire une protéine avec une étiquette
hexahistidine en N-terminal ainsi qu’un site de clivage a la rTEV (recombinante tobacco etch
virus). Apres digestion a la rTEV, trois résidus (GHM) sont conservés en N-terminal de la

protéine SRA (Figure 22).

Des bactéries Escherichia coli BL21(DE3) transformées par le plasmide d’expression
de SRA et le plasmide pLysS, qui permet de bloquer la production de la protéine hors
induction par I’IPTG (isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside), sont mises en culture dans du
milieu LB contenant 100 pg.mL’ d’amipicilline et 35 pgmL" de chloramphénicol et
incubées a 37°C jusqu’a I’obtention d’une DOgyo de ~ 0,4. La température est réduite a 20°C
pendant 30 min et, afin d’induire I’expression de la protéine, de I'IPTG est ajouté a une

concentration finale de 0,5 mM. La croissance des bactéries est poursuivie pendant 5 h apres
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lesquelles les bactéries sont récoltées par centrifugation et lysées par sonication dans du
tampon A (30 mM Tris-HCI pH 7, 150 mM NaCl, 10 mM imidazole, 200 U de benzonase, 5
mM [B-mercaptoéthanol et 1 mM PMSF) a 4°C. Le lysat est clarifié par centrifugation a
14.000 rpm pendant 45 min a 4°C puis chargé sur une colonne d’affinité¢ au nickel (5 mL
Ni*"-loaded HiTrap Chelating HP column, GE Healthcare). La protéine SRA est éluée avec
un gradient linéaire d’imidazole de 10 a 300 mM dans le tampon A. Les fractions contenant la
protéine SRA sont identifiées par gel SDS-PAGE, concentrées, et dialysées pendant la nuit
contre le tampon A. La protéine dialysée est digérée par la protéase rTEV pendant 72 h a 4°C
au ratio de 1 mg de protéase pour 40 mg de protéines puis le mélange réactionnel est chargé
sur une colonne d’affinit¢ au nickel. La protéine SRA retrouvée dans les fractions qui
s’écoulent de la colonne est concentrée et chargée sur une colonne de chromatographie
d’exclusion stérique (Superdex 75 HR 16/50, Amersham Biosciences) équilibrée avec 25 mM
Tris-HCl pH 7,5, 50 mM NaCl, 0,5 mM PMSF, 2 mM TCEP (Tris(2-
carboxyéthyl)phosphine). Les fractions contenant la protéine d’intérét sont identifiées par gel
SDS-PAGE et la protéine est concentrée sur des filtres a centrifuger (Amiconl5 MWCO 10

kDa) a une concentration d’environ 2 mg/mL (65 puM).

1.2. Stockage de la protéine

La protéine SRA ayant tendance a précipiter a la congélation, 5 % de glycérol sont
ajoutés a la solution de protéine avant de I’aliquoter (150 pL) et de la congeler rapidement

dans de I’azote liquide afin d’éviter son agrégation. La protéine est ensuite conservée a -80°C.

1.3. Marquage de la protéine au Cy3

Afin de déterminer I’affinité de la protéine SRA (408-643) pour ’ADN par la
technique de transfert d’énergie non-radiatif (FRET, Fluorescence Resonance Energy
Transfer) (voir p. 94), la protéine est marquée sélectivement sur une cystéine par un

fluorophore, le Cy3, et les oligonucléotides partenaires a leur extrémité 5° par du CyS5.
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CYS 512

CYS 497

Cys 410

CYS 410 : 3 % d'exposition
CYS 497 : 66 % d'exposition
CYS 5§12 ; 0 % d'exposition

Figure 23 : Degrés d’exposition des cystéines de la protéine SRA (408-643). Calculs effectués
sur "http://curie.utmb.edu/getarea.html" et représentation sur VMD (code PDB 2PB?7).

La protéine SRA (408-643) possede trois cystéines (Figure 22) dont une seulement est
exposée au solvant (Figure 23), la cystéine 497. Le marquage sélectif de cette protéine sur une
cystéine est donc possible. De plus, la distance théorique entre le fluorophore de ’ADN en 5’
et le fluorophore de la protéine sur la cystéine 497 est adéquate pour observer du transfert

d’énergie entre les deux fluorophores lors d’une interaction ADN/protéine (Figure 24).

Extrémité 5' de 'ADN
marquee au Cy5

CYS 497

Figure 24 : Représentation tridimensionnelle du complexe SRA/ADN. La distance entre la
cystéine 497 de la protéine SRA et l'extrémité 5’ de I’ADN est représentée par la ligne
pointillée bleue (28,22 A). Représentation sur VMD, code PDB 3CLZ.
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Pour effectuer le marquage de la protéine SRA (408-643), on utilise le kit de
marquage "Amersham Cy3 Maleimide Monoreactive dye 5-pack". La sonde Cy3 fournie est
une maléimide mono-fonctionnelle (Figure 25) permettant le marquage de composés

contenant un groupement sulfhydryle libre tel que la cystéine.

Figure 25 : Structure chimique du Cy3.

La monodose de poudre de sonde Cy3 (M = 765,95 g. mol™) est diluée dans 50 pL de
DMF (diméthylformamide) et ajoutée en exces a 1 mL de protéine concentrée a environ 1
mg/mL. La solution réactionnelle est incubée pendant 2 h a 4°C. Le tampon protéique
contient du TCEP, un réducteur qui permet de réduire les ponts disulfures autorisant ainsi le

groupement sulthydryle de la cystéine a interagir avec le groupement malé¢imide de la sonde

(Figure 26).

GSH Sulfhydryl
molecule Thioether bond
(@)

@)
Maleimide \ Q
j ) H 6.5-7.5
compound R-N ) P > R”\??\S
o ¢

Figure 26 : Réaction entre un composé maléimide et une molécule contenant un groupement
sulfhydryl.
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Pour éliminer le fluorophore qui ne se serait pas lié a la protéine, on effectue une gel
filtration (Superdex 200) sur une colonne équilibrée avec 25 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM
NaCl, 0,5 mM PMSF, 2 mM TCERP. Elle a été effectu¢e a ’IGBMC par Nicolas Lévy sur les

1 mL de protéine marquée.

Les fractions contenant la protéine d’intérét sont identifiées par gel SDS-PAGE et la
protéine est concentrée sur des filtres a centrifuger (Amiconl5 MWCO 10 kDa). La protéine

concentrée obtenue est aliquotée et conservée dans 5 % de glycérol a -80°C.

Pour calculer le pourcentage de protéine marquée, on observe son spectre d’absorption
(Figure 27). L’absorption a4 550 nm correspond au Cy3 (g = 150.000 M'cm™) et I’absorption
a 280 nm correspond principalement a la protéine (¢ = 43.890 M'em™). Le Cy3 ayant
¢galement une faible absorbance a 280 nm, un facteur correctif est appliqué pour déterminer
l'absorbance réelle de la protéine : Absygy réelle = Abs,gp observée - (0,08 x Absyax du Cy3) .
On peut ainsi calculer les concentrations respectives en Cy3 et en protéine et le ratio de leurs

concentrations, la proportion de protéine marquée variant de 50 % a 70 %.

0.030
0.025 4 |
| Cy3
g 0.020 - Protéine |
2
S
2 0015
2 0015
<
0.010
0.005 -
0.000 — e e
300 400 500 600 700

Wavelength (nm)

Figure 27 : Spectre d’absorption de la protéine SRA (408-643) marquée au Cy3.

83



2. Séquences oligonucléotidiques

2.1. Séquences utilisées

Tableau 1 : Séquences des principaux oligonucléotides utilisés dans nos expériences.

L] O = Ll R

Noms Sequences Heoms Sequences Woms Sequences
- 5'-EEE 00 BCA eeE-F il S-GEGOC SCA GEE-3 - §E0E 00 OcA BEC-E'
5§'<00CE6E 0ET Coo-5! ' -00C@0E HET £0c-5" . ¥4000EE0 7 eT Do
. §EEA " 00l etk GEE-3 sEEaT O 1 &Chk Eee3’ - 5EEA° O | &Lk Gee3
’ 3 -LCC GEL OET 000-8 ' 4oCC BET OGT O0C-F ii E'A00CBEC © WET COC-§
i 5-EEEC CA EEE-3' = 5 -EGEE O CA BEET SEEE L LA BEE-T
3'400C 6% UET CooS' #4000 E8% DET COoCS' FoncEse - ETohcs'

o~ 5" .EEE a0 AFCh coc-S - 5" EEE oS CA eec-3 - 5'.EEE 08 CA eee-3
2'00C GE% DET £06:5' 2'00CBET OET G005 T'0O0CEEC HET BocE
- 5'-GEE 00 oA GRS . %' -EEE O A EEET . 5 -EEE IO AGEE-T
3'<00C BG4S (BT COCS 3'400C OGS BT 0065 Fu00CEEe  HeT-E0E S
5'-GEE OO GLi 7 BEE-T e | TEGECCY gLAC OGS = 5'-GGEECC Lo GEE-T
3000 GE% DET 005’ F'00CEET DET 00C-5' ’ #00CiEea * WET BoC &
5'CRC000 oA Bee-F - 5pEe 00 GoA ehe-3 E 500000 GOoA BOE-3'
3 oCCeE T ECC-5' FO0CES T QO oot ee To00s
OEE00 GCA BEE-E K. SSEEE00 Lo ERE-3
4000 GEE L°6T 0CC-5 34000 GEE A7ET OCC-5
L 5Eag 00 oa Bec-T L = = R R ’ A= Ry OA BEE-3'
3'-COCEEAT 8T oo’ 3'-COCEEA T (6T Coo-5' L e =~ =
- SOEE000 GCA BEa-E . SEEE00  LoA Ces-3 " FuEEE 00 mCA EEE-3
] FLLCE GT CoC-s' = FLLCE GT o e FLLCE GT COC-5
Site de reconnaissance CpG ; ;

La séquence de référence (gris sombre) comporte un site CpG central hémi-méthylé (HM).
Dans les deux autres séquences modeles (gris clair) ce site CpG est non-méthyle (NM) ou bi-
méthylé (BM). Pour les expériences de FRET et d'anisotropie, ces oligonucléotides (HM, NM
ou BM) sont marqués respectivement par du Cy5 ou de la fluorescéine a l'extréemité 5° du brin
complémentaire. L’ensemble des autres séquences oligonucléotidiques est derivé des
oligonucléotides de référence (HM, NM ou BM) dans lesquels la 2-aminopurine (A)
remplace une des base naturelle a divers positions (3, 5, 6, 7, 8, 9, 5', 7', 8') au sein de la
séquence.
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L’oligonucléotide utilis¢ comme référence est un oligonucléotide hémi-méthylé
(méthylé au niveau de la cytosine sur I'un des deux brins uniquement) de 12 paires de base. Sa
séquence est présente dans le promoteur du géne RB/ et est identique a celle utilisée par
I’équipe de Dhe-Paganon pour I’élucidation de la structure tridimensionnelle du complexe
SRA/ADN (Avvakumov et al., 2008). L’ensemble des autres séquences oligonucléotidiques
est dérivé de cet oligonucléotide de référence et détaillé dans les Tableaux 1 et 2. Pour les
expériences de titrage par transfert d’énergie non-radiatif (FRET), les oligonucléotides sont
marqués a leur extrémité 5° par du Cy5. Pour les expériences d’anisotropie de fluorescence,
ils sont marqués a leur extrémité 5’ par de la fluorescéine-Ex, 5-isomére (FAM-EX-5). Enfin,
les oligonucléotides utilisés pour I’étude détaillée de la dynamique moléculaire d’interaction
de la protéine SRA avec I’ADN sont marqués avec de la 2-aminopurine, substituant un
nucléotide de la séquence de I’oligonucléotide de référence au voisinage du site de liaison
CpG de la protéine SRA. Tous ces oligonucléotides sont commandés chez IBA sous forme

lyophilisée et hautement purifié¢e (double HPLC).

2.2. Mise en solution

Les séquences oligonucléotidiques délivrées sous forme lyophilisée sont reconstituées
dans de I’eau millipore et conservées a -20°C. Les concentrations des solutions meéres sont
déterminées par lecture de I’absorbance a 260 nm, les coefficients d’extinction molaire des

oligonucléotides étant compris entre 86.500 et 135.020 M'em™.

2.3. Hybridation des oligonucléotides

Les oligonucléotides doubles brins sont préparés par hybridation au ratio 1/1 (mémes
quantités molaires pour les deux simples brins) afin d’éviter la présence d’ADN simple brin
dans nos expériences. La concentration finale d’oligonucléotide double brin est généralement
de 50 pM dans un tampon 25 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NacCl. Apres ajout des quantités
nécessaires d’oligonucléotides simples brins au tampon, le mélange est incubé pendant 2 min
a 90°C. La solution est ensuite laissée a température ambiante toute la nuit a I’abri de la

lumiére pour permettre la diminution progressive de sa température et la fusion des deux brins
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complémentaires. Une fois les oligonucléotides doubles brins formés, ils sont conservés a -

20°C.

3. Conditions expérimentales des mesures des interactions protéine/ ADN

L’ensemble des mesures d’interaction de la protéine SRA avec ’ADN est effectué
dans du tampon 25 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM NacCl, 0,5 mM PMSF, 2 mM TCEP, 0,04 %
PEG 20.000. Le TCEP est choisi comme agent réducteur car, comparé aux autres réducteurs
habituellement utilisés tel que le DTT (dithiothreitol) ou le B-mercaptoéthanol, il a I’avantage
d’étre moins odorant et plus résistant a 1’oxydation par ’air, prévenant de ce fait I’apparition
d’une bande d’absorption parasitant les mesures d’absorption de la protéine. Afin de prévenir
I’adsorption de la protéine sur les parois des cuves de mesure en quartz, du polyéthyléne
glycol 20.000 (PEG) entre dans la composition du tampon de mesure. En recouvrant les
parois des cuves, il permet de diminuer 1’adsorption de la protéine en empéchant par
conséquent la diminution artéfactuelle de la concentration en protéine au centre de la cuve

(Vuilleumier et al., 1997).

Toutes les expériences sont réalisées a 20°C a ’exception des courbes de fusion des

oligonucléotides.

B. Méthodes

1. Spectroscopie d’absorption UV-visible

1.1. Principe et appareillage

Les spectres d’absorption sont enregistrés sur un spectrophotométre UV-visible Cary
400 (Varian) a double faisceau avec une bande passante de 2 nm, dans des cellules

thermostatées. Les cuves de mesure utilisées sont des cuves en quartz de parcours optique de
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1 cm, transparentes dans ’UV et dans le visible. La ligne de base est enregistrée avec une

cuve de référence et une cuve de mesure contenant chacune du tampon.

La spectrophotométrie d’absorption UV-visible consiste a mesurer 1’absorption
d’énergie par une molécule lors de son interaction avec des rayonnements UV (200 a 350 nm)
ou visible (350 a 800 nm). A I’échelle macroscopique, 1’absorbance 4 d’une solution de
concentration ¢ et d’épaisseur / est donnée par la loi de Beer-Lambert, le coefficient

d’extinction £de la molécule étudiée permettant de calculer sa concentration:
A= ecl (1)

Lorsque les solutions sont relativement concentrées, on observe une augmentation
artéfactuelle de 1’absorption due a la diffusion de la lumiére. La contribution de la lumiére

diffusée est estimée selon la méthode de (Shih and Fasman, 1972) selon 1’équation :
log DO, (A) = Alog A +B )

ou DO, () est I’absorbance due a la diffusion de la lumiére a la longueur d’onde A.
Les coefficients A et B sont obtenus par ajustement de 1’équation (2) aux points
expérimentaux en utilisant la méthode des moindres carrés, a des longueurs d’onde ou
I’échantillon n’absorbe pas, et ou 1’absorbance mesurée résulte uniquement de la diffusion.

Ainsi, le spectre d’absorption corrigé de la diffusion est obtenu par 1’équation :

DO,,,(A)=D0,, ()-D0,(A) ()

mes

Les mesures d’absorbance de nos divers échantillons ont permis de calculer la
concentration des oligonucléotides par lecture a 260 nm (€ des oligonucléotides simples brins
compris entre 86.500 et 13.5020 M'cm™, € des oligonucléotides doubles brins compris entre
178.641 et 188.543 M'em™) ainsi que celle de la protéine par lecture & 280 nm (e = 43.890
M em™).

1.2. Courbes de fusion des oligonucléotides

Afin de comparer la stabilit¢ des oligonucléotides doubles brins marqués a la 2-

aminopurine a celle des oligonucléotides doubles brins de référence, les courbes de fusion des
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divers oligonucléotides a une concentration de 2 pM sont enregistrées par suivi de

I’absorbance a 260 nm en fonction de la température (Figure 28).
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Figure 28 : Courbe de fusion théorique d’'un ADN.

L’absorbance des oligonucléotides est la somme de I’absorbance de leurs nucléotides
additionnée de l’effet de leurs interactions. Dans I’ADN dans sa forme native en double
hélice, I’empilement des bases est tel qu’il absorbe moins par nucléotide a 260 nm que dans
sa forme dénaturée (chaines individuelles). Ainsi, en suivant 1’augmentation de 1’absorbance
des oligonucléotides a 260 nm en fonction de la température, on peut observer le passage de
I’ADN double brin a I’ADN simple brin. L’augmentation de 1’absorbance observée

caractérise le phénomene d’hyperchromicité 4, qui est défini par :

Asb B Adb

%h, =100 4)

db

ou Ay est ’absorbance de I’ADN sous sa forme simple brin, et 4,5 est 1’absorbance de
I’ADN sous sa forme double brin (Bloomfield et al., 2000). Pour nos divers oligonucléotides,

I’hyperchromicité observée est d’environ 10 %.

La courbe de fusion est également caractérisée par son point d’inflexion, qui
correspond a la demi-variation d’absorbance. La température correspondante est la

température de fusion, notée T, et caractérise la stabilité des oligonucléotides.
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Il faut noter que le dépliement des formes simples brins de 'ADN peut également
entrainer une variation de l'absorbance en fonction de la température. Ces variations doivent
donc étre prises en compte dans les mesures des courbes de fusion des oligonucléotides
doubles brins lorsque 1'un des simples brins composant le duplexe est présent en excés par
rapport a son brin complémentaire. Une soustraction des absorbances correspondantes aux

variations d'absorbance mesurées permet d'obtenir les variations réelles de ' ADN double brin.

2. Spectroscopie de fluorescence a 1’état stationnaire

2.1. Emission de fluorescence

2.1.1. Principe et appareillage

Les spectres d’émission de fluorescence sont enregistrés a 1’aide de deux
spectrofluorimétres, le FluoroMax-3 (Jobin Yvon) et le Fluorolog (Horiba, Jobin Yvon), tous

deux équipés d’un porte-cuve thermostaté.

La source d’excitation des spectrofluorimétres est une lampe a xénon. La longueur
d’onde d’excitation est s€lectionnée par un monochromateur simple (FluoroMax-3 ) ou
double (Fluorolog) réseau muni de deux fentes de largeur réglable. La fluorescence des
solutions contenues dans des cuves en quartz est détectée a 90° a partir du centre de la cuve.
Un monochromateur d’émission, également doté de deux fentes réglables, permet de
sélectionner la longueur d’onde d’émission. La correction de I’instabilit¢ du faisceau
d’excitation due aux fluctuations de la lampe est réalisée a I’aide d’une photodiode calibrée.
Les réponses du monochromateur et du photomultiplicateur a 1’émission en fonction de la

longueur d’onde sont corrigées par des facteurs déterminés par le constructeur.

En fluorescence, les mesures sont réalisées a angle droit. De ce fait, les mesures de
fluorescence ne concernent que les molécules situées au centre de la cuve de mesure. Lorsque
les solutions sont concentrées, 1’absorbance est élevée et un grand nombre de photons sont

absorbés dans les tous premiers millimetres de la cuve. Il en résulte que I’intensité incidente
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parvenant au centre de la cuve est faible et donc n’excitera qu’un nombre restreint de
fluorophores. La fluorescence mesurée est, de ce fait, sous évaluée. Ce phénomene
correspond a I’effet d’écran. La réduction artéfactuelle de 1’intensité de fluorescence peut étre
corrigée en multipliant D’intensité de fluorescence mesurée a chaque longueur d’onde

d’excitation A par le facteur CF (Nordlund et al., 1993; Xu and Nordlund, 2000):

2.303% 4
o 2:303%A(,)

1_10—1‘1(/1@-) (5)

La protéine SRA (408-648) ayant tendance a s’adsorber sur les parois des cuves de
mesure, un certain nombre de précautions ont été prises lors de la préparation des divers
échantillons. Ainsi, outre ’addition de PEG 20.000 au tampon utilisé pour les mesures (voir
p. 86), toutes les solutions mesurées sont préparées extemporanément dans des tubes
Eppendorf possédant une faible adhésion de surface ("low binding"). En effet, 1’adsorption
constitue une limitation majeure pour les études de la protéine a des concentrations inférieures
au micromolaire puisqu’elle entraine une diminution artéfactuelle de la concentration en

protéine au centre de la cuve et par conséquent de I’intensité de fluorescence détectée.

2.1.2. Fluorescence du tryptophane

Au sein des protéines, les trois acides aminés aromatiques, phénylalanine, tyrosine et
tryptophane (Trp), sont tous fluorescents. Parmi ces acides aminés, le plus intéressant est le
Trp car il possede des propriétés d’absorption et d’émission supérieures a celles des deux
autres acides aminés aromatiques. De plus, le Trp peut étre excité sélectivement et il est tres

sensible aux propriétés physico-chimiques de son environnement.

Figure 29: Structure chimique du tryptophane.
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La fluorescence du Trp est due au noyau indole constituant sa chaine latérale (Figure
29). Son maximum d’émission, situé a 350 nm dans I’eau a pH neutre, est fortement
dépendant de la polarité du milieu et de I’environnement local. Ainsi, pour un Trp dans un
environnement complétement apolaire, un déplacement du maximum d’émission vers le bleu
est observé. Le Trp possede un rendement quantique de 0,14 dans 1’eau (Eisinger and Navon,
1969). A pH neutre, le déclin de fluorescence du Trp est caractérisé¢ par deux durées de vie,
une composante dominante de 3 ns et une plus courte de 0,6 ns. Cette hétérogénéité est due a
I’existence d’isomeres conformationnels rotationnels du Trp a 1’état fondamental, nommés

rotameres.

L’émission de fluorescence des protéines est gouvernée par la fluorescence de ses
résidus Trp, qui peuvent étre sélectivement excités a 295-300 nm et qui, selon leur
localisation, contribuent de maniere inégale a I’émission totale de fluorescence de la protéine.
Les résidus Trp étant sensibles a I’environnement, 1’interprétation de leur spectre d’émission
peut donner des informations sur I’emplacement des résidus au sein de la protéine. Ainsi,
I’émission d’un résidu Trp exposé en surface apparaitra a de plus grandes longueurs d’onde
que celle d’un résidu Trp enfoui dans la protéine. Par conséquent, 1’émission et le rendement
quantique du Trp peuvent grandement varier d’une protéine a 1’autre, donnant des
informations sur la structure des protéines, et permettant de suivre leur repliement. Bien que
la variabilité¢ du rendement quantique et des temps de vie des protéines soit due a un certain
nombre d’interactions qui dépendent toutes de la structure de la protéine, il n’a pas été
observé de corrélation claire entre les valeurs des temps de vie de fluorescence et du
rendement quantique, et la structure des protéines. Dans la plupart des cas, le déclin de
fluorescence du Trp dans les protéines est multi-exponentiel. De méme qu’en solution,
I’hétérogénéité des déclins de fluorescence du Trp dans les protéines est due en général a un

équilibre conformationnel a I’état fondamental (modele des rotameres).

La protéine SRA (408-643) possede cinq résidus Trp (Figure 22) dont trois sont
relativement exposés au solvant (Figure 30). Les caractéristiques spectroscopiques des résidus
Trp de la protéine tels que leurs spectres d’absorption, d’excitation et d’émission, ainsi que
leurs rendements quantiques et leurs temps de vie de fluorescence, permettent de caractériser
1’état conformationnel de la protéine et de confirmer son bon repliement aprés production et
purification. Toutes ces mesures sont effectuées avec une concentration en protéine de 0,4

uM, excepté pour la mesure du rendement quantique ou la concentration est de 2 pM. Les
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spectres d’émission de la protéine sont enregistrés avec une longueur d’onde d’excitation de

295 nm pour exciter sélectivement les résidus Trp.

TRP 666

TRP 627

TRP 680

TRP 430 : 2 % d'exposition
TRP 627 : 22 % d'exposition
TRP 565 : 28 % d'exposition
TRP 676 : 3 % d'exposition
TRP 590 : 18 % d'exposition

Figure 30: Degrés d’exposition des résidus Trp de la protéine SRA (408-643). Seul trois
résidus Trp sont visibles dans la représentation de surface du domaine SRA. Les deux autres
Trp sont enfoui dans la protéine. Calculs effectués sur "http://curie.utmb.edu/getarea.html" et
représentation sur VMD (code PDB 2PB7).

2.1.3. Fluorescence de la 2-aminopurine

H
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Figure 31: Structure chimique de la 2-aminopurine.

La 2-aminopurine est un analogue fluorescent de I’adénine (Figure 31). En solution, la
2-Ap posséde un maximum d’absorption a 303 nm et un maximum d’émission autour de 370
nm, avec un rendement quantique ¢levé de 0,68 et un temps de déclin de fluorescence

monoexponentiel proche de 10 ns. La 2-Ap forme des interactions Watson-Crick stables avec
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la thymine, et des paires de bases mésappariées avec la cytosine, I’adénine et la guanine. Elle
peut donc étre incorporée dans un ADN double brin a la place d’une base naturelle et y jouer
le role de rapporteur fluorescent. En effet, la 2-Ap est sensible a son microenvironnement et
plus particulierement a I’empilement (stacking) avec ses bases voisines. Pour cette raison elle
donne des informations locales au sein d’un acide nucléique. Dans I’ADN, la fluorescence de
la 2-Ap est partiellement éteinte et son déclin devient complexe avec plusieurs temps de vie
de fluorescence qui correspondent a des états conformationnels différents, traduisant
I’hétérogénéité de I’environnement de la 2-Ap. De méme, le déclin d’anisotropie résolu en
temps présente deux a trois temps de corrélation de rotation qui révelent la flexibilité de

I’oligonucléotide.

Dans nos expériences, 1’introduction de la 2-Ap a différentes positions dans nos
oligonucléotides de référence nous a permis d’¢lucider les changements de conformation
locaux induits par la liaison de la protéine SRA (408-643). La variation du rendement
quantique indique un éventuel changement de conformation au voisinage de la 2-Ap. De
maniere plus précise, les mesures de temps de vie de fluorescence de la 2-Ap donnent des
informations sur les différents états conformationnels de la 2-Ap, et I’anisotropie résolue en
temps sur les variations de la flexibilité de I’ADN en présence de protéine. Les mesures sont
effectuées sur 3 uM d’oligonucléotides en absence ou en présence de 4 uM de protéine. Une

longueur d’onde d’excitation de 315 nm permet d’exciter sélectivement la 2-Ap.

2.1.4. Mesure du rendement quantique de fluorescence

Le rendement quantique d’une molécule correspond au rapport du nombre de photons
émis au nombre de photons absorbés et permet de caractériser un fluorophore dans son
environnement. Pour estimer le rendement quantique d’un fluorophore, on le compare a une
molécule de référence dont le rendement quantique est connu. En ce qui concerne la mesure
du rendement quantique des résidus Trp, la référence communément choisie est le N-acétyle-
L-tryptophanamide (NATA) (®f = 0.14). Pour la 2-aminopurine, la référence est la 2-

aminopurine riboside (D= 0.68) qui est soluble dans les solvants aqueux.

Le rendement quantique d’un composé est calculé en utilisant la formule suivante :
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_ IxA4bs,,

=—Xb 6
I, xAbs " (©)

ou @ est le rendement quantique, / 1’aire sous la courbe du spectre d’intensité de
fluorescence du composé et Abs la valeur d’absorption a la longueur d’onde d’excitation de ce
méme composé. L’indice ref se rapporte au fluorophore de référence de rendement quantique
connu. Si P’absorption des échantillons est supérieure a 0,05, I’intensité de fluorescence

mesurée est corrigée par I’effet d’écran.

Dans le cas du calcul du rendement quantique de la 2-aminopurine des
oligonucléotides double brins marqués, 1’absorbance de la 2-Ap a 303 nm est polluée par
I’absorbance résiduelle des oligonucléotides a cette longueur d’onde. La valeur d’absorbance
imputable a la 2-Ap n’est donc pas directement lisible sur le spectre d’absorption. Dans ce
cas, 1’échantillon et la référence sont mesurés a la méme concentration et donc a la méme

valeur d’absorbance. Alors, la formule initiale de calcul du rendement quantique devient :

1
(1) = _Xq)ref (7)

Iref

2.1.5. Mesure de I’interaction de la protéine SRA aux acides

nucléiques par transfert d’énergie non-radiatif (FRET)

Le transfert d’énergie est un phénomeéne observé lorsqu’une molécule luminescente
(donneur) cede, a 1’état excité, son énergie a une seconde molécule (accepteur). Cette derniere
peut alors se désexciter en émettant un photon de fluorescence. Le FRET (Fluorescence
Resonnance Energy Transfer) correspond a un transfert d’énergie non radiatif, c’est-a-dire
sans émission de photons, par couplage dipole-dipole. Il est possible si le spectre d’émission
du donneur recouvre en partie celui de 1’accepteur (Figure 32). L’efficacité du transfert
d’énergie dépend de I’importance du recouvrement du spectre d’émission du donneur avec le
spectre d’absorption de 1’accepteur, du rendement quantique du donneur, de 1’orientation
relative des dipdles du donneur et de 1’accepteur, et de la distance entre le donneur et

I’accepteur (Lakowicz, 1999).
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Figure 32: Principe du FRET : exemple de [’interaction de la protéine SRA (408-643)
marquée au Cy3 avec de I’ ADN marqué au Cy5.

Une des raisons pour lesquelles cette méthode est si répandue dans les études
biophysiques est que le FRET sonde efficacement des distances comprises entre 10 et 100 A
environ (soit de 1 a 10 nm), ce qui correspond a 1’ordre de grandeur de la taille d’une protéine
ou de I’épaisseur d’une membrane cellulaire. Une des applications les plus communes du
FRET est la détermination de la distance entre deux molécules individuellement marquées par

un donneur et un accepteur.

La distance entre le donneur et 1’accepteur peut étre déterminée a partir de 1’efficacité
de transfert £, qui correspond a la fraction de photons absorbés par le donneur qui sont

transférés a 1’accepteur. Cette fraction est déterminée par :

_ k()
B 7, +k(r)

®)

On rappelle que la vitesse du transfert d’énergie k7 (7) s’exprime selon la formulation

de Forster (Forster, 1948) :

1 (R,
kp(r) = —(—Oj (€))
T\ r
ce qui implique que :
R6
E= 0 10
R +7° (19)
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ou tp est le temps de vie du donneur en absence de 1’accepteur, Ro la distance de
Forster, et » la distance entre le donneur et I’accepteur. Ry est défini comme la distance pour
laquelle on a 50 % d’efficacité de transfert d’énergie. Sa valeur peut étre prédite a partir des
propriétés spectrales du donneur et de 1’accepteur et est caractéristique d’un couple de
fluorophores donné. Pour le couple de chromophores Cy3/Cy5, Ry est égal a 53 A (Stein et
al., 2011).

En pratique, lorsqu’il n’y a pas de décalage du spectre d’émission du donneur suite a
la liaison de 1’accepteur, £ est mesurée a partir de I’intensité de fluorescence relative du

donneur en absence (F)p) et en présence d’accepteur (Fpy) :

FDA

E=1- (11)

D

Ainsi, la distance interchromophore r est calculée a partir des valeurs de Ry et E grace

a I’équation :

N7
r=R, = -1 (12)

— e_- ——— 0 puM oligo
o 1.4x10 0,025 uM oligo
) 1 ICy3 0.05 uM oligo
o 1,2x10°- —— 0.1 pM oligo
2 o | 0.2 uM oligo
8 1,0x10" 1 —— 0.4 uM oligo
3 1 —— 0.6 yM oligo
5 8,0x10° —— 1uMoligo
2 5 ]
o 6,0x10°-
© |
2 4,0x10°
(7] ]
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8 2,0x10°1
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=g/
550

Figure 33: Mesure de [l’interaction protéine SRA/ADN par FRET. Une concentration
croissante d’oligonucléotides (oligo) marqués au Cy5 est ajoutée a une concentration fixe de
0,05 uM de protéine SRA (408-643) marquée au Cy3. On observe une diminution progressive
de l’émission du donneur Cy3 parallelement a [’augmentation de [’émission de [’accepteur
Cy5, témoignant de la liaison des oligonucléotides au domaine SRA. La longueur d’onde
d’excitation est de 500 nm. L'émission du Cy5 est corrigée par ['excitation directe du
fluorophore a cette longueur d'onde d'excitation.
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Le FRET est donc un outil intéressant pour sonder des distances au sein de
biomolécules doublement marquées. D’autre part, I’association de molécules peut également
étre observée par FRET, ce qui permet de suivre une interaction, méme sans calcul de
distance. Dans le cadre des travaux effectués dans cette these, nous avons utilisé la technique
de FRET pour suivre I’interaction de la protéine SRA (408-643) avec différent types d’ADN.
La protéine SRA (408-643) est marquée sélectivement par du Cy3, et les oligonucléotides par
du CyS5 (voir p. 80 et 84). Le couple Cy3/Cy5 présente une valeur Ry de 53 A (Stein et al.,
2011) qui permet de suivre I’interaction protéine/ligand et de calculer avec précision les
distances interchromophores. Dans nos expériences, la technique de FRET est utilisée pour
suivre la liaison d’oligonucléotides marqués au CyS5 ajoutés en concentration croissante (de 0
a 2 uM) a une concentration fixe de 0,05 uM de protéine SRA (408-643) marquée au Cy3.
Lors du titrage, le phénomene de FRET est mis en évidence par la diminution progressive de
I’émission du donneur Cy3 parallélement a I’augmentation de I’émission de ’accepteur CyS5
(Figure 33). L’efficacité de transfert, calculé par £ = 1 — Fp/Fp (équation 11), est tracée en
fonction de la concentration en oligonucléotides. La courbe théorique est ajustée aux points
expérimentaux par 1’équation adaptée du modele de (Didier et al., 2011) pour une liaison

protéine/ligand de stoechiométrie 1/1 :

1

1+ K, (SRA],, +[ADN1,,)~{1+ K, (SRAY,,+H{ADN1,, )} — 4K >[SRA],,[ADN],, |

tot tot

E=E,
2K [SRA]

fot

(13)

ou [SRAJ,, et [ADN],; sont les concentrations totales en protéine SRA (408-643) et en
oligonucléotide, respectivement. A saturation, la valeur finale de I’efficacité de FRET, Ej,
donne la distance interchromophore moyenne de tous les complexes en solution. Les points
expérimentaux ont été ajustés a ce modele afin de déterminer la constante d’affinité K, de la
protéine SRA (408-643) pour les différents types d’ADN utilisés. Les mesures de FRET sont
effectuées a une longueur d’onde d’excitation de 500 nm pour exciter sélectivement le Cy3, et
enregistrées de 520 a 800 nm pour observer les spectres du donneur Cy3 et de I’accepteur
Cy5. L’émission du Cy5 est corrigée de la contibution de fluorescence de ce résidu, suite a
son excitation directe a 500 nm. Cette correction est réalisée par des mesures controles de
spectres d’émission de fluorescence des oligonucléotides marqués au Cy5 ajoutés en
concentration croissante a la protéine SRA (408-643) non marquée. Pour éviter 1’adsorption

de la protéine sur les parois des cuves de mesure, chaque point de la courbe de titrage est
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préparé séparément dans un tube Eppendorf possédant une faible adhésion de surface ("low

binding") (voir p. 90).

2.2. Anisotropie de fluorescence

2.2.1. Principe et appareillage

Une molécule fluorescente est caractérisée dans son état fondamental par un moment
dipolaire de transition d’absorption pa. Lorsque I’on illumine une population de fluorophores
en solution par une lumicre lin€airement polarisée (c’est-a-dire caractérisée par un champ
¢lectrique qui vibre dans une direction unique), ceux dont les moments dipolaires de transition
d’absorption s sont orientés dans une direction proche de celle du vecteur champ électrique
du faisceau incident sont préférentiellement excités. C’est le phénoméne de photosélection. La
probabilité d’absorption de chaque molécule est proportionnelle au cosinus carré de I’angle 6

entre son vecteur de moment d’absorption 4 et le vecteur champ électrique incident.

La lumiére de fluorescence émise est orientée selon un vecteur champ électrique
paralléle a la direction du moment dipolaire de transition d’émission, g, qui caractérise la
molécule fluorescente dans son état excité. Comme la distribution des molécules a 1’état
excité est anisotrope, du fait de la photosélection, il en résulte une lumicre de fluorescence
polarisée, en fonction de 1’orientation moyenne de la population de molécules excitées au

moment de I’émission.

Ce phénomene peut étre quantifié par 1’anisotropie de fluorescence, . Les mesures
d’anisotropie donnent des informations notamment sur la mobilité, la taille, la forme et la
flexibilité des molécules. Plus le mouvement d’une molécule est rapide, plus son anisotropie
est faible. Dans le cas d’'une molécule immobilisée, on parle d’anisotropie fondamentale, 7,

définie par :

r, =(cos’ a—1)/5 (14)

ou a est I’angle entre les moments de transition d’absorption s et d’émission Ug.
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Cette valeur de ryest la valeur maximale pour 1’anisotropie de la molécule considérée.
Dans le cas particulier ou les moments de transitions d’absorption et d’émission sont

paralléles, ry atteint une valeur limite égale a 0,4.

Lorsque la molécule fluorescente est en mouvement par suite de mouvements
Browniens de rotation, il en résulte un changement de direction de son moment d’émission
Lg, d’un angle ox(t), ceci pendant la durée de vie de I’état excité. Le mouvement provoquera
une diminution de 1’anisotropie de distribution des molécules fluorescentes résultant de la
photosélection, et par conséquent induira une dépolarisation partielle ou totale de Ila
fluorescence, en fonction de I’amplitude du mouvement. La dépolarisation peut aussi étre
induite par du transfert d’énergie d’une molécule « donneur » a une molécule « accepteur »

orientée différemment.

Dans le cas général de mouvements Browniens, 7 est égal a :

r = (3cos? (@ + (1) 1)/ (15)

ou a est I’angle entre les moments d’absorption [ et d’émission Ug, et @(¢) est I’angle

de rotation Brownienne entre |’orientation du vecteur d’émission Ug au temps zéro
d’excitation et son orientation au moment de 1’émission du photon de fluorescence, c’est-a

dire a terme du temps passé dans 1’état excité.

Emission
Y

Excitation X ﬁ‘ ]

Lumiére
polarisée P

IEI Polariseurs Y

Emission

Figure 34: Schéma de la configuration en T pour la mesure d’anisotropie de fluorescence.
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Pour les mesures d’anisotropie de fluorescence, la lumiére incidente est
habituellement orientée verticalement (selon I’axe Z) (Figure 34). Dans le cas d’un montage
en T (qui s’oppose a un montage en L), I’émission de fluorescence est analysée a 1’aide de
deux polariseurs placés sur 1’axe Y, ['un étant orienté¢ parallelement et [’autre
perpendiculairement par rapport a I’axe Z. Ainsi on a Iz = I et Iy = Iy = [.. L’intensité de

fluorescence totale est égale a [ = Ix+ Iy + [;=1,+ 2 I..
L’anisotropie de fluorescence, 7, est alors déterminée par :

__U_h

= 16
1,+21, (16)

ou I, et I désignent les composantes de fluorescence respectivement paralléle et

perpendiculaire a la direction de vibration de la lumiére d’excitation verticale.

Les mesures d’anisotropie a 1’¢tat stationnaire sont réalisées a 20°C a 1’aide d’un

spectrofluorimetre SLM 8000 en format T équipé d’un porte-cuve thermostaté.

2.2.2. Mesure de la liaison des protéines SRA aux acides

nucléiques par titrage direct

La liaison de la protéine SRA aux acides nucléiques peut étre suivie par anisotropie de
fluorescence en utilisant des oligonucléotides marqués a la fluorescéine. Dans le cas d’un
titrage direct, une concentration fixe d’oligonucléotides, ici 0,2 puM, est titrée par une
concentration croissante de protéine. L’anisotropie de 1’oligonucléotide en fonction de la

concentration en protéine est ajustée par 1’équation (Didier et al., 2011) :

(r, =) [ (14 K, (i ADN,,, +[SRA],,))~+/(1+ K, (n[ ADN1,, +[SRA],,))’ —4nK,’[ ADN1,,,[SRA],,

r=r,+

n 2K [ADN]

fot

(17)

ou /[SRA] et [ADN] ,,; désignent les concentrations totales en protéine SRA (408-643)
et en oligonucléotide, respectivement. 7y représente I’anisotropie au plateau, lorsque tous les
oligonucléotides sont saturés en protéine, tandis que 7y et r correspondent aux valeurs
d’anisotropie de I’oligonucléotide marqué, respectivement en absence et en présence de

protéine. Les points expérimentaux sont ajustés afin de déterminer la constante d’affinité K,
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de la protéine SRA (408-643) pour les différents types d’ADN utilisés. n correspond au
nombre de site de liaison. Comme 1’oligonucléotide utilis¢é comme référence contient
uniquement un site hémi-méthylé qui correspond au site de reconnaissance de la protéine
SRA, on suppose n €égal a 1. L’anisotropie des oligonucléotides marqués a la fluorescéine est
enregistrée a une longueur d’onde d’émission supérieure a 500 nm a grace a des filtres passe-
haut (Kodak). La longueur d’onde d’excitation est de 470 nm. Afin de déceler un éventuel
phénomene de diffusion qui pourrait étre le témoin d’une agrégation des complexes
protéine/ADN, les spectres d’absorption des solutions sont enregistrés entre 240 et 800 nm.
D’autre part, leur intensité de fluorescence est également mesurée. Comme pour les mesures
de FRET, pour éviter I’adsorption de la protéine sur les parois des cuves de mesure, chaque
point de la courbe de titrage est préparé séparément dans un tube Eppendorf possédant une

faible adhésion de surface ("low binding") (voir p.90).

3. Spectroscopie de fluorescence résolue en temps

La durée de vie de fluorescence d’une molécule est définie comme le temps moyen
pendant lequel le fluorophore reste a I’état excité avant de revenir a son état fondamental.
Cette durée de vie peut étre modifiée lors de D’interaction de la molécule avec son

environnement proche.

Les principales techniques de mesure de déclin de fluorescence d’un échantillon sont
la technique de phase et de modulation (Gratton and Limkeman, 1983; Lakowicz and
Maliwal, 1985), et la technique impulsionelle selon la méthode du comptage de photon
unique (Badea and Brand, 1979). La premicre technique repose sur une illumination continue
de I’échantillon a I’aide d’un faisceau dont I’intensit¢ est modulée sinusoidalement en
fonction du temps. La seconde méthode repose sur une excitation pulsée et une détection
directe du temps de sé¢jour de la molécule a 1’état excité. Ces deux méthodes possédent des
résolutions dans des échelles de temps de la nanoseconde a la picoseconde, selon les sources
et les détecteurs employés. Les mesures que nous avons réalisées dans le cadre de ces travaux

ont ¢été faites par la technique du photoélectron unique (PEU).
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3.1. Principes de la technique du photoélectron unique et dispositif

de mesure

La technique du PEU consiste a exciter des fluorophores par un laser pulsé dont
I’intensité doit €tre suffisamment faible pour qu’au maximum une molécule soit excitée a
chaque pulse. On considére que cette condition est remplie si I’on détecte moins de 5 photons
de fluorescence pour 100 impulsions d’excitation. L’intervalle de temps entre 1I’impulsion
initiale et la détection du photon, qui correspond au temps passé¢ par une molécule a 1’état
excité, est mesuré. En répétant un grand nombre de fois cette mesure, il est possible de

reconstituer un déclin de fluorescence.

La source d’excitation est constituée par un laser a saphir dopé au titane Al2O3:Ti3+
(Tsunami Spectra Physics) a modes bloqués (Figure 35). Ce laser est pompé par un laser
continu solide néodyme yttrium vanadate (Nd :YVO4) modele Millenia X (Spectra-Physics)
émettant a 532 nm avec une puissance de sortie de 7 a 9 W. Le laser Ti:Saphir émet dans un
intervalle de longueurs d’onde allant de 720 a 1080 nm, en délivrant des impulsions de
largeur temporelle de 1 ps. La fréquence de répétition naturelle du laser est de 82 MHz. Cette
fréquence, trop ¢élevée pour la plupart des mesures de temps de vie de fluorescence des
fluorophores usuels, est ramenée a 4 MHz a I’aide d’un sélecteur d’impulsions (pulse-picker).
A la sortie de ce sélecteur, le faisceau est dirigé sur un systéme de cristaux non linéaires en
accord de phase angulaire (GST). Dans un premier temps, le faisceau est focalisé sur un
cristal LBO (lithium borate) permettant la formation de I’harmonique secondaire (A/2). Par la
suite, aprés passage par une ligne de retard optique, le faisceau fondamental et le faisceau
doublé sont focalisés sur un cristal BBO (f barium borate) permettant la formation de la
troisiéme harmonique (A/3). Le doublage et le triplage de fréquence du faisceau fondamental
permettent d’exciter un grand nombre de fluorophores usuels, respectivement dans la gamme
de 420 a 480 nm pour le doublé¢ (fluorescéine, rhodamine, ...) et dans la gamme de 280 a 320

nm pour le triplé (tryptophane, 2-aminopurine, ...).

Une partie du faisceau doublé est envoyé vers une photodiode rapide (Hamamatsu)
connectée a une voie du discriminateur rapide (Tennelec TC 454), générant le signal de départ
(Start) pour le convertisseur temps-amplitude (TAC) (SPC-130 Becker-Hickl) et le début de
la charge du condensateur. Les photons de fluorescence émis par I’échantillon sont détectés

selon une direction perpendiculaire a 1’excitation par un photomultiplicateur (PMT) a galette
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de microcanaux (Hamamatsu R3809U) couplé a un préamplificateur (HFAC Becker-Hickl)
(A). Les longueurs d’ondes d’émission sont sélectionnées par un monochromateur (Jobin-
Yvon) dont la bande passante est ajustable (4 a 16 nm). Un polariseur (P) réglé a 1’"angle
magique" de 54,7° permet de rendre le signal de fluorescence indépendant des mouvements
de rotation des molécules excitées. Le signal correspondant au premier photon détecté sert de
signal "Stop" pour le TAC, ce qui provoque ’arrét du chargement du condensateur. La charge
accumulée dans le TAC est donc proportionnelle a I’intervalle de temps entre I’impulsion
d’excitation (Start) et d’émission du photon (Stop). Cette charge est convertie en une tension
comprise entre 0 et 10 V, qui est analysée dans un analyseur multicanaux (SPC-130 Becker-
Hickl). 4096 canaux sont utilisés pour I’analyse de I’amplitude, ce qui, combiné a une échelle
de temps de 50 ns du TAC, donne une linéarité de 12,20 ps/canal. L’analyseur multicanaux

est piloté par un ordinateur a I’aide d’une interface électronique gérée par le logiciel SPCM.

Moniteur puissance Laser Nd:YOs Millenia Xs
uv -

532 nm (continu)

AV Sélecteur
EI LR |- ---‘-‘?‘:?.. de Pulses Laser
- : et LA wom ... Ti:Saphir
- . [ I%I mmmy m m w
EI P A2 Macitlo 2980 82 MHz
— F : 4MHz
Il'u'lulmrwmuhl.rl :
- : preemmmanae :
i PhD — .
PMG SPC-130 @ Q
1Becker-Hickls ; \
1 : : Ordinateur
1A ! i
lammamemmane- :
----------- Faisceaux optiques

Signaux électriques

Figure 35 : Schéma du dispositif de mesure de fluorescence résolue en temps selon la
méthode du comptage du photoélectron unique. GST : Générateur de seconde et triple
harmonique, LR : Lame rotatoire, AV : Atténuateur variable, P : Polariseur, PhD :
Photodiode rapide, E : Echantillon, F : Filtre, PMG : Photomultiplicateur a galettes de
microcanaux, A : Préamplificateur d'impulsions, SPC-130 : Module de comptage de photons
uniques corrélés en temps.
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La mesure d’un seul photon n’est pas suffisante pour décrire le déroulement temporel
de la fluorescence. L histogramme de la probabilité d’émission de fluorescence en fonction du
temps (Figure 36) est donc reconstitué¢ par la mesure d’un grand nombre de photons,

typiquement 1 x 10° photons.
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Figure 36 : Déclin de temps de vie de fluorescence d'un oligonucléotide marqué a la 2-Ap (3
uM) en absence ou en présence de protéine SRA (408-643) (4 uM). La fonction de réponse
(Irf) de l'appareil est également représentée. Les longueurs d'onde d'excitation et d'émission
sont de 315 et 370 nm respectivement.

I1 est nécessaire d’enregistrer également la fonction de réponse qui permet de prendre
en compte les imperfections de ’instrument (largeur temporelle d’excitation, incertitude de
déclenchement de I’¢électronique, réponse du détecteur). Pour cela, on remplace 1’échantillon
par un réflecteur en aluminium poli (qui n’a pas de durée de vie de fluorescence), on amene la
largeur d’onde d’observation a celle de I’excitation, et on veille a atténuer trés fortement

I’excitation. La largeur a mi-hauteur de cette réponse instrumentale est de 1’ordre de 50 ps.

104



3.2. Mesure des durées de vie de fluorescence

Les mesures de temps de vie de fluorescence sont faites a I’"angle magique" de 54,7°
pour éviter la contribution des mouvements de rotation des molécules excitées. Le déclin de
fluorescence mesuré, I(¢), est le produit de convolution de la loi théorique d’émission de

fluorescence de 1’échantillon i(7) et de la fonction de réponse instrumentale effective E(7) :
I1(t)= E(t)xi(t) (18)

Pour déterminer i(7) a partir des mesures de /(¢) et E(t), plusieurs méthodes d’analyse
des déclins de fluorescence existent. Pour nos travaux, nous avons choisi de traiter les
mesures de temps de vie par une méthode basée sur la statistique des moindres carrés
(algorithme de Levenberg-Marquardt) grice a un programme "maison" élaboré par G.
Krishnamoorthy. L’utilisation du logiciel nécessite le binage des données d’un facteur 2 afin

de travailler sur 2048 canaux.

L’analyse suppose que la loi de fluorescence corresponde a un modéle multi-
exponentiel dans lequel D'intensité décline telle une somme de déclins individuels

monoexponentiels :
1(t) =Y & exp(—t/ 7)) (19)

ou /(?) est I'intensité de fluorescence au temps ¢ et z; est le temps de vie individuel
d’amplitude correspondante ¢, tel que £¢; = 1. L’analyse du déclin de fluorescence est
considérée comme satisfaisante lorsque la valeur de y* tend vers 1 et que la courbe des résidus
est distribuée de fagon aléatoire autour de 0. Le temps de vie moyen (1) de fluorescence est
calculé¢ a partir des temps de vie de fluorescence individuels (z;) et de leurs amplitudes

relatives (&) selon (1) = X¢; 1.

Généralement, les fluorophores existent dans plusieurs états conformationnels au sein
des protéines et présentent un temps de déclin 7 différent pour chaque conformation. Ainsi,
chaque temps de vie 7; est supposé représenter un état conformationnel différent avec o

correspondant a la fraction de molécules présentes dans cette conformation.

Dans le cas des oligonucléotides marqués a la 2-Ap, le déclin de fluorescence
nécessite quatre composantes exponentielles pour étre correctement décrit. Pour réconcilier la

différence de variation des temps de vie par rapport a celle du rendement quantique entre la
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sonde libre et la sonde insérée dans un oligonucléotide, il convient d’ajouter a ces quatre
conformations (ou familles de conformations) une conformation (famille) supplémentaire dite
"noire". Celle-ci correspond a des conformations fortement "stackées" associées a des
émissions de fluorescence plus rapides que la limite temporelle de détection de notre montage
expérimental (~ 40 ps). La population ¢y d’especes noires de la 2-Ap est calculée selon
I’équation :
=1 (20)
TODN ><Iem

ou s est le temps de vie de la 2-Ap libre, 7opy le temps de vie moyen mesuré de la 2-
Ap au sein de I’oligonucléotide (en absence ou en présence de protéine), et R,, le rapport des
intensités de fluorescence correspondantes (R, = I./I). Les amplitudes restantes ;. sont

recalculées a partir des amplitudes mesurées d’apres : ;. = o X (1-0p).

3.3. Mesure des déclins d’anisotropie de fluorescence

L’information obtenue par 1’anisotropie résolue en temps est plus riche que la valeur
d’anisotropie moyenne obtenue a 1’état stationnaire. En effet, la forme que prend le déclin
d’anisotropie résolue en temps dépend de la taille, de la forme, et de la flexibilité¢ des
molécules marquées, ce qui se traduit généralement par un déclin multi-exponentiel. Pour une
molécule dont la forme dévie fortement d’une sphére par exemple, les temps de corrélation
observés sont déterminés par les vitesses de rotation de la molécule selon ses différents axes,
ce qui se traduit par un déclin multi-exponentiel. De méme, les mouvements locaux (comme
le mouvement de la sonde vis-a-vis de la molécule a laquelle elle est liée) ou segmentaux,
induisent des composantes exponentielles supplémentaires. Enfin, il existe des cas de figure
ou la rotation des molécules est dite génée (la molécule ne diffuse pas librement). Ce dernier

cas de figure induit des déclins d’anisotropie présentant une anisotropie résiduelle non-nulle.

Le dispositif de mesure est identique a celui utilisé pour les mesures de déclin de
fluorescence (Figure 35), a quelques points prés. Le plan de polarisation du faisceau
d’excitation (P) est alternativement vertical ou horizontal. Le polariseur d’émission est orienté

verticalement. Les intensités de fluorescence I paralléle, //(¢), et I perpendiculaire, 7,(#), sont
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enregistrées alternativement toutes les 50 secondes, pendant des temps égaux, de facon a
pouvoir comparer les intensités. Pour mesurer /,(¢), on intercale une lame de quartz cristallin
rotatoire (LR), dont I’épaisseur a été calculée selon la longueur d’onde d’excitation. Afin
d’avoir des intensités d’excitation identiques, une lame de silice fondue (sans pouvoir
rotatoire) est intercalée dans le faisceau d’excitation pour la mesure de /;(¢). Ainsi le facteur

correctif G appliqué a 7, () est-il égal a 1.

L’anisotropie de fluorescence résolue en temps, 7(¢), est définie par :

1,)-GXxI, (1)
1,(t)+2Gx1, (1)

r(t) = 21

ou /,(t) et I,(¢) sont respectivement les réponses impulsionnelles des composantes
polarisées parallelement et perpendiculairement a la direction de polarisation de la lumiere

incidente, G est le facteur correctif de I’appareil, et /(¢) est I’intensité de fluorescence totale.

Les déclins des composantes paralléle et perpendiculaire de 1’émission sont données

par :
1,() = ’(’)w 22)
1, =1(z)@ (23)

La technique de déconvolution citée précédemment pour les durées de vie de
fluorescence est appliquée a 1)(¢) et [,(¢) en deux étapes. Dans un premier temps, les durées de
vie, 7, sont déterminées a partir de /(¢) total. Puis, connaissant les 7;, on détermine les temps

de corrélation de rotation, ¢;, a partir de 7;(¢) et 1,(¢).

L’anisotropie de fluorescence, r(f), a chaque temps ¢ suit une loi de décroissance

exponentielle caractérisée par le(s) temps de corrélation de rotation, ; :

r(t)=r, Zﬂiei (24)

ou ry est I’anisotropie fondamentale, et P; correspond a la fraction de population
associée au temps de corrélation de rotation ¢;. Pendant 1’analyse, les valeurs de 7; et ¢; sont

fixées pour réduire le nombre de paramétres flottants. De méme que pour les déclins de
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fluorescence, I’analyse du déclin d’anisotropie est considérée comme satisfaisante lorsque la
valeur de y~ tend vers 1 et que la courbe des résidus est distribuée de fagon aléatoire autour de

0.

3.4. Conditions expérimentales

Taux de répétition des impulsions d’excitation : 4 MHz

Linéarité temporelle : 12,20 ps pour une acquisition dans 4096 canaux
Nombre total de coups par déclin : 1x10°

Taux de comptage inférieur a 7 keps

Fentes du photomultiplicateur d’émission : 16 nm

Pour chaque échantillon, les mesures sont répétées au moins deux fois.

Pour les mesures de temps de vie de fluorescence des résidus Trp de la protéine SRA
(408-643), les mesures sont effectuées sur 0,4 puM de protéine. La longueur d’onde
d’excitation utilisée est de 295 nm pour exciter sélectivement le Trp. La longueur d’onde

d’émission est de 350 nm.

Pour les mesures de temps de vie et d’anisotropie résolue en temps réalisées sur les
oligonucléotides marqués a la 2-Ap en absence ou en présence de protéine, une longueur
d’onde d’excitation de 315 nm permetd’exciter sélectivement la 2-Ap. La longueur d’onde
d’émission est de 370 nm. Les mesures sont effectuées sur 3 uM d’oligonucléotides en

absence ou en présence de 4 uM de protéine.

108



IV- RESULTATS ET DISCUSSION

A. Publication 1 : "Site-specific characterization of the dynamics of UHRF1
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ABSTRACT

The protein UHRF1 plays a central role in the maintenance and transmission of
epigenetic modifications. During the replication process, this protein recruits Dnmt1 to hemi-
methylated CpG sites via its SET and RING Associated (SRA) domain, promoting the
duplication of the methylation profiles. Tridimensional structure of the SRA/DNA complex
revealed that the protein induces a base-flipping of the methyl-cytosine that enables a specific
anchoring of the protein to hemi-methylated sites facilitating the recruitment of Dnmtl to
these strategic positions. In order to further understand the recognition mechanism of UHRF1,
duplex oligonucleotides were labeled by 2-aminopurine, a fluorescent nucleoside analogue
sensitive to environment, at various positions close to the single hemi-methylated CpG
recognition site. Steady-state and time-resolved fluorescence spectroscopy measurements of
these duplexes bound to the SRA domain of UHRFI1 enabled us to site-specifically
characterize the conformational changes induced by the binding of this domain. In agreement
with the tridimensional structure of the SRA/DNA complex, our data suggest that the SRA
domain is able to flip the methyl-cytosine while preserving the structure of the surrounding
bases in the duplex. Remarkably, the SRA domain seems to bind with the same mechanism to
hemi-methylated, fully-methylated and non-methylated duplexes, suggesting the protein plays

a role of “reader” that scans the DNA sequence for hemi-methylated sites.
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INTRODUCTION

The fate of a cell is under the dependence of epigenetic mechanisms that regulate the
expression of genes without affecting the DNA sequence. One of the main epigenetic
modifications is DNA methylation, which patterns are set during development and constitute
the "cell memory". Indeed, one of the first steps of the transmission of a cell to its descendants
involves the recognition of the hemi-methylated CpG sites generated after DNA replication,
and the duplication of the methylation profiles on the newly synthesized strand, mediated by
the maintenance methyltransferase Dnmtl (1,2). DNA methylation allows the regulation of
gene expression by inhibiting the binding of transcriptional factors to their promoters or
inducing the recruitment of chromatin remodeling complexes to specific regions of the
genome (3). By being involved in various physiological processes like cellular differentiation
and development, X chromosome inactivation and genomic imprinting (4), DNA methylation
constitutes a key element in the epigenetic regulation.

The protein UHRF1 appears critical in the epigenetic code transmission, being at the
interface between the modifications of DNA and histones. Indeed, UHRF1 possesses a SET
and RING-associated (SRA) domain that recognizes hemi-methylated DNA (5-13), and the
Tandem Tudor Domain (TTD) and Plant Homeo Domain (PHD) that can read histone
modifications (14-16). By recruiting various actors of the epigenetic regulation to specific
chromatin regions, UHRFI is able to maintain and transmit epigenetic information (17-19).
During the replication process, the UHRF1 protein likely contributes to the duplication of
DNA methylation profiles by loading the Dnmtl to hemi-methylated CpG sites, which
enables the proper methylation of the target cytosine on the complementary strand (7,12). In
line with the function of UHRF1, the SRA domain was shown to preferentially bind hemi-
methylated DNA over non-methylated and fully-methylated DNA (5-11). The
crystallographic structure of SRA in complex with hemi-methylated DNA revealed that this
domain behaves like a hand in which the fingers flip out the methyl-cytosine that
accommodates exactly the binding pocket of the protein (5,6,9). The minor groove loop,
referred as the thumb, promotes the methyl-cytosine base-flipping, while the major groove
loop, referred as the NKR finger due to its Asn-Lys-Arg sequence located at its tip, is
involved in the reading and stabilization of the other three bases of the CpG duplex. This

base-flipping mechanism is non-enzymatic and confers to UHRF1, the ability to anchor the
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DNA at strategic positions facilitating the recruitment of Dnmtl to hemi-methylated CpG
sites.

To further understand the role of the methyl-cytosine base-flipping and the mechanism of
interaction of the SRA domain with hemi-methylated DNA, we used duplex oligonucleotides
(ODNs) labeled with 2-aminopurine (2-Ap) and investigated their dynamic changes in
response to SRA binding. The 2-Ap is a fluorescent analogue of adenine that can be
incorporated within DNA to substitute a natural base, playing the role of fluorescent reporter
(20). This probe is highly sensitive to its micro-environment and especially to stacking with
neighbor bases, giving thus local information within a nucleic acid (21-26). In our study, the
introduction of 2-Ap at various positions within duplexes exhibiting a single hemi-methylated
CpG site, allowed wus to site-specifically investigate the conformational changes
accompanying SRA binding and to correlate them with the known tridimensional structure of
the SRA/DNA complex (5,6,9). We found that the SRA domain induces the base-flipping of
the methyl-cytosine while preserving the global conformation of the duplex. Thus, in
agreement with the crystallographic structure of the complex, the NKR finger of SRA likely
occupies the free space left by the flipped methyl-cytosine and interacts with the surrounding
bases. The duplex flexibility was particularly decreased on the 3' side of the methylated
cytosine, suggesting that anchoring of the SRA domain to this strategic position induces
conformational changes that in turn could promote the binding of the Dnmt] to the cytosine to
be methylated on the complementary strand. Finally, the SRA domain was shown to bind
similarly to hemi-methylated, non-methylated and fully-methylated DNA, supporting a role of
“reader” of the protein UHRF1 in which the NKR finger likely constitutes a scanner head for
hemi-methylated CpG sites within DNA sequences.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

The SRA domain of hUHRF1 (SRA; residues 408-643) was expressed in Escherichia
coli BL21-pLysS(DE3) and purified as described previously (27). Unmodified or labeled
oligonucleotides (ODNs) were synthesized and HPLC-purified by IBA Gmbh Nucleic Acids
Product Supply (Germany). The sequence of the reference 12-bp duplex ODN was 5'-
GGGCCXGCAGGG-3'/5'-CCCTGYGGGCCC-3" with a single CpG site that was either
unmethylated (X =Y = C), hemi-methylated (X = 5SmC, Y = C), or fully methylated (X =Y
= 5mC). This sequence found in the RB1 gene promoter is identical to the one used by
Avvakumov et al. for the structure determination of the SRA/DNA complex (6). A 2'-
deoxyribosyl-2-aminopurine (2-Ap) substituting the corresponding natural base was
selectively introduced at different positions (3, 5, 6, 7, 8, 9, 8', 7', 6' or 5') in the vicinity of
the CpG site within the sequence. Complementary strands were mixed in equal molar
amounts in 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NacCl buffer and annealed by heating to 90°C
and then cooled to room temperature. Absorption spectra were recorded on a Cary 400
spectrophotometer. Extinction coefficients comprised between 86,500 and 135,020 M'cm™
were used to determine the concentrations of duplex ODNs at 260 nm. Both the diffusion and
buffer absorption were subtracted from the spectra. All experiments were performed at 20°C
in 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 0.5 mM PMSF, 2 mM TCEP, in the presence of
0.04 % PEG 20,000 to prevent protein adsorption on the cuvette walls (28).

Steady-state fluorescence spectroscopy

Fluorescence emission spectra were recorded at 20°C on a FluoroMax-3 or FluoroLog
spectrofluorimeter (Jobin Yvon) equipped with a thermostated cell compartment. Excitation
wavelength was at 315 nm to excite selectively the 2-Ap. Spectra were corrected for screening
effects, buffer fluorescence and lamp fluctuations. Quantum yields of the labeled duplexes in
the absence or presence of the SRA protein were determined by taking free 2-Ap riboside as a
reference (quantum yield = 0.68 (20)). Measurements were performed on 3 uM of ODN

duplexes in the absence or presence of 4 uM SRA protein.
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Time-resolved fluorescence spectroscopy

Time-resolved fluorescence measurements were performed with the time-correlated,
single-photon counting technique. Excitation pulses were generated by a pulse-picked
frequency-tripled Ti-sapphire laser (Tsunami, Spectra Physics) pumped by a Millenia X laser
(Spectra Physics). Excitation wavelength was set at 315 nm, with a repetition rate of 4 MHz.
The fluorescence emission was collected through a polarizer set at magic angle and a 16 mm
band-pass monochromator (Jobin Yvon) at 370 nm. The single-photon events were detected
with a micro-channel plate photomultiplier (Hamamatsu) coupled to a pulse pre-amplifier
HFAC (Becker-Hickl) and recorded on a SPC-130 board (Becker-Hickl). The instrumental
response function (IRF) was recorded using a polished aluminium reflector, and its full-width

at half-maximum was ~50 ps.

The mean lifetime <t> was calculated from the individual fluorescence lifetimes (7;) and
their relative amplitudes (04) according to <t> = X o;T;. The population, o, of dark species of
2-Ap was calculated by: 0 = 1 - Tgee / (Topn X Rm), Where Tgee s the lifetime of the free 2-
Ap, Topn is the measured mean lifetime of 2-Ap within the ODN duplex and Ry, is the ratio of
their corresponding steady-state fluorescence intensities (Rm = Ifee2ap/lopn). The remaining
amplitudes, ¢, were recalculated from the measured amplitudes according to: ¢;. = ¢ X (1-

ap).

For time-resolved anisotropy measurements, the fluorescence decay curves were recorded

at vertical and horizontal positions of the polarizer and analyzed by the following equations:

1,(t)= I(O%
1.0 =10 =70
3
)= =D 5 e (1)

1,t)+2GxI (1) ;

where B; are the amplitudes of the rotational correlation times ¢;, /(f) and /,(¢) are the
intensities collected at emission polarization parallel and perpendicular, respectively, to the
polarization of the excitation beam, 7y the initial anisotropy value, and G is the geometry

factor at the emission wavelength, determined in independent experiments. The theoretical
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values of the rotational correlation times were calculated from the molecular masses (M) of
the molecules and their complexes, assuming spherical shapes, by:

MU+ h
o= )
where 7 1s the viscosity (assumed to be 1 cP), T is the temperature (293 K), v is the specific
volume of the particle (assumed to be 0.78 mL/g for proteins (29)), 4 is the hydration degree
(assumed to be 0.4 mL/g for proteins) and R is the molar gas constant.

The cone semi-angle (8y) providing an estimate for the local motion of 2Ap modeled as a

diffusion within a cone (30) was calculated as:

6, = cos ™ (0.5x (/1+8S —1)) 3)
where S is the generalized order parameter: S = (6", + ﬂ'g)/ro)l/z, rp 1s the initial anisotropy
value, and £’ are the amplitudes of the rotational correlation times, recalculated such that X £
= 1.

Time-resolved intensity and anisotropy data were treated with a nonlinear least-square
analysis using a homemade software (kindly provided by G. Krishnamoorthy). In all cases,
the * values were close to 1, and the weighted residuals as well as the autocorrelation of the

residuals were distributed randomly around zero, indicating an optimal fit.
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RESULTS

Characterization of the 2-Ap labeled hemi-methylated duplex oligonucleotides
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Figure 1. Quantum yield of the 2-Ap labeled hemi-methylated duplex ODNs in the absence or presence of SRA
(408-643) domain. The sequence of the 12-bp ODN contains a single CpG recognition site (in red) with a
methyl-cytosine at position 6 (M). The 2-Ap residue replaces the natural base at various positions (3, 5, 6, 7, 8,
9,5 6' 7, 8" within the ODN sequence. Experiments were performed with 3 uM of 2-Ap labeled ODNSs in the
absence or presence of 4 pM SRA domain in 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 0.5 mM PMSF, 2 mM
TCEP, 0.04 % PEG 20,000 at 20°C. Excitation wavelength was 315 nm. The histogram values correspond to
the average of at least two experiments. Standard deviations for these measurements are reported on the
histogram.

* Data obtained with a sequence where the G at position 8’ facing the 2-Ap residue at position § was replaced
by a T revealed an increased sensitivity of 2-Ap to the binding of SRA. This may be related to the fact that 2-
Ap does not base pair efficiently with G8” (31), so that a larger population can be driven to an extra-helical
conformation as a consequence of SRA binding (see explanation in the text and Tables S5 and S6 in the
Supplementary data).

In order to site-specifically characterize the dynamics of the SRA domain in complex
with the 12-bp hemi-methylated duplexes (HM-dup), the environment sensitive probe 2-Ap
was introduced at various positions in the vicinity (HMS5, HM5', HM6', HM7, HM7', HMS8,
HMBS&', HM9) or rather far (HM3) from the central CpG recognition site containing a hemi-
methylated cytosine (Figure 1). As compared to the native duplex that exhibits a melting
temperature of 55 °C, the melting temperatures of the 2-Ap labeled duplexes were 10 to 20
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°C lower (data not shown), indicating that though the introduction of 2-Ap decreases the
stability of the duplexes, their dissociation remains negligible at 20°C. In the labeled HM-
dup, the 2-Ap emission is largely decreased as compared to free 2-Ap (20), with quantum
yields being between 0.006 and 0.018 when the base flanking the 2-Ap residue is a guanine
(Figure 1 and Table 1), the most efficient quencher of 2-Ap (32). The relatively high
quantum yield value observed for HM3 (0.063) is probably due to the weaker level of
stacking at the end of the duplex (33,34).

Table 1. Steady-state and time-resolved fluorescence parameters of 2-Ap-substituted hemi-methylated duplexes

T T T3 Ty <T>

LWy M a2 ) B my M ()

Free 2-Ap 0.680* 10.2 1.00 10.2
HM3 0.063 0.28 0.05 0.52 0.51 0.06 3.12 0.06 8.82 0.08 1.32
HM3 + SRA 0.049 0.29 0.05 0.52 0.56 0.06 3.07 0.07 8.44 0.05 1.04
HMS5 0.028 0.51 0.12 0.35 0.48 0.08 3.01 0.02 9.32 0.03 0.91
HMS5 + SRA 0.036 0.39 0.08 0.45 0.59 0.07 3.06 0.06 9.45 0.03 0.89
HM7 0.027 0.22 0.04 0.52 041 0.21 2.79 0.03 8.35 0.02 0.52
HM7 + SRA 0.041 0.27 0.07 047 0.53 0.14 2.90 0.09 8.33 0.03 0.86
HMS 0.011 0.63 0.05 0.31 0.50 0.03 3.17 0.02 9.38 0.01 0.45
HMS + SRA 0.046 0.62 0.10 0.21 0.81 0.06 3.33 0.08 8.60 0.04 1.81
HMO9 0.008 0.71 0.07 0.25 0.44 0.02 3.31 0.01 10.43 0.01 0.41
HM9 + SRA 0.016 0.71 0.07 0.22 0.52 0.03 2.98 0.03 10.18 0.01 0.80
HMS' 0.019 0.33 0.06 0.55 0.49 0.07 3.18 0.04 8.80 0.01 0.43
HMS'+ SRA 0.029 0.14 0.08 0.67 0.46 0.10 2.83 0.07 9.23 0.02 0.50
HM7' 0.018 0.74 0.09 0.18 0.59 0.04 3.64 0.03 9.33 0.01 1.03
HM7'+ SRA 0.047 0.62 0.15 0.17 0.84 0.08 3.18 0.09 8.69 0.04 1.86
HM6' 0.006 0.73 0.05 0.23 0.37 0.03 2.77 0.01 9.72 0.01 0.37
HM6' + SRA 0.013 0.73 0.06 0.20 0.49 0.03 3.10 0.04 9.62 0.01 0.73
HMS5' 0.015 0.69 0.05 0.25 0.42 0.03 3.22 0.02 9.25 0.01 0.72

HM5' + SRA 0.024 056 006 031 058 006 292 0.06 9.21 0.02  0.83

Experiments were performed with 3 uM of 2-Ap labeled hemi-methylated duplexes in the absence or presence of
4 uM SRA domain in 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 0.5 mM PMSF, 2 mM TCEP, 0.04 % PEG 20,000
at 20°C. Excitation and emission wavelengths were 315 nm and 370 nm, respectively. Q corresponds to the
quantum yield. The best fit to the time-resolved fluorescence decay was obtained using four lifetimes where T;
correspond to the fluorescence lifetimes, o; to the relative amplitudes, and <t> to the mean lifetimes. The
amplitude o of the dark species, as well as the amplitudes of the various lifetimes were calculated as described
in the Materials and Methods section. Standard deviations are lower than 10 % for the quantum yield, 25 % for
the lifetimes, 25 % for the amplitudes and 15 % for the mean lifetimes, respectively.

*Data from (20)

The fluorescence decays of the 2-Ap labeled duplexes exhibit four lifetimes attributed to
different conformational states (Table 1). Moreover, as the differences in the quantum yields

of the free 2-Ap and 2-Ap labeled duplexes were higher than the differences of their
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corresponding mean lifetimes, an additional 2-Ap population corresponding to dark species
with a lifetime shorter than the detection limit of our equipment (< 0.03 ns) (22,23) was
inferred. This population of dark species (0p) together with the population (o) associated
with the 30-50 ps lifetime is thought to correspond to the most stacked conformations of 2-
Ap (32). These conformations are predominant for all 2-Ap labeled duplexes and exceed 90
% when the neighboring base is a guanine. The fourth population (0y4) exhibits a lifetime (T4)
(~ 9.27 ns) close to that of the free 2-Ap and likely corresponds to extra-helical
conformations (32). Except for HM3, where the o4 population represents 8 %, this
population is negligible (1 to 3 %) for most of the duplexes, confirming that the stacking of
2-Ap with its neighbors is less pronounced at the end of the duplex (34).

Table 2. Fluorescence anisotropy decay parameters of 2-Ap-substituted hemi-methylated duplexes

o P2 03 0o
(ns) B (ns) B> (ns) B S (degree)
Free 2-Ap 0.08 1.00 0 90.0
HM3 0.37 0.56 2.47 0.44 0.660 41.1
HM3 + SRA 0.23 0.39 1.58 0.28 16.4 0.34 0.785 31.9
HMS5 0.44 0.65 1.88 0.35 0.589 46.0
HMS5 + SRA 0.24 0.27 2.64 0.32 17.0 0.41 0.853 26.0
HM7 0.61 0.72 2.38 0.28 0.528 50.0
HM7 + SRA 0.21 0.18 5.09 0.16 17.4 0.66 0.904 20.4
HMS 0.34 0.62 2.49 0.39 0.618 44.0
HMS + SRA 0.26 0.21 2.23 0.21 17.2 0.58 0.888 22.5
HM9 0.22 0.86 3.15 0.14 0.374 60.1
HMO9 + SRA 0.09 0.31 4.20 0.20 17.3 0.49 0.825 28.1
HMS' 0.38 0.62 2.68 0.38 0.615 44.2
HMS'+ SRA 0.29 0.22 1.64 0.22 16.7 0.56 0.883 23.1
HMT7' 0.25 0.60 1.83 0.40 0.636 42.8
HM7'+ SRA 0.34 0.12 2.02 0.23 16.8 0.65 0.939 16.3
HM6' 0.21 0.73 1.64 0.27 0.505 51.5
HMé6' + SRA 0.12 0.23 5.10 0.25 15.9 0.52 0.880 234
HMS5' 0.19 0.73 1.74 0.27 0.514 50.9
HMS5' + SRA 0.15 0.30 4.02 0.34 17.5 0.36 0.835 27.5

o; are the rotational correlation times, J; their amplitudes, S is the generalized order parameter and 6, the cone
semi-angle for 2-Ap local motion calculated as described in the Materials and Methods section. Standard
deviations are lower than 20 % for both the rotational correlation times and their amplitudes.

Time-resolved fluorescence anisotropy measurements were performed to further report
on the 2-Ap dynamics. In all duplexes, the value of the initial anisotropy ry of the 2-Ap
residue was about 0.32 (data not shown), in line with 0.33 value of 2-Ap in 77 % glycerol
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(35). Fluorescence anisotropy decays of the 2-Ap-labeled ODNs showed two correlation
times ¢; and ¢, (Table 2). The shorter component ¢; (0.19 - 0.61 ns) was attributed to the
local rotation of the 2-Ap probe (32,34). The high proportion of the ¢; population,
representing up to 86 % (Figure 2), revealed the high mobility of the 2-Ap base, at least in its
least stacked conformations that contribute most to the 2-Ap emission. This mobility can be
further quantified by using the semi-angle cone model (30,32), which suggests that the 2-Ap
base can explore angular ranges of 41 to 60°, depending on the labeled position. Moreover,
the slow correlation time of 1.64 to 3.15 ns, was significantly shorter than the theoretical
correlation time (3.8 ns) calculated for the motion of a sphere with the same molecular mass
than the duplex (29). This indicates a significant contribution of segmental motions,

indicative of the high flexibility of the duplexes (34).
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Figure 2. B; amplitudes of the rotational correlation times ¢; of the 2-Ap labeled HM duplexes in the absence
or the presence of the SRA (408-643) domain. The 12-bp ODN duplexes contain a single CpG recognition site
(in red) with a methyl-cytosine at position 6 (M). The 2-Ap residue substitutes the natural base at various
positions (3, 5, 6,7, 8,9, 5, 6', 7', 8") within the ODN sequence. Black lines highlight the strong restriction of
the local motion of the 2-Ap residues induced by the binding of the protein. This restriction is the highest at the
level of the CpG recognition site. Experiments were performed with 3 uM of 2-Ap labeled ODNs in the absence
or presence of 4 uM SRA domain in 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NacCl, 0.5 mM PMSF, 2 mM TCEP, 0.04
% PEG 20,000 at 20°C. Excitation and emission wavelengths were 315 nm and 370 nm, respectively. The
histogram values correspond to the average of at least two experiments. Standard deviations are reported on the
histogram.
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Effects of the SRA domain on the dynamics of the 2-Ap labeled hemi-methylated

duplexes

In order to site-selectively investigate the interaction of the UHRF1 SRA domain with
HM duplexes, fluorescence measurements were performed on 2-Ap labeled HM-dup in the
presence of the SRA (408-643) domain. In agreement with previous studies (5-11), FRET
experiments using Cy3-labeled SRA protein and Cy5-labeled duplexes, showed that the SRA
domain of UHRF1 interacts with a strong affinity with HM duplexes (Kd = 0.08 uM,
Supplementary data Figure S1). Moreover, competition experiments revealed that the
substitution of a natural base by a 2-Ap residue only slightly decreased the SRA binding
affinity (Supplementary data Figure S2). According to these data, all following experiments

were performed in conditions where at least 80 % of the duplexes were complexed to SRA.

The binding of the SRA domain to the 2-Ap labeled HM duplexes increased the 2-Ap
fluorescence quantum yield by 1.2- to 3.7-fold, depending on the labeled position (Figure 1,
Table 1 and Figure 3). This change in quantum yield was accompanied by a 2 to 6 nm blue
shift of its maximum emission wavelength (data not shown), indicating a slight decrease in
the polarity of the 2-Ap environment. Time-resolved fluorescence intensity decays revealed
that the SRA-induced increase of the 2-Ap quantum yield was mainly due to an increase of
the populations of the least stacked 2-Ap conformers, as can be seen from the changes in the
o and oy values (Table 1 and Supplementary Figure S3). In line with the numerous contacts
of SRA with the duplexes (5,6,9), these changes suggest that SRA restricts the stacking and
collisions of 2-Ap with its neighbor residues. Time-resolved anisotropy decays further
revealed that SRA strongly restricts the local motion of the 2-Ap bases (Table 2 and Figure
2), as could be seen from the decrease of B; and 8y values. Moreover, the appearance of a
third component @3 (~ 17 ns) is fully consistent with the theoretical 16.8 ns value calculated
for the tumbling of a 1:1 spherical complex, suggesting that the @3 component only describes
the overall motion of the complex with no contribution of segmental motions, which are now
described by the ¢, component. Taken together, these data indicate that the binding of the
SRA domain leads to a strong decrease of both the global flexibility of the duplexes and the
local mobility of the bases.

Comparison of the data at the different labeled positions indicates that the strongest

variations in the presence of SRA are observed at positions directly surrounding the flipped
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methyl-cytosine. Indeed, dramatic decreases in the ; amplitude values (from ~69 % to ~22
%) (Table 2 and Figure 2) were observed when the 2-Ap residue replaces the base opposite to
the methyl-cytosine in the HM duplex (HM6') or one of the nucleotides of the base-pairs
flanking the methyl-cytosine (HMS, HMS5', HM7 and HM7'). These data indicate that SRA
strongly restricts the local motion of the bases at these sites, in line with the 3D structure of
the SRA/DNA complex showing direct contacts of these bases through van der Waals and/or
hydrogen bonding interactions with the NKR finger (Asp 489, Lys 490, Arg 491) of the SRA
domain (5,6,9). The somewhat larger changes observed when 2-Ap replaces G7 or C7' as
compared to C5 or G5’ (Figure 2) indicate a stronger anchoring of the SRA domain to the
nucleotides downstream of the flipped cytosine (6,9). Surprisingly, in spite of the flip of the
methyl-cytosine at position 6, the fluorescence quantum yield and lifetimes of 2-Ap at the
surrounding positions (HMS5, HMS5', HM6', HM7 and HM7') were only moderately affected
by the binding of SRA (Table 1, Figure 1 and Figure 3, and Supplementary Figure S3). This
situation was previously observed in other studies where only one stacking neighbor was
sufficient to induce a large fluorescence quenching of the 2-Ap (36-39). As a consequence,
our data suggest that the NKR residues of SRA seem to fill the space left by the flipped
methyl-cytosine, stabilizing the intra-helical environment of the surrounding bases (5,6,9).

In addition to confirming interactions that were previously observed in the 3D structure
of the SRA/DNA complex, our data further revealed direct contacts between the SRA
domain and the base-pair 8.8'. Indeed, we observed a dramatic decrease in the 3; amplitude
on SRA binding to HM duplexes where the natural bases at position 8 or 8 were substituted
by 2-Ap (Table 2 and Figure 2), indicating that SRA strongly restricts the local motion of 2-
Ap at these two positions As for the positions directly surrounding the methyl-cytosine,
binding of SRA only modestly changed the values of the 2-Ap fluorescence quantum yield
and lifetime parameters at position 8’ (Table 1, Figure 1 and Figure 3, and Supplementary
Figure S3), indicating that SRA also preserves the native structure of the duplex at this
position. In contrast, a significant 3.7 fold increase of the 2-Ap quantum yield accompanied
by a consequent redistribution of the fluorescence lifetimes was observed on binding of SRA
to HMS. Since the base facing the 2-Ap residue at position 8 is a guanine, the strong changes
in the fluorescence parameters of HM8 may be related to the unstable mismatch 2-Ap.G
base-pair that could favor extra-helical conformations of 2-Ap. To check this hypothesis, the
measurements were repeated with a sequence where the G facing the 2-Ap residue was

substituted by a T (Supplementary data HMS8T, Tables S5 and S6). This substitution did not
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affect the SRA-induced changes in the time-resolved anisotropy parameters, but dramatically
decreased the changes in the 2-Ap fluorescence quantum yield and lifetime parameters,
which became comparable to those observed at position 8’. As a consequence, data with 2-
Ap substitutions at positions 8 and 8’ strongly suggest that SRA contacts both residues and
stabilizes this base-pair in its native conformation in the duplex. Nevertheless, it cannot be
excluded that the restriction of the local mobility and the stabilization of both bases indirectly
result from the interaction of the SRA domain with the neighbor bases at positions 7 and 7°.

Since Hashimoto et al. also mentioned a base-flipping of the adenine at position 9 (9),
we substituted this residue by 2-Ap (HM9) and measured the changes in its fluorescence
parameters after binding of the SRA domain. The limited increase (1.9-fold) in the 2-Ap
fluorescence quantum yield, as well as the moderate redistribution of its fluorescence lifetime
parameters (Table 1, Figure 1 and Figure 3, and Supplementary Figure S3) are inconsistent
with a base-flipping that generally increases the 2-Ap fluorescence by at least 10 times
(38,40-47). These limited changes in the fluorescence parameters merely suggest a
conformational change of the base at position 9 on SRA binding. In addition, the time-
resolved anisotropy parameters further indicate that SRA restricts the local motion of the
base at position 9 (Table 2 and Figure 2), likely through a direct contact with the protein or
indirectly through the stabilized flanking bases.

In contrast to the aforementioned positions, substitution of the natural base at position 3
(HM3) led to no significant changes in the 2-Ap fluorescence quantum yield (Table 1, Figure
1 and Figure 3) and time-resolved parameters (Table 1, Table 2 and Figure 2, and
Supplementary Figure S3) on SRA binding. This confirms that this base is located outside of
the recognition site of the protein and that the SRA domain does not interact with this base.

All together the steady-state and time-resolved fluorescence changes observed with 2-Ap
substitutions at different positions in the HM duplex confirm the presence of numerous
contacts between the bases and the SRA residues that largely restrict the local mobility of the
bases. This confirmation is of importance, since our data have been obtained in the more
relevant context of diluted solutions. In addition, our data revealed that the SRA protein flips
the methyl-cytosine base, while preserving the global structure of the duplexe. This likely
results from the ability of the NKR finger (Asp 489, Lys 490, Arg 491) to fit into the space
left by the flipped methyl cytosine in the DNA helix, in order to interact with the adjacent
bases and stabilize the intra-helical environment (5,6,9). The strong stabilization activity of

the SRA domain close to the flipped methyl cytosine is confirmed by the fact that the
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flexibility of the HM duplex is particularly decreased at positions at and close to the
recognition site (Table 2 and Figure 2).

Comparison of the SRA domain effects on the dynamics of the 2-Ap labeled non-
methylated, hemi-methylated, or fully-methylated duplexes

Quantum yield increase
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Figure 3. Changes of quantum yield of the 2-Ap labeled duplexes on addition of the SRA (408-643) domain.
The sequence of the 12-bp ODN contains a single CpG recognition site (in red) that is either unmethylated
(NM-dup: X =Y = C), hemi-methylated (HM-dup: X = 5mC, Y = C), or fully methylated (BM-dup: X =Y =
5mC). The 2-Ap residue replaces the natural base at various positions (3, 5, 6, 7, 8, 9, 5', 6', 7', 8') within the
duplexes. Experiments were performed with 3 pM of 2-Ap labeled duplexes in the absence or the presence of 4
uM SRA domain in 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NacCl, 0.5 mM PMSF, 2 mM TCEP, 0.04 % PEG 20,000
at 20°C. Excitation and emission wavelengths were 315 nm and 370 nm, respectively. For each position in the
various duplexes, mean values +/- standard deviations are reported for at least two experiments.

* Data obtained with a sequence where the G at position 8’ facing the 2-Ap residue at position § was replaced
by a T revealed an increased sensitivity of 2-Ap to the binding of SRA. This may be related to the fact that 2-
Ap does not base pair efficiently with G8” (31), so that a larger population can be driven to an extra-helical
conformation as a consequence of SRA binding (see explanation in the text and Tables S5 and S6 in the
Supplementary data).

To further characterize the specific features of the interaction of the SRA domain with
HM duplexes, we comparatively investigated with the same techniques the interaction of the
SRA domain with the corresponding 2-Ap labeled duplexes, where the CpG recognition site
was either non-methylated (NM) or methylated on both strands (BM). In agreement with
previous studies (5-11), titrations by FRET confirmed that the SRA domain exhibits a
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preferential affinity for HM duplexes, with a four-fold higher affinity as compared to NM-
and BM duplexes (Kd ~ 0.28 uM and 0.25 pM for NM and BM duplexes respectively,
Supplementary data Figure S1).

In the absence of SRA, the higher values of the 2-Ap quantum yield for HM7 and BM7
as compared to NM7, and for BM6' as compared to HM6' and NM6' (Table 1 and
Supplementary data Tables S1 and S2) revealed that methylated cytosine is a less efficient
quencher of 2-Ap than the non-methylated cytosine.
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Figure 4. Changes of the B; amplitudes associated to the rotational correlation times ¢; of the 2-Ap labeled
duplexes on addition of the SRA (408-643) domain. The duplexes contains a single CpG recognition site (in
red) that is either unmethylated (NM-dup: X =Y = C), hemi-methylated (HM-dup: X = 5mC, Y = C), or fully
methylated (BM-dup: X =Y = 5mC). The 2-Ap residue substitutes the natural base at various positions (3, 5, 6,
7,8,9,5', 6,7, 8) within the duplexes. Experiments were performed with 3 pM of 2-Ap labeled duplexes in
the absence or the presence of 4 uM SRA domain in 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 0.5 mM PMSF, 2
mM TCEP, 0.04 % PEG 20,000 at 20°C. Excitation and emission wavelengths were 315 nm and 370 nm,
respectively. For each position in the various duplexes, mean values +/- standard deviations are reported for at
least two experiments.

* The data obtained with a sequence where the G facing the 2-Ap residue was replaced by a T revealed an
increased sensitivity of 2-Ap at position 8 to the binding of SRA only for NM duplexes (Supplementary data
Tables S5 and S6).

Remarkably, despite the preferential binding of the SRA domain to HM duplexes, and
the flip of the methyl-cytosine thought to be specifically induced by the SRA domain on HM
duplexes, the fluorescence parameters were found remarkably similar for all three types of

duplexes at the wvarious labeled positions (Figures 3 and 4, Tables 1 and 2, and
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Supplementary data Tables S1, S2, S3 and S4). This suggests that the SRA domain forms
similar complexes with HM-, NM- and BM duplexes. In fact, only slight differences in the
fluorescence parameters are observed at positions at or close to the recognition site. When
the 2-Ap residue substitutes the G6' base, opposite to the target cytosine, the changes in
fluorescence quantum yield and the lifetime amplitudes are lower for the BM6’ duplex as
compared to the NM6'- and HM6' duplexes (Figure 3 and Supplementary data Figure S3,
Table 1 and Supplementary data Tables S1 and S2). Moreover, comparison of the [3;
amplitudes indicates that the local motion of 2-Ap is less restricted for the BM6' duplex than
for the two other types of duplexes (Figure 4, Table 2 and Supplementary data Tables S3 and
S4), suggesting that methylation of the neighbor C7’ residue lowers the interactions with the
NKR finger, probably as a consequence of a steric clash induced by the additional methyl
group (5,6,9). The lower decrease of the B; amplitude observed for BM7 as compared to
HM?7 could also be a consequence of this steric clash that likely decreases the interaction of
the G7 base with the NKR finger. In sharp contrast, at position 5', SRA was found to induce
more conformational changes on binding to the BM5' duplex as compared to the HMS5'- and
NMS' duplexes. Indeed, a larger increase (2.4 fold) of the 2-Ap quantum yield is observed
when the protein binds to BMS5' as compared NM5' and HMS' (1.9- and 1.6-fold,
respectively) (Figure 3, Table 1 and Supplementary data Tables S1 and S2). This larger
increase in quantum yield is mostly due to the more pronounced increase in the (03 + 04)
populations (Supplementary data Figure S3, Table 1 and Supplementary data Tables S1 and
S2). Moreover, the larger decrease in the B; amplitude observed on binding of SRA to the
BMS5’ duplex as compared to the NMS5'- and HMS'- duplexes (Figure 4, Table 2 and
Supplementary data Tables S3 and S4), suggest a stronger interaction of the base at position
5" with the NKR finger in the complex of SRA with the BM duplex. Similar SRA-induced
differences in the B, amplitude were also observed at position 5 in duplexes where the G5’
residue was substituted by a T residue to prevent the destabilization due to the mismatch of G
with 2-Ap (Supplementary data Tables S5 and S6). Thus, in complexes of the SRA domain
with BM duplexes, the position of the NKR finger seems to be shifted, likely as a
consequence of the steric hindrance with the methyl group of the C7’ residue. This shift of
the NKR finger weakens the interaction with the G6’ residue, but strengths the interaction
with the base-pair 5.5°. Another difference is observed at position 7 where the B; amplitude
indicates that the local motion of the G7 residue is less restricted in the NM7 duplex than in

the HM7- and BM7 duplexes after binding of the SRA domain (Figure 4, Table 2 and
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Supplementary data Tables S3 and S4). Thus, in the absence of the methylated-cytosine, the
SRA domain binds less avidly to this strategic position, probably as the consequence of the
inability of the NKR finger to flip the non methylated cytosine at position 6 and thus, to
insert into the duplex. This reduced interaction of the NKR finger with the G7 residue may
explain in part the lower affinity of NM7 as compared to HM7 for the SRA domain.

For the NM duplex, fluorescence measurements were also performed with the 2-Ap
residue substituting the non-methylated cytosine at position 6 within the CpG recognition site
of the SRA domain (NM6). As expected, the data with this NM6 duplex revealed that this
position is highly destabilized by the SRA domain. Indeed, we observed a 3.7-fold increase
of the 2-Ap fluorescence quantum yield, associated with a 4-fold increase of the least-
stacked 2-Ap populations (Figure 3, and Supplementary data Figure S3 and Table S1). These
changes are well below those expected if the C6 base would be flipped out of the duplex
(38,40-47), but nevertheless they indicate that the base is significantly moved from its natural
position in the duplex. Moreover, the large drop in the B; amplitude (from 67 % to 19 %)
shows that the local motion of the C6 base is largely restricted by the binding of SRA,
suggesting that the C6 base is firmly bound to SRA residues (Figure 4 and Supplementary
data Table S3). Very similar changes in the fluorescence parameters were obtained when the
guanine base facing the 2-Ap residue was replaced by a thymine within the NM duplex
(Supplementary data Tables S5 and S6), indicating that the observed changes are
independent on the opposite base. Thus, our data suggest a strong and direct interaction of
the SRA domain with the base at position 6 within the SRA/NM complex. Due to the overall
similarities in the binding of SRA to HM- and NM duplexes, and the significant
perturbations observed at this strategic position in the NM duplex, it can be inferred that the
SRA domain interacts with C6 through its thumb and its NKR finger and partly moves it out
of the duplex. It should be noticed that if a full flipping of this base would occur, the 2-Ap
residue would be sandwiched between Tyr 478 and Tyr 466 residues, resulting in n-stacking
interactions (5,6,9), which could possibly quench the 2-Ap fluorescence (44,48,49) and thus
mask the observation of the base-flipping. Thus, the real extent of the flipping of the residue
at position 6 in the NM duplex remains elusive.

Taken together, our data indicate that the SRA domain seems to bind HM-, BM- and

NM duplexes in a similar way.

127



DISCUSSION

In this study, we investigated the interaction of the UHRF1 SRA domain with 2-Ap
substituted duplexes of 12-bp containing a single CpG recognition site that was either non-
methylated, hemi-methylated or fully-methylated. Using steady-state and time-resolved
fluorescence spectroscopy, we characterized site-specifically the dynamics of the interaction
of the SRA domain with hemi-methylated DNA and compared it with non-methylated and
bi-methylated DNA.

In the absence of protein, the duplexes show highly flexible structures (Table 2 and
Supplementary data Tables S3 and S4), in which the 2-Ap residue adopts multiple
conformations with a predominance of the most stacked conformers (Table 1). The quantum
yield of the various 2-Ap labeled duplexes confirmed that the guanine residue is the most
efficient quencher of the 2-Ap and revealed that methyl-cytosine is a less efficient quencher
than the non-modified cytosine (Table 1 and Supplementary data Tables S1 and S2). Binding
of the SRA domain was found to constrain both the overall flexibility of the duplexes and the
local mobility of the bases, in line with the numerous contacts of SRA residues with the
duplexes. Strong similarities were observed for the interaction of the SRA domain with non-
methylated, hemi-methylated and bi-methylated duplexes, suggesting that the protein adopts
similar binding modes with the different types of duplexes (Figures 3 and 4, and
Supplementary data Figure S3). Thus, even if a full base flipping may not occur when the
SRA domain binds to NM or BM duplexes, the protein seems to insert its NKR finger within
the double-stranded DNA in the same way as in the complexes with HM duplexes.
Moreover, as in NM duplexes, the protein shows a stronger tendency to perturb the base at
position 6 over the opposite base in the palindromic CpG site, the SRA domain appears
somewhat sensitive to the sequence of the bases surrounding its recognition site. Importantly,
the absence of drastic changes in the 2-Ap fluorescence parameters when the target cytosine
is flipped-out by the SRA domain suggests that the protein maintains the structure of the
duplex during the flipping process. In line with the 3D structure of the SRA/DNA complex,
this may result from the ability of the NKR finger (Asp 489, Lys 490, Arg 491) to occupy the
space left by the flipped cytosine within the DNA helix and to stabilize the surrounding bases
through direct contacts that mimic the natural intrahelical environment of duplexes (Figure 5)
(5,6,9). In addition to the expected interactions of the SRA domain with the bases 5, 5, 6', 7

and 7' that directly surround the methyl-cytosine, our data indicate SRA-induced
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conformational changes for bases at more distant positions, such as the 8.8' base-pair and the
residue at position 9 (Tables 1 and 2). These changes could be due to direct contacts with the
SRA domain or indirect changes in the duplex properties through the interaction of the SRA
domain with the CpG recognition site. Interestingly, our data further indicate a preferential
interaction of the SRA domain with the bases downstream of the methyl-cytosine and
notably, with the G7.C7' base-pair (Figure 2). This preferential interaction and the
accompanying conformational changes at this strategic position could in turn actively
promote the recruitment of Dnmtl at this site in order to enable the methylation of the

cytosine residue at the 7' position opposite to the methyl-cytosine in the CpG recognition site.

Figure 5. Schematic representation of the SRA domain bound to hemi-methylated DNA (Based on Protein Data
Bank code 3CLZ). The DNA duplex is shown in gray with the flipped methylated deoxycytidine (mC) in
yellow. The body of the SRA domain is represented in blue with a binding pocket able to fit the methyl-
cytosine. The thumb (orange) is thought to promote the flip of mC whereas the NKR finger (magenta) fills the
resulting hole within the DNA helix, stabilizing the surrounding bases by direct contacts. The Asn 489 and Arg
491 residues of the NKR finger, that take part in most of these contacts, are shown in stick format. Dotted line
represents the potential interactions between the SRA domain and the bases at positions 8, 8’ and 9.

Despite the high affinity of the SRA domain for hemi-methylated DNA, the protein
exhibits a modest preference for this type of DNA over non-methylated and bi-methylated
DNA (8,10,11). Moreover, the SRA domain can even bind with a significant affinity to DNA
duplexes lacking the CpG recognition site (8) (Supplementary data Figure S1). These

observations are consistent with a “reader” role of the SRA domain that, through its
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significant affinity for non-specific DNA, could slide along a DNA duplex to scan for hemi-
methylated CpG sites (17,18). Since the binding mode of the protein seems similar for the
various duplexes (Figures 3 and 4, and Supplementary data Figure S3), the thumb and the
NKR finger of the SRA domain likely act together to scan the DNA sequence in search of
hemi-methylated sites. The thumb is thought to interact with the DNA on the minor groove
where it can promote the flipping of the bases, while the NKR finger is inserted from the
opposite direction in the major groove and can thus act as a read head that is able to
differentiate the methylation state of the strands (5,6,9). These two elements probably work
together to recognize the hemi-methylated sequences. For the non-methylated DNA,
unfavorable interaction energy likely favors the unbound state of the non-methylated DNA
(50), preventing the anchoring of the protein to non-methylated CpG sites (as seen from the
high overall flexibility kept for the NM7/SRA complexes). For the bi-methylated DNA
sequences, the methyl groups on both cytosines in the CpG recognition sites, seem to cause a
steric clash that destabilizes the conformation of the NKR finger within the DNA (as seen
from the results obtained for BiM5' and BiM6'), accounting for the decrease in binding to
fully-methylated DNA (5,6,9). Thus, the exact fitting of the methyl-cytosine within the
binding pocket of the SRA domain (5,6,9), the favorable interaction energy of the bound
hemi-methylated cytosine over its unbound state (50), and the stabilization of the
surrounding bases by the NKR finger insertion (5,6,9), probably allow the complete base-
flipping of this base and explain the preferential anchoring of the protein to hemi-methylated

CpG sites.
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Supplementary information

Materials and methods
Materials

The sequences of the 2-Ap-substituted oligonucleotides (ODNs) where the guanine
facing the 2-Ap residue were replaced by a thymine within the sequence were 5'-
GGGC24pXGCAGGG-3'/5-CCCTGYGTGCCC-3 for the 5T-duplexes, 5'-
GGGCC2,4pGCAGGG-3"/5'-CCCTGCTGGCCC-3"  for the NMO6T-duplexes, and 5'-
GGGCCXG24pAGGEG-3"/5-CCCTTYGGGCCC-3' for the 8T-duplexes. The single CpG site
was either unmethylated (NM: X =Y = C), hemi-methylated (HM: X = 5SmC, Y = C), or
fully methylated (BM: X =Y = 5mC).

Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)

The SRA (408-643) domain was labeled with Cy3 (Amersham Cy3 Maleimide
Monoreactive dye 5-pack) on Cys 497 and purified by gel filtration (Superdex 200). ODNs
were labeled with Cy5 at the 5° end (IBA Gmbh Nucleic Acids Product Supply). Experiments
were performed in 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NacCl, 0.5 mM PMSF, 2 mM TCEP, 0.04
% PEG 20.000 at 20°C. Increasing concentrations of Cy5-labeled duplexes from 0 to 2 uM
were added to a fixed concentration of 0.5 uM of Cy3-labeled SRA domain. Exitation
wavelength is 500 nm and emission wavelengths are 520 to 800 nm. Transfer efficiency is
measured from the relative fluorescence intensity of the donneur (Cy3) in the absence (Fp)
and the presence of the acceptor (Cy5S) (Fp4) by: E =1 — Fp4/Fp and plotted as a function of
the duplex concentration. The theoretical curve is adjusted to the experimental points by the

equation adapted from Didier et al (1):

1

o p | 1K (SRAY,, +[4DN,, )~ {1+ K, (1SR4, +{ADN1,, ) — 4K, ’[SRA],, [ ADN],,

4 2K [SRA]

fot
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where [SRA]J,,; and [ADN],, are the total concentrations of SRA protein and duplex,
respectively, Ep, is the final value of FRET efficency, and K,, is the affinity constant of the

protein.

Results
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Figure S1. Titration of the SRA domain by DNA duplexes, using FRET in solution.
Experiments were performed in 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 0.5 mM PMSF, 2
mM TCEP, 0.04 % PEG 20,000 at 20°C. Increasing concentrations of Cy5-labeled duplexes
were added to a fixed concentration of 0.5 uM of Cy3-labeled SRA domain. Mean values
and standard deviations for at least three experiments are reported on the graph. Except for
the TpG duplex (squares) where a thymine substitutes the cytosine in the CpG site of the
reference sequence, the duplexes used in this experiment contain a single CpG site that is
either non-methylated (triangles), hemi-methylated (stars), or fully-methylated (circles). The
Kd values of the SRA protein for each of these duplexes are indicated on the graph.
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Figure S2. Competition between 2-Ap-labeled duplex ODNs and Cy5-labeled duplex ODNs
for binding to the SRA domain. Relative ODN/SRA ratios are shown for Cy5-labeled and 2-
Ap-labeled duplex ODNs in direct competition. These ratios were determined from the
transfer efficiency between 0.5 pM of Cy3-labeled SRA domain and 0.5 pM of Cy5-labeled
duplex ODNSs in the presence of 0.5 uM of 2-Ap labeled duplex ODNs. Experiments were
performed three times in 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 0.5 mM PMSF, 2 mM
TCEP, 0.04 % PEG 20,000 at 20°C. Mean values and standard deviations are reported on the
histograms. The SRA domain binds preferentially to the Cy5-labeled duplexes, indicating the
substitution of a natural base by a 2-Ap residue slightly decreases the SRA binding affinity.
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Figure S3. Changes of (03 + ou) lifetime amplitudes of the 2-Ap-labeled duplex ODNs on
addition of the SRA (408-643) domain. The 12-bp duplex contains a single CpG recognition
site (in red) that is either unmethylated (NM: X =Y = C), hemi-methylated (HM: X = 5SmC,
Y = (), or fully methylated (BM: X =Y = 5mC). The 2-Ap residue substitutes the natural
base at various positions (3, 5, 6, 7, 8,9, 5', 6', 7', 8") within the ODN sequence. Experiments
were performed with 3 uM of 2-Ap-labeled ODNSs in the absence or the presence of 4 uM
SRA domain in 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NaCl, 0.5 mM PMSF, 2 mM TCEP, 0.04 %
PEG 20,000 at 20°C. Excitation and emission wavelengths were 315 nm and 370 nm,
respectively. The mean values and standard deviations were calculated from the data of at
least two experiments.

* The results obtained with a sequence where the G facing the 2-Ap residue was replaced by
a T revealed an increased sensitivity of 2-Ap at position 8§ to the binding of SRA that may be
related to the fact that 2-Ap does not base pair efficiently with G8 (2), so that a larger

population can be driven to an extra-helical conformation as a consequence of SRA binding.
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Table S1. Steady-state and time-resolved fluorescence parameters of 2-Ap-substituted non-
methylated duplexes

T T, T3 Ty <T>

L B S o S e S )

Free 2-Ap 0.680* 10.2 1.00 10.2
NM3 0.067 0.28 0.05 0.53 0.66 0.06 3.35 0.05 9.01 0.08 1.39
NM3 + SRA 0.069 0.25 0.06 0.52 0.63 0.06 3.21 0.09 9.00 0.08 1.39
NMS5 0.032 0.46 0.13 0.39 0.65 0.08 3.12 0.05 934 0.03 0.97
NMS5 + SRA 0.037 0.39 0.08 042 0.55 0.09 3.05 0.07 9.61 0.03 0.91
NM6 0.012 0.70 0.07 0.20 0.46 0.06 3.26 0.02 951 0.01 0.73
NM6 + SRA 0.055 0.40 0.15 0.35 0.70 0.12 3.38 0.09 8.69 0.04 1.37
NM7 0.018 0.33 0.07 042 0.46 0.21 2.53 0.02 9.52 0.01 0.40
NM7 + SRA 0.028 0.35 0.09 0.40 0.50 0.18 2.82 0.06 9.52 0.01 0.64
NMS 0.010 0.72 0.05 0.22 0.55 0.03 3.41 0.02 9.20 0.01 0.62
NMS + SRA 0.056 0.63 0.10 0.15 0.78 0.07 3.34 0.09 8.51 0.05 2.26
NM9 0.007 0.74 0.07 0.22 0.42 0.02 3.18 0.01 10.2 0.01 0.43
NM9 + SRA 0.016 0.69 0.07 0.24 0.58 0.03 3.03 0.04 10.3 0.01 0.77
NMS' 0.018 0.24 0.05 0.65 0.45 0.07 3.10 0.04 8.76 0.01 0.37
NMS8'+ SRA 0.028 0.19 0.09 0.64 0.51 0.10 2.96 0.06 9.48 0.02 0.52
NM7' 0.017 0.74 0.09 0.18 0.61 0.03 3.70 0.03 9.07 0.01 1.09
NM7'+ SRA 0.049 0.62 0.14 0.17 0.93 0.09 3.40 0.09 8.86 0.04 1.92
NMé6' 0.006 0.76 0.05 0.21 0.47 0.02 2.98 0.01 9.88 0.00 0.38
NM6' + SRA 0.012 0.74 0.07 0.19 0.58 0.03 3.15 0.04 10.4 0.00 0.75
NMS5' 0.011 0.73 0.05 0.21 041 0.03 3.17 0.01 9.17 0.01 0.67

NMS5'+ SRA 0.021 059 0.06 031 0.46 0.05 3.08 0.05 9.39  0.01 0.75

Experiments were performed as for hemi-methylated duplex ODNSs in Table 1.
“Data from (3)
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Table S2. Steady-state and time-resolved fluorescence parameters of 2-Ap-substituted fully-
methylated duplexes

T T, T3 Ty <T>

L B S o S e S )

Free 2-Ap 0.680* 10.2 1.00 10.2
BM3 0.068 0.38 0.06 0.40 0.68 0.07 3.37 0.07 8.52 0.09 1.64
BM3 + SRA 0.063 0.32 0.06 0.45 0.63 0.07 3.13 0.09 8.35 0.07 1.40
BMS5 0.039 0.48 0.11 0.35 042 0.10 2.81 0.03 9.29 0.05 1.15
BMS5 + SRA 0.050 0.32 0.08 0.45 0.50 0.10 2.95 0.07 9.37 0.05 1.12
BM7 0.035 0.27 0.06 0.40 043 0.25 2.89 0.05 8.51 0.03 0.72
BM7 + SRA 0.051 0.40 0.11 0.31 0.64 0.15 3.12 0.11 8.75 0.03 1.27
BMS 0.011 0.55 0.04 0.38 042 0.04 3.06 0.02 9.19 0.01 0.40
BMS + SRA 0.059 0.61 0.08 0.17 0.67 0.07 3.35 0.09 8.54 0.06 2.01
BM9 0.009 0.64 0.07 0.31 0.40 0.03 3.32 0.01 10.2 0.01 0.39
BM9 + SRA 0.017 0.63 0.07 0.28 0.46 0.04 3.00 0.04 10.1 0.01 0.73
BMS' 0.019 0.34 0.07 0.53 0.46 0.08 2.97 0.04 8.84 0.01 0.44
BMS'+ SRA 0.032 0.23 0.11 0.60 0.63 0.09 3.04 0.07 9.15 0.02 0.63
BMé6' 0.025 0.47 0.07 0.41 0.50 0.06 3.08 0.04 9.73 0.02 0.73
BM6' + SRA 0.042 0.48 0.09 0.32 0.58 0.09 3.06 0.08 9.39 0.03 1.21
BMS5' 0.011 0.74 0.05 0.19 0.37 0.04 3.22 0.01 9.64 0.01 0.59

BMS5'+ SRA 0.025  0.65 0.08 022  0.64 0.05 3.15 0.05 9.22  0.02 1.07

Experiments were performed as for hemi-methylated duplex ODNs in Table 1.
*Data from (3)
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Table S3. Fluorescence anisotropy decay parameters of 2-Ap-substituted non-methylated
duplex oligonucleotides

[ () 0?3 0o
(ns) B (ns) B> (ns) Bs (degree)
Free 2-Ap 0.08 1.00 0 90.0
NM3 0.32 0.55 2.01 0.45 0.673 40.2
NM3 + SRA 0.25 0.39 2.50 0.35 16.7 0.26 0.782 32.1
NMS5 0.35 0.70 2.27 0.30 0.549 48.6
NMS5 + SRA 0.25 0.38 2.33 0.22 16.1 0.40 0.787 31.7
NM6 0.35 0.67 2.09 0.33 0.574 47.0
NM6 + SRA 0.39 0.19 3.60 0.17 16.4 0.64 0.901 21.1
NM7 0.69 0.61 1.95 0.39 0.625 43.5
NM7 + SRA 0.24 0.28 3.60 0.22 17.3 0.50 0.848 26.3
NMS 0.32 0.66 3.02 0.34 0.584 46.3
NMS + SRA 0.27 0.17 2.31 0.23 17.4 0.60 0911 19.9
NMO9 0.23 0.91 3.11 0.09 0.291 65.8
NMO9 + SRA 0.10 0.26 4.68 0.28 16.2 0.46 0.860 254
NMS' 0.36 0.61 2.40 0.39 0.623 43.6
NMS8' + SRA 0.22 0.29 3.13 0.20 17.3 0.51 0.840 26.8
NM7' 0.28 0.60 1.84 0.40 0.631 43.2
NM7'+ SRA 0.27 0.15 3.07 0.24 16.4 0.61 0.922 18.5
NM6' 0.27 0.83 2.22 0.17 0.417 57.2
NMe6' + SRA 0.15 0.22 4.96 0.26 15.8 0.52 0.881 233
NMS5' 0.15 0.79 2.04 0.21 0.462 54.3
NMS5'+ SRA 0.13 0.29 5.01 0.29 17.0 0.43 0.844 26.8

Experiments were performed as for hemi-methylated duplex ODNSs in Table 2.
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Table S4. Fluorescence anisotropy decay parameters of 2-Ap-substituted fully-methylated
duplex oligonucleotides

?1 P2 ¢3 0o

(ns) B (ns) B, (ns) B (degree)
Free 2-Ap 0.08 1.00 0 90.0
BM3 0.38 0.55 1.96 0.45 0.669 40.6
BM3 + SRA 0.39 0.36 1.96 0.35 15.9 0.29 0.802 30.5
BMS5 043 0.64 2.07 0.36 0.597 45.5
BMS5 + SRA 0.21 0.31 2.45 0.33 17.3 0.36 0.832 27.9
BM7 0.55 0.62 1.88 0.39 0.618 44.0
BM7 + SRA 0.23 0.20 4.97 0.16 17.5 0.65 0.897 21.6
BMS8 0.19 0.62 1.91 0.38 0.613 44 .4
BMS + SRA 0.33 0.21 2.53 0.17 16.2 0.62 0.887 22.7
BM9 0.24 0.87 2.50 0.13 0.366 60.6
BM9 + SRA 0.14 0.31 3.85 0.20 16.7 0.49 0.829 28.2
BMS' 0.33 0.70 2.28 0.30 0.544 48.9
BMS&' + SRA 0.18 0.22 1.48 0.23 16.5 0.55 0.883 23.1
BM¢6' 0.32 0.75 2.23 0.25 0.502 51.7
BM6' + SRA 0.22 0.33 2.45 0.16 17.0 0.51 0.821 28.8
BM5' 0.19 0.80 1.75 0.21 0.452 55.0
BMS5'+ SRA 0.12 0.26 4.73 0.25 17.1 0.49 0.857 25.6

Experiments were performed as for hemi-methylated duplex ODNs in Table 2.
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Table S5. Steady-state and time-resolved fluorescence parameters of 2-Ap-substituted
duplex oligonucleotides where the guanine facing the 2-Ap residue was replaced by a
thymine

T T T3 Ty <T>

T B oy M a2 ) B ) M ()

Free 2-Ap 0.680 10.2 1.00 10.2
HMST 0.017 0.34 0.05 0.56 0.46 0.05 2.80 0.03 8.96 0.01 0.41
HMST + SRA 0.024 0.26 0.05 0.60 0.46 0.07 2.86 0.05 8.85 0.02 0.49
NMST 0.017 0.25 0.05 0.65 0.48 0.05 2.82 0.03 9.00 0.01 0.33
NMS5T + SRA 0.025 0.24 0.06 0.63 0.56 0.06 2.92 0.05 9.21 0.02 0.49
BMST 0.016 0.22 0.05 0.69 0.42 0.05 2.77 0.02 8.92 0.01 0.30
BMS5T + SRA 0.022 0.29 0.06 0.59 0.47 0.06 2.86 0.04 8.80 0.02 0.46
NM6T 0.003 0.84 0.04 0.13 0.35 0.02 2.60 0.01 8.80 0.00 0.28
NM6T + SRA 0.011 0.61 0.03 0.31 0.30 0.04 2.89 0.03 9.61 0.00 0.43
HMST 0.008 0.52 0.02 0.43 0.33 0.03 2.80 0.02 8.46 0.01 0.25
HMS8T + SRA 0.017 0.61 0.04 0.29 0.42 0.04 2.90 0.04 8.93 0.01 0.66
NMSKT 0.007 0.70 0.02 0.25 0.35 0.03 2.89 0.02 8.00 0.01 0.37
NMST + SRA 0.014 0.65 0.03 0.26 0.46 0.04 3.11 0.04 8.95 0.01 0.63
BMRT 0.008 0.60 0.02 0.35 0.31 0.03 2.83 0.01 8.81 0.01 0.31

BMS8T + SRA  0.016 027 002 062 027 005 288 0.04 879 0.01 0.32

Experiments were performed as for hemi-methylated duplex ODNSs in Table 1.
*Data from (3)

Table S6. Fluorescence anisotropy decay parameters of 2-Ap-substituted duplex
oligonucleotides where the guanine facing the 2-Ap residue was replaced by a thymine

(0 () (OF] 0o

(ns) B (ns) B> (ns) Bs S (degree)
Free 2-Ap 0.08 1.00 0 90.0
HMST 0.30 0.61 2.03 0.39 0.624 43.6
HMS5T + SRA 0.22 0.31 2.23 0.23 17.4 0.47 0.834 27.8
NMS5T 0.42 0.72 2.82 0.28 0.529 49.9
NMS5T + SRA 0.29 0.23 1.15 0.22 17.4 0.55 0.880 234
BMS5T 0.37 0.66 2.61 0.34 0.587 46.1
BMS5T + SRA 0.41 0.24 3.10 0.16 16.8 0.60 0.873 24.1
NM6T 0.27 0.75 3.07 0.25 0.502 51.7
NM6T + SRA 0.12 0.21 7.26 0.20 17.1 0.58 0.886 22.8
HMST 0.27 0.60 2.23 0.40 0.631 43.2
HMST + SRA 0.13 0.22 3.23 0.20 17.6 0.58 0.883 23.1
NMSBT 0.30 0.68 2.63 0.33 0.570 47.2
NMST + SRA 0.15 0.29 2.32 0.14 16.7 0.58 0.844 26.8
BMST 0.35 0.55 1.83 0.45 0.669 40.6
BMST + SRA 0.21 0.23 5.04 0.23 17.1 0.54 0.877 23.7

Experiments were performed as for hemi-methylated duplex ODNs in Table 2.
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B. Caractéristiques spectroscopiques du domaine SRA (408-643)

Les résidus aromatiques Trp sont des ¢éléments fluorescents sensibles a
l'environnement qui peuvent ainsi donner des informations sur la structure d'une protéine. Le
domaine SRA (408-643) possédant cinq résidus Trp, la mesure de leurs spectres d’absorption,
d’excitation et d’émission, ainsi que celles de leurs rendements quantiques et leurs temps de
vie de fluorescence, nous ont permis de caractériser 1’état conformationnel de la protéine et de
confirmer le bon repliement du domaine SRA aprés production et purification de chaque

nouveau lot.

1. Tests de conservation de la protéine

Lors du stockage du domaine SRA, nous avons pu observer une tendance de la
protéine a précipiter. En effet, la mesure du spectre d'absorption de la protéine aprés un mois
de stockage a 4°C ou -80°C révele l'apparition d'une nette diffusion, témoin de l'agrégation
des protéines (Figure 37). Afin d'éliminer ce phénomene, des tests de conservation ont été
effectués en congelant la protéine dans du tampon contenant 5 ou 50 % de glycérol. Lors de la
congélation, c'est généralement la formation de cristaux de glace qui endommage les
protéines. L'addition de glycérol au tampon de conservation permet de diminuer la taille de
ces cristaux et de limiter l'impact de la congélation sur la structure des protéines. Nos résultats
révelent que l'ajout de 50 ou 5 % de glycérol aux échantillons avant leur congélation a -20 ou
-80°C, respectivement, permet de stabiliser la protéine (Figure 37). Une concentration trop
importante de glycérol pouvant affecter les mesures de fluorescence, nous avons choisi de
conserver le domaine SRA a -80°C dans du tampon contenant 5 % de glycérol. D'autre part, la
congélation rapide des échantillons dans de 1'azote liquide, ainsi que la préparation d'aliquots
de petit volume évitant des cycles de congélation/décongélation, nous ont permis d'éviter

l'agrégation de la protéine.
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Figure 37 : Spectre d’absorption du domaine SRA (408-643) lors des essais de conservation
de la protéine. Les mesures sont effectuées sur 0,4 uM de protéines a 20°C dans du tampon
25 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM NaCl, 0,5 mM PMSF, 2 mM TCEP.

2. Problémes d’adsorption sur les parois des cuves de mesure

Lors des mesures de spectroscopie de fluorescence du domaine SRA, nous avons
observé une diminution de I’intensit¢ de fluorescence de la protéine au cours du temps,
témoignant de 1’adsorption progressive de la protéine sur les parois des cuves de mesure
(Figure 38). Ainsi, en 55 minutes, I’intensité de fluorescence de la protéine est diminuée de
pres de 70 %. Afin de limiter ce phénoméne, des mesures de l'intensité de fluorescence de la
protéine ont été effectuées apres ajout de divers agents anti-adsorbants au tampon de mesure.
Le CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonic acid) est un
tensioactif zwitterionique permettant de diminuer la tension superficielle de surface des cuves
(Ji et al., 2010). Le Sigmacote® (Sigma-Aldrich) est une solution de silicone permettant la
formation d'un film protégeant la surface des cuves, et le PEG (Polyéthyléne glycol) 20.000
est un polymere polyéther permettant ¢galement la formation d'un film protecteur sur les
parois des cuves (Vuilleumier et al., 1997). Lorsque les cuves sont prétraitées avec du
Sigmacote”™, comparée a la baisse de 70 % qui était observée au bout de 55 minutes en

absence d'additif, la diminution de l'intensité de fluorescence de la protéine n'est plus que de
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45 % (Figure 38). Ainsi, le prétraitement des cuves au Sigmacote” permet de diminuer la
quantité¢ de protéine adsorbée sur les parois des cuves. Cependant, ce processus d'absorption
est encore plus largement diminué lorsque du PEG ou du CHAPS est ajouté au tampon de
mesure, avec une baisse de seulement 20 % du maximum d'intensité de fluorescence de la
protéine apres 55 minutes d'incubation. Ces résultats indiquent que ces deux additifs sont de
bons candidats pour limiter 1’adsorption de la protéine sur les parois des cuves de mesure. Le

PEG 20.000, peu couteux, est finalement retenu comme additif anti-adsorbant.

L'ajout systématique de PEG 20.000 a 0,04 % dans le tampon de la protéine permet de
diminuer significativement 1'adsorption de la protéine sur les parois des cuves de mesure, mais
ne I’élimine pas totalement. Par conséquent, l'intensité de fluorescence de la protéine est
légerement diminuée dans toutes les séries de mesures effectuées en spectroscopie de

fluorescence.
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Figure 38 : Maximum d’intensité de fluorescence du domaine SRA (408-643) de la protéine
UHRF1 au cours du temps en absence ou en présence de divers agents anti-adsorbants. Les
mesures sont effectuées sur 0,4 uM de protéines a 20°C dans du tampon 25 mM Tris-HCI pH
7,5, 50 mM NaCl, 0,5 mM PMSF, 2 mM TCEP. Le CHAPS est dilué a 5 mM dans le tampon
pour protéine. Du PEG 20.000 a 4 % est pré-dissous dans de l'eau avant d'étre ajouté a 0,04
% dans le tampon pour protéine. Pour le Sigmacote®, les cuves de mesures sont prétraitées
selon le protocole indiqué par Sigma-Aldrich. La longueur d'onde d'excitation est de 295 nm.
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3. Caractéristiques spectroscopiques de la protéine
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Figure 39 : Spectres d’absorption, d’excitation et d’émission du domaine SRA (408-643) de
la protéine UHRF1. Les mesures sont effectuées sur 0,4 uM de protéines a 20°C dans du
tampon 25 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM NaCl, 0,5 mM PMSF, 2 mM TCEP, 0,04 % PEG
20.000. Les longueurs d'ondes d'excitation et d'émission sont de 295 nm et 320 nm
respectivement.

Afin de caractériser la protéine et de confirmer le bon repliement du domaine SRA,
diverses mesures de spectroscopie de fluorescence ont été effectuées et réitérées apres chaque
cycle de production et de purification de la protéine. Le spectre d'absorption du domaine SRA
présente une bande caractéristique de 1'absorption du Trp et de Tyrosines (Figure 39). D'autre
part, son spectre d'excitation enregistré a 320 nm se superpose au spectre d'absorption,
indiquant I’absence de contaminant fluorescent dans 1’échantillon. Le spectre de fluorescence
de la protéine présente également une unique bande caractéristique de la fluorescence du Trp.
La longueur d'onde du maximum d'émission de 344 nm révele que les résidus Trp de la
protéine se trouvent dans un environnement polaire. D'autre part, la valeur de 0,090 du
rendement quantique de la fluorescence intrinseéque du domaine SRA (Tableau 2), largement
inférieure a celle du Trp dans 1'eau (0,14) (Eisinger and Navon, 1969), suggére que les résidus
Trp de la protéine sont soit collectivement modérément fluorescents, soit que certains d’entre
eux sont fortement éteints. La structure tridimensionnelle du domaine SRA (408-643) (Figure

40) révélant deux résidus Trp profondément enfouis dans la protéine, ce sont probablement
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les trois résidus Trp exposés au solvant qui sont principalement responsables de la

fluorescence observée de la protéine.

TRP 666

TRP 627

TRP 680

TRP 430 : 2 % d'exposition
TRP 527 : 22 % d'exposition
TRP 565 : 28 % d'exposition
TRP 576 : 3 % d'exposition
TRP 590 : 18 % d'exposition

Figure 40: Degrés d’exposition des résidus Trp de la protéine SRA (408-643). Seul trois
résidus Trp sont visibles dans la représentation de surface du domaine SRA. Les deux autres
Trp sont enfoui dans la protéine. Calculs effectués sur "http://curie.utmb.edu/getarea.html" et
représentation sur VMD (code PDB 2PB7).

Tableau 2 : Parametres de fluorescence du domaine SRA (408-643) de la protéine UHRF 1.

T T T <T>
Qe | U | @ | % | (s

0,090 | 0,19 | 0,27 | 097 | 0,29 | 3,11 0,44 1,71

0]

Les mesures sont effectuées sur 0,4 uM de protéine a 20°C dans du tampon 25 mM Tris-HCI
pH 7,5, 50 mM NaCl, 0,5 mM PMSF, 2 mM TCEP, 0,04 % PEG 20.000. Les longueurs
d'ondes d'excitation et d'émission sont de 295 nm et 350 nm respectivement. Le meilleur
ajustement aux déclins de fluorescence résolue en temps est obtenu avec trois temps de vie, ou

7; correspond aux temps de vie, ¢; aux amplitudes relatives, et <T> au temps de vie moyen. Q
correspond au rendement quantique.

Pour caractériser davantage la fluorescence intrinséque du domaine SRA, des mesures
de spectroscopie de fluorescence résolue en temps ont été effectuées sur la protéine. A une
longueur d'onde d'émission de 350 nm, proche de la longueur d'onde du maximum d'émission
de fluorescence de la protéine, le déclin de fluorescence résolue en temps est multi-

exponentiel et comporte trois temps de déclin (Tableau 2). Le déclin de fluorescence est
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dominé par le temps de vie long de 3,11 ns qui représente 44 % de la population totale. Les
temps de déclins multiples des résidus Trp sont usuellement associés aux isomeres
conformationnels de ces résidus. L'observation de seulement trois composantes s'explique par
les limites de la technique de déconvolution qui ne permet pas de séparer les temps de vie qui
différent de moins d'un facteur 1,5 (Bombarda et al., 1999; Mely et al., 1994). D'autre part,
deux des résidus Trp sont profondément enfouis dans la protéine et ne sont probablement pas

ou peu fluorescents (Figure 40).

D'une manicre générale, les résultats obtenus en spectroscopie de fluorescence sont
cohérents avec la structure tridimensionnelle du domaine SRA. Ces paramétres de
fluorescence nous ont permis de vérifier I’intégrité de la protéine avant chaque série de

mesures.

C. Liaison du domaine SRA (408-643) a ’ADN

Bien que plusieurs études ont révélé une affinité préférentielle du domaine SRA pour
I'ADN hémi-méthylé, les différences d'affinité de la protéine observées pour les divers types
d'ADN, c'est a dire non-méthylés, bi-méthylés ou hémi-méthylés, sont variables d'une étude a
l'autre (Arita et al., 2008; Avvakumov et al., 2008; Bostick et al., 2007; Frauer et al., 2011;
Hashimoto et al., 2008; Qian et al., 2008; Rottach et al., 2010). Ainsi, afin de caractériser
l'affinit¢ du domaine SRA (408-643) avec 'ADN dans nos conditions, nous avons effectué

des titrages par FRET en solution et par anisotropie de fluorescence.

Les expériences de titrage par FRET en solution, en présence d'une concentration fixe
de protéine marquée au Cy3 et de concentrations croissantes d'ODNs marqués au Cy5, ont
confirmé I’affinité préférentielle du domaine SRA pour I’ADN hémi-méthylé (voir Figure S1
du Supplementary Data de la Publication 1). Le Kd de 80 nM obtenu pour 'ODN hémi-
méthylé est du méme ordre de grandeur que celui rapporté par Bostick et al. (Bostick et al.,
2007). Cependant, alors que cette étude révele une affinit¢ du domaine SRA sept fois plus
importante pour I'ADN hémi-méthylé que pour I'ADN bi-méthylé, nos résultats indiquent une
préférence modérée de la protéine pour 'ADN hémi-méthylé d'un facteur quatre environ.
D'autre part, nous avons pu observer des affinités similaires du domaine SRA pour I'ODN

non-méthylé et 'ODN bi-méthylé, ainsi qu'une affinité non négligeable pour un ODN ne
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comportant pas de site CpG. La faible préférence de la protéine pour 'ADN hémi-méthylé est
en accord avec les études de Frauer et al. (Frauer et al., 2011), Qian et al. (Qian et al., 2008) et
Rottach et al. (Rottach et al., 2010). En outre, une liaison du domaine SRA a un ADN ne
comportant pas de site CpG avait été reportée dans I'¢tude de Frauer et al. (Frauer et al.,
2011). Ces différences d'affinité peuvent en partie étre expliquées par la variabilité des
techniques (gel retard, anisotropie de fluorescence, test de liaison a I'ADN, FRET en solution)
et du matériel (origine murine ou humaine du domaine SRA, taille du domaine SRA, taille

des ODNGs) utilisés dans ces différentes études.

En anisotropie de fluorescence, au contraire des expériences effectuées par FRET en
solution, le titrage est en sens direct et une concentration croissante de protéine SRA est
ajoutée a une concentration fixe d'ODNs (Figure 41). Dans ce contexte, on observe également
une affinité préférentielle du domaine SRA pour 'ODN hémi-méthylé, et nos résultats sont en
accord avec ceux obtenus par Qian et al. avec la méme technique (Qian et al., 2008).
Cependant, le Kd obtenu de 0.3 uM est plus faible que celui révélé par les expériences de
FRET en solution, et l'affinité de la protéine pour I'ODN hémi-méthylé est seulement deux
fois plus importante que pour I'ODN non-méthylé. Ces différences d'affinité¢ selon les
techniques de mesure utilisées pourraient étre expliquées par le mode de titrage direct ou
indirect employ¢. En effet, dans les expériences de FRET en solution, une concentration fixe
de protéine est titrée par une concentration croissante d'ODNs. Dans ce contexte, la
concentration du domaine SRA est relativement faible pour les premiers points et la protéine
se trouve donc en exces. L'adsorption de la protéine sur les parois des cuves est minimisée par
la préparation séparée de chaque point de la courbe de titrage dans des tubes Eppendorf
possédant une faible adhésion de surface ("low binding"). De plus, le domaine SRA est
systématiquement ajouté a I'ODN, de maniére a réduire l'adsorption de la protéine au
maximum. Malgré ces précautions, la protéine se retrouve en exces pour les premiers points
de la courbe de titrage, ce qui favorise son adsorption et entraine une diminution de son
intensité¢ de fluorescence. Dans le cas des expériences d'anisotropie de fluorescence qui
s’effectuent dans le cadre d'un titrage direct, ce sont les derniers points de la courbe qui sont
limitant. En effet, le domaine SRA se retrouve trés concentré pour les derniers points, et les
mesures paralleles des spectres d'absorption révelent l'apparition d'une diffusion, témoin de
'agrégation des complexes SRA/ODN formés. Il en résulte une augmentation artéfactuelle de
l'anisotropie dans les derniers points de titrage, le plateau n'étant jamais complétement atteint.

Ainsi, les limitations des deux techniques expliquent la différence d'affinité observée par
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FRET en solution et par anisotropie de fluorescence. Cependant, nos résultats montrent
clairement que le domaine SRA posséde une affinité préférentielle mais modérée pour 'ADN

hémi-méthylé par rapport a I'ADN non-méthylé.
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Figure 41 : Mesure de l'interaction du domaine SRA (408-643) a I'ADN par anisotropie de
fluorescence. Une concentration fixe de 0,2 uM d'oligonucléotide (ODN) est titrée par une

concentration croissante de protéine. Les ODNs utilisés sont marqués a la fluorescéine et
contiennent un site CpG hémi-méthylé ou non-méthylé. Les mesures sont effectuées a 20°C
dans du tampon 25 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM NaCl, 0,5 mM PMSF, 2 mM TCEP, 0,04 %
PEG 20.000. La longueur d'onde d'excitation est de 470 nm. L'expérience est répétée au
moins trois fois, les valeurs moyennes et les écarts types étant retranscrits sur le graphique.
Les affinités de la protéine sont déterminées pour les divers types d'ODNs et les valeurs de Kd
reportées sur le graphique.

Afin de déterminer la dépendance en sels de l'interaction entre le domaine SRA et
I'ADN, nous avons effectu¢ une série de titrages en anisotropie de fluorescence avec des
tampons contenant diverses concentrations en NaCl (5, 50 ou 150 mM). L'affinité du
domaine SRA pour les divers types d'ADN diminue faiblement en fonction de la
concentration en sels. Malgré la charge positive du domaine SRA a pH neutre, son

interaction avec I'ADN semble donc essentiellement de nature non-électrostatique.

Malgré la variabilité des affinités obtenues selon les techniques employées, la
préférence de liaison du domaine SRA a 'ADN hémi-méthylé est donc bien établie. La

préférence modérée de la protéine pour I'ADN hémi-méthylé révélée dans notre étude est en
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accord avec les observations de Frauer et al. (Frauer et al., 2011), Qian et al. (Qian et al.,
2008) et Rottach et al. (Rottach et al., 2010). Ces résultats supportent I'hypothése d'un role
d'opérateur de lecture de la protéine UHRF1 qui serait capable de se lier a n'importe quel type
d'ADN via son domaine SRA et de scanner les brins a la recherche de sites CpG hémi-

méthylés.

D. Liaison du domaine SRA (408-643) a ’ARN

Plusieurs études récentes suggerent que de petits ARNs pourraient servir de guide aux
Dnmt3s afin de diriger la méthylation de I'ADN au niveau de sites spécifiques du génome
(Aravin et al., 2008; Denis et al., 2011; Kuramochi-Miyagawa et al., 2008; Weinberg et al.,
2006). Cependant, ce phénomene reste encore a éclaircir et l'interaction d'ARNnc avec la
Dnmtl n'a pas été observée. Afin d'établir si la protéine UHRF1, partenaire de la Dnmtl,
pourrait jouer un role dans ces mécanismes de méthylation de I'ADN dirigée par 'ARN, nous
avons effectué une série de titrages pour déterminer 1'affinit¢é du domaine SRA pour I'ARN
simple et double brin. Ces expériences ont été réalisées en anisotropie de fluorescence et en
FRET en solution mais dans des conditions non-optimales, c'est a dire sans limiter
I'adsorption en préparant séparément chaque point de la courbe de titrage dans des tubes
Eppendorf a faible adhésion de surface ("low binding"). En revanche, les résultats reportés
dans la Figure 42 ont été obtenus par FRET en solution dans les bonnes conditions mais

seulement sur une série de mesures.

Les titrages révelent que le domaine SRA posséde une forte affinit¢ pour I'ARN
simple et double brin, du méme ordre que pour 'ADN hémi-méthylé. Cependant, en fonction
du partenaire de la protéine, on observe des efficacités de transfert différentes dans le
complexes formés a saturation (44 % pour 'ARN double brin, 73 % pour 'ARN simple brin,
et ~ 62 % pour I'ADN). L'efficacit¢ de transfert étant dépendante de la distance
interchromophore, ces résultats indiquent que le domaine SRA se lierait aux ARNs dans des
conformations ou des sites différents de ceux observés pour le complexe SRA/ADN. D'autre
part, des expériences de compétition révelent qu'une concentration d'ADN 20x supérieure a

I'ARN ne suffit pas a déplacer la liaison formée entre I'ARN et le domaine SRA, l'inverse
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¢tant également observé. Ainsi, I'ARN et I'ADN semblent se lier sur deux sites différents du

domaine SRA.
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Figure 42 : Mesure de l'interaction du domaine SRA (408-643) a I'ARN par FRET en
solution. Une concentration fixe de 0,05 uM de protéine marquée au Cy3 est titrée par une
concentration croissante d'ARN simple ou double brin marqués au Cy5. Les ARNs utilisés
possedent une sequence homologue a I'ODN non-méthylé utilisé dans les expériences
précédentes. Les mesures sont effectuces a 20°C dans du tampon 25 mM Tris-HCI pH 7,5, 50
mM NaCl, 0,5 mM PMSF, 2 mM TCEP, 0,04 % PEG 20.000. La longueur d'onde d'excitation
est de 500 nm. L'efficacité de transfert est calculée selon la méthode décrite dans la section
"Matériels et Méthodes". Les valeurs de Kd sont reportées sur le graphique.

La forte affinit¢ du domaine SRA observée pour 'ARN suggere que la protéine
UHRF1 pourrait jouer un réle encore inconnu dans la méthylation de 'ADN dirigée par
I'ARN. En effet, la protéine UHRF1 étant impliqué dans le recrutement de la Dnmtl, la
liaison simultanée de son domaine SRA a des ARNnc pourrait permettre de diriger I'enzyme
au niveau de régions particulieres du génome afin d'induire leur méthylation. Bien que cette
piste soit intéressante et ouvre la porte sur une fonction encore inconnue de la protéine
UHRF1, des expériences supplémentaires seront nécessaires afin d'éclaircir ces résultats

préliminaires.
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E. Effet de la 5-azacvytidine sur la liaison SRA/ADN

HO N

OH OH

Figure 43: Structure chimique de la 5-azacytidine (5-AZA).

La 5-azacytidine (5-AZA) (Figure 43) est un inhibiteur des Dnmts utilisé¢ dans les
traitements anticancéreux. Analogue nucléosidique, cette base modifiée est incorporée a
I'ADN a la place du résidu cytosine lors de la réplication et empéche la méthylation de I'ADN
du fait de la présence d'un groupement nitrogéne remplacant le carbone 5 de la cytosine. Le
mécanisme d'action communément accepté du 5-AZA implique la formation d'un complexe
covalent irréversible entre la base et la Dnmtl, entrainant la dégradation de 1'enzyme par le
protéasome (Ghoshal et al., 2005). Cependant, ce mécanisme ne suffit pas a expliquer la
déméthylation considérable de I'ADN induite par cet agent anticancéreux. La protéine UHRF1
jouant également un role important dans I'établissement de la méthylation de I'ADN par
recrutement de la Dnmt1 au niveau des cytosines hémi-méthylées reconnues par le domaine
SRA, il serait possible que le 5-AZA puisse avoir un effet sur la liaison SRA/ADN. Afin de
vérifier cette hypothése, nous avons observé l'action du 5-AZA sur l'interaction SRA/ADN

par des mesures de FRET en solution.

Aprées préformation d'un complexe SRA/ADN, du 5-AZA est ajouté en concentration
croissante et l'efficacit¢ de FRET est mesurée (Figure 44). Une nette augmentation de
l'efficacité de transfert est observée lorsque le 5-AZA est ajouté en concentration croissante,
jusqu'a l'obtention d'un plateau a 93 % d'efficacité de transfert. Ainsi, le 5-AZA ne déplace
pas la liaison protéine/ADN comme un inhibiteur classique mais semble induire un
changement de conformation du complexe entralnant une diminution de la distance
interfluorophore. D'autre part, lorsque du 5-AZA est pré-incubé avec la protéine marquée au
Cy3, la liaison d'ODNs marqués au CyS5 est toujours possible, I'efficacité de transfert observée

dans ce contexte étant également augmentée par rapport au complexe formé en absence de 5-
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AZA. Ces résultats révelent sans ambiguité l'existence d'une interaction entre le 5-AZA et le
domaine SRA induisant des changements de conformation de la protéine mais n'excluant pas
son interaction avec 'ADN. Etant donné la nature du 5-AZA qui est un analogue de la
cytosine, il ne serait pas étonnant que cette base modifiée prenne la place de la cytosine dans
la poche de liaison du domaine SRA en empéchant le basculement de base induit par la
liaison de la protéine sur I'ADN. D'autre part, le 5-AZA pourrait bloquer la protéine,
I'empéchant de glisser le long de 'ADN et de transférer les sites CpG hémi-méthylés a la
Dnmtl. Le mécanisme d'action du 5-AZA au niveau de la liaison SRA/ADN reste a éclaircir
mais il semble évident qu'il pourrait jouer un rdéle dans 1'inhibition de la méthylation de ' ADN

observée apres traitements au 5-AZA.
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Figure 44 : Efficacité de transfert de l'interaction protéine SRA/ADN en fonction de l'ajout en
5-AZA. 0,05 uM de protéine marquée au Cy3 est incubé pendant 2 minutes avec 0.2 uM
d'ODN hémi-méthylé marqué au Cy5. Du 5-AZA est ajouté en concentration croissante au
complexe SRA/ODN préformé. Les mesures sont effectuées a 20°C dans du tampon 25 mM
Tris-HCI pH 7,5, 50 mM NaCl, 0,5 mM PMSF, 2 mM TCEP, 0,04 % PEG 20.000. La
longueur d'onde d'excitation est de 500 nm. L'efficacité de transfert est calculée selon la
méthode décrite dans la section "Matériels et Méthodes".
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V- CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La protéine UHRF1 se situe a l'interface des modifications de I'ADN et des histones,
via son domaine SRA (Arita et al., 2008; Avvakumov et al., 2008; Bostick et al., 2007; Frauer
et al., 2011; Hashimoto et al., 2008; Qian et al., 2008; Rottach et al., 2010; Sharif et al., 2007;
Unoki et al., 2004) et ses domaines TTD et PHD (Arita et al., 2012; Nady et al., 2011; Xie et
al., 2012). Ainsi, en permettant simultanément la lecture et l'écriture de modifications
épigénétiques par recrutement de divers acteurs au niveau de régions spécifiques du génome,
la protéine UHRF1 semble jouer un role central dans la maintenance et la transmission du
code épigénétique (Bronner et al., 2010; Hashimoto et al., 2009; Hashimoto et al., 2010).
L'¢tude de cette protéine apporte donc un nouveau niveau de compréhension dans la
régulation des mécanismes épigénétiques. D'autre part, la protéine UHRF1 étant impliquée
dans le développement de certaines tumeurs, elle pourrait constituer une cible thérapeutique

alternative aux inhibiteurs des Dnmts utilisés dans les traitements anticancéreux.

La protéine UHRF1 joue un rdle important dans la transmission des profils de
méthylation de 'ADN. En effet, lors de la réplication, en reconnaissant les sites CpG hémi-
méthylés via son domaine SRA, la protéine UHRF1 permettrait de diriger la Dnmt1 au niveau
de ces régions stratégiques afin de dupliquer les profils de méthylation sur le brin d'ADN
nouvellement synthétisé (Bostick et al., 2007; Sharif et al., 2007). Dans ce contexte, les
travaux effectués au cours de cette thése ont permis de clarifier les mécanismes d'interaction
du domaine SRA de UHRF1 avec I'ADN. Ainsi, I'étude des déclins de fluorescence de la 2-
Ap, sensible a l'environnement, nous ont permis de caractériser la dynamique des acides
nucléiques au sein des complexes SRA/ADN. Les résultats obtenus sur 'ADN hémi-méthylé
en interaction avec le domaine SRA confirment la structure du complexe révélée par les
¢tudes de cristallographie (Arita et al., 2008; Avvakumov et al., 2008; Hashimoto et al.,
2008). Ainsi, le domaine SRA induirait le basculement de base de la cytosine méthylée tout
en maintenant simultanément la structure globale de 1'ADN. D'autre part, un ancrage
particulier de la protéine au niveau du site CpG hémi-méthylé suggere que le domaine SRA
induirait des changements de conformation pouvant favoriser la liaison de son partenaire
Dnmtl au niveau de la cytosine a méthyler sur le brin complémentaire. Alors que plusieurs
études suggerent un basculement de base spécifiquement induit par le domaine SRA sur la

méthylcytosine de I'ADN hémi-méthylé (Arita et al., 2008; Avvakumov et al., 2008;
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Hashimoto et al., 2008), nos travaux indiquent que la protéine adopterait le méme type
d'interaction avec I'ADN non-méthylé et bi-méthylé. Les similitudes de liaison du domaine
SRA sur les différents types d'ADN, ainsi que la préférence modérée de la protéine pour
I'ADN hémi-méthylé, supporte I'hypothése d'un rdéle d'opérateur de lecture de la protéine
UHRFI. Ainsi, malgré sa préférence pour 'ADN hémi-méthylé, la protéine UHRF1 serait
capable de se lier a n'importe quel type d'ADN via son domaine SRA et de scanner les brins a
la recherche de sites CpG hémi-méthylés. Ce modele reste a confirmer et des études
d'interaction entre le domaine SRA et 'ADN par la technique de FRET en molécules uniques
permettraient d'apporter des éléments de réponse afin de clarifier ce mécanisme. Les
expériences de FRET en solution en présence de la protéine marquée au Cy3 et d'ODNs
marqués au Cy5 ont démontré que le domaine SRA de UHRF1 interagissait bien avec I’ADN
hémi-méthylé avec une efficacité¢ de transfert significative. Grace a cette technique, nous
avons également pu observer une affinité du domaine SRA avec I’ADN non méthyl¢, I’ADN
bi-méthylé, ’ADN ne comportant pas de site CpG, et ’ARN simple ou double brin, la
protéine semblant adopter une conformation différente en fonction de l'identit¢ de son
partenaire, ADN ou ARN. Ces résultats suggerent que 1’interaction du domaine SRA de
UHRF1 avec ’ADN ou I’ARN pourra étre étudiée en molécule unique afin d’¢lucider la
dynamique de la protéine dans ces différents complexes. Un projet de recherche a ainsi été
congu dans cette optique en collaboration avec I'équipe du Pr Alain Burger. Ce projet a regu
deux financements par la FRM et I'ANR intitulés respectivement "Epigénétique et
méthylation de I’ADN: développement d’outils pour la compréhension du mécanisme de
méthylation de I’ADN impliquant UHRF1 et DNMT1" (FRM édition 2011) et "Analyse du
mécanisme de méthylation de I’ADN impliquant UHRF1 et DNMT1 par de nouveaux outils
en fluorescence" (ANR édition 2012). Ainsi, l'utilisation en molécule unique d'ODNs marqués
au Cy5 ou avec un analogue nucléosidique fluorescent optimisé dérivé de la 3-hydroxy-
chromone, permettra de mieux caractériser l'interaction du domaine SRA avec I'ADN. Des
premiers essais encourageants ont été effectués et grace a l’accumulation des données
obtenues avec cette technique, de précieuses informations sur les modifications structurales
du domaine SRA en présence de ses divers partenaires pourront étre obtenues. Elle permettra
ainsi de déterminer I'association, la dissociation et le temps de résidence du domaine SRA sur
les divers ODNs. D'autre part, pour mieux comprendre comment le domaine SRA reconnait
les sites hémi-méthylés, des expériences seront effectuées pour étudier le déplacement de la

protéine le long de ’ADN. Des ODNSs de tailles variées contenant un site hémi-méthylé
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proche de leur extrémité et un fluorophore a proximité seront utilisés. Lorsque le domaine
SRA marqué sera ajouté, la distribution des histogrammes de FRET ("high FRET" et "low
FRET") permettra de détecter le mouvement de la protéine le long de I'ADN afin de
déterminer si la protéine reconnait directement le site hémi-méthylé (une population de "high
FRET") ou si elle glisse le long de I'ADN a la recherche de ce site (Liu et al., 2008). La
comparaison des résultats obtenus avec I'ADN hémi-méthylé avec ceux observés sur les
ADNs non-méthylé et bi-méthylé, devrait permettre une description complete des
mécanismes de liaison du domaine SRA a I'ADN. Enfin, l'introduction de la Dnmtl a notre
modele d'étude permettra de compléter la compréhension des mécanismes de méthylation de
I'ADN, afin de déterminer si l'enzyme déplace effectivement l'interaction entre le domaine
SRA et I'ADN (Arita et al., 2008). Ce projet permettra donc d'avancer considérablement dans
la compréhension des mécanismes de méthylation de 'ADN.

Les expériences de FRET en solution ont permis de mettre en évidence une interaction
du 5-AZA, un analogue nucléosidique inhibiteur des Dnmts, avec le complexe SRA/ADN
induisant un changement de conformation de la protéine. Une part de l'inhibition de la
méthylation de I'ADN induite par le 5-AZA pourrait donc étre la conséquence d'une action de
la molécule sur UHRF1. Une étude plus poussée de la dynamique de cette interaction avec
des ODNs marqués a la 2-Ap ou en molécule unique, permettra de compléter la
compréhension du mécanisme d’action du 5-AZA. D'autre part, ces résultats indiquent que
l'interaction SRA/ADN suivie par la technique de FRET pourrait constituer un test de
screening permettant l'identification de nouveaux agents déméthylants de 1'ADN

potentiellement utilisables dans les thérapies anticancéreuses.

Lors des études d'affinit¢ du domaine SRA, nous avons pu observer que la protéine
présentait une affinité non négligeable pour ’ARN. Ces résultats préliminaires suggerent
qu'en se liant simultanément a la Dnmtl et a 'ARN via son domaine SRA, la protéine UHRF1
pourrait jouer un role dans la méthylation de I'ADN dirigé par I'ARN. Les études de ces
complexes en molécules uniques permettront certainement d'éclairer ce mécanisme. D'autre
part, il serait intéressant de déterminer 'affinité du domaine SRA pour un triplex ADN:ARN.
En effet, des études récentes ont révélés une affinité préférentielle de la Dnmt3b pour ce type
de complexe comparé a I'ADN seul, qui permettrait de diriger la méthylation de I'ADN au
niveau de régions spécifiques du génome (Schmitz et al., 2010). L'observation d'une
préférence du domaine SRA pour un triplex ARN:ADN permettrait donc de supporter
d'avantage 'hypotheése d'une implication de la protéine UHRF1 dans la méthylation de ' ADN
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promue par I'ARN. D'autre part, des expériences d'immunoprécipitation a partir d'extraits
cellulaires permettraient de confirmer l'interaction entre UHRF1 et I'ARN in vitro, et

l'identification par RT-PCR des séquences d'ARN impliquées.
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VI- TRAVAUX ANNEXES

A. Publication 2 : "Characterization of the lipid and protein organization in

HBsAg viral particles by steady-state and time-resolved fluorescence

spectroscopy"
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Hepatitis B surface antigen (HBsAg) particles, produced in the yeast Hansenula polymorpha, are 20 nm
particles, composed of S surface viral proteins and host-derived lipids. Since the detailed structure of
these particles is still missing, we further characterized them by fluorescence techniques. Fluorescence
correlation spectroscopy indicated that the particles are mainly monomeric, with about 70 S proteins per
particle. The S proteins were characterized through the intrinsic fluorescence of their thirteen Trp
residues. Fluorescence quenching and time-resolved fluorescence experiments suggest the presence of
both low emissive embedded Trp residues and more emissive Trp residues at the surface of the HBsAg
particles. The low emission of the embedded Trp residues is consistent with their close proximity in
alpha-helices. Furthermore, S proteins exhibit restricted movement, as expected from their tight asso-
ciation with lipids. The lipid organization of the particles was studied using viscosity-sensitive DPH-
based probes and environment sensitive 3-hydroxyflavone probes, and compared to lipid vesicles and
low density lipoproteins (LDLs), taken as models. Like LDLs, the HBsAg particles were found to be
composed of an ordered rigid lipid interface, probably organized as a phospholipid monolayer, and
a more hydrophobic and fluid inner core, likely composed of triglycerides and free fatty acids. However,
the lipid core of HBsAg particles was substantially more polar than the LDL one, probably due to its larger
content in proteins and its lower content in sterols. Based on our data, we propose a structural model for
HBsAg particles where the S proteins deeply penetrate into the lipid core.

© 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

Hepatitis B virus (HBV) infection is one of the major causes of
both acute and chronic liver hepatitis, liver cirrhosis and primary
hepatocellular carcinomas [1,2]. Three types of particles are
released from HBV infected cells: tubular lipoproteic structures
with a 20—22 nm diameter, 22-nm spherical lipoproteic particles,
and 40—44 nm infectious spherical virions, known as Dane particles

Abbreviations: AFM, atomic force microscopy; ApoB100, apolipoprotein B-100;
DOPC, dioleoylphosphatidylcholine; DPH, diphenylhexatriene; EM, electron
microscopy; ESIPT, excited state-intramolecular proton transfer; FCS, fluorescence
correlation spectroscopy; FRET, fluorescence resonance energy transfer; HBV,
Hepatitis B virus; HBsAg, Hepatitis B surface antigen; LDL, low density lipoprotein;
NATA, N-acetyl-i-tryptophanamide; PC, phosphatidylcholine; TMR, carboxyte-
tramethylrhodamine; Trp, tryptophane.

* This work was supported by a grant from Sanofi Pasteur.
* Corresponding author. Tel.: +33 3 90 24 42 63; fax: +33 3 90 24 43 13.

E-mail address: yves.mely@pharma.u-strasbg.fr (Y. Mély).
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[3—7]. The 22-nm particles, called HB surface antigen (HBsAg)
particles, correspond to the lipoproteic envelop of the mature
infectious Dane particles. Moreover, the HBsAg particles found in
the serum of patients with HBV infection outnumber mature virus
particles, and are strongly immunogenic [8,9] so that they have
been used to develop an effective vaccine against HBV [10]. Similar
recombinant HBsAg particles are produced in different hosts, such
as chinese hamster ovary cells [11], mouse fibroblast cells [12,13] or
yeast cells [14], and have been shown to be immunogenically nearly
identical to those purified from human serum [7].

HBsAg particles are composed of host-derived lipids and virus-
encoded glycoproteins [12], with a protein to lipid weight ratio of
about 60:40 [14]. The HBsAg glycoprotein exists in three forms
designated L (large), M (medium) and S (small). The S protein is the
major form, accounting for 80—90% of the total proteins [7,15].
Whereas HBsAg particles derived from human plasma contain two
S proteins, p-25, the major protein, and gp-30, the glycosylated
form of p-25 [16]; the Hansenula polymorpha-derived HBsAg
particles used in this study contains only the nonglycosylated form
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of the S protein (24-kDa). About fifty dimers of protein S are found
in the mice-derived HBsAg particles [13]. Alpha-helix is the most
abundant secondary structure [17], accounting for 50% of the
structure of HBsAg S proteins [7]. These proteins are highly
hydrophobic, with only two relatively hydrophilic regions [17]. A
model for the HBsAg protein organization has been proposed
whereby regions within both the NH,- and COOH-terminal
domains of p-25 and gp-30 are buried, while the antigenic 122—150
region is protruding out of the HBsAg particles, being thus exposed
to the aqueous environment [16].

Together with the proteins, the lipids are also thought to be
involved in the antigenic activity of HBsAg particles [7], likely by
stabilizing the proper helical structure of the S proteins and the
conformation of their hydrophilic region which contains the anti-
genic site [ 14]. The human and yeast HBsAg particles have the same
composition including mainly phospholipids, with phosphatidyl-
choline (PC) being the main phospholipid [14,16], together with
sterols, sterol esters and triacylglycerols. The majority of PC is
accessible at the surface of the HBsAg particles, where they remain
in a highly immobilized state in tight association with S proteins
[12]. In addition, cryo-EM reconstitutions lead to the conclusion
that unlike in mature virus particles, the HBsAg particles may
contain the lipids in an unusual arrangement, being closely inter-
calated with the proteins [13]. Thus, it has been proposed that lipids
in HBsAg particles are not aligned in a typical lipid bilayer config-
uration [12,14].

A powerful tool for characterization of lipid-based structures is
fluorescent probes. For instance, information about the lipid order
in the hydrophobic and the interfacial regions of lipid-based
structures can be obtained respectively, by diphenylhexatriene
(DPH) and its charged derivative (TMA-DPH), which are well-
established probes of membrane fluidity [18,19]. Moreover, Nile
Red shows high specificity to apolar lipid regions [20,21] and strong
sensitivity to environment, providing information on the lipid
organization. In addition, recently introduced membrane probes
based on 3-hydroxyflavone provide the possibility for multi-
parametric probing of membrane environment [22]. Due to excited
state-intramolecular proton transfer (ESIPT) reaction, they exhibit
in the excited state, both a normal (N*) and a tautomer (T*) form,
which are differently sensitive to their environment. In
membranes, decomposition of their fluorescence spectra into N*, T*
and additional hydrated H—N* bands allows simultaneous probing
of polarity and hydration [23]. Of particular interest for the present
studies are the highly hydrophobic FN4 [24] and the charged
derivative F2N8 [23,25] bearing an anchor group for membrane
interface, which should allow specific probing of the hydrophobic
and interfacial regions of the HBsAg lipid part, respectively. In this
study, we used the intrinsic fluorescence of the Trp residues of the S
proteins as well as fluorescent membrane probes to characterize
the protein and lipid organization of HBsAg particles produced in
the yeast H. polymorpha.

2. Materials and methods
2.1. Materials

HBsAg particles were obtained from Sanofi Pasteur. HBsAg was
produced in the recombinant yeast H. polymorpha and obtained in
a highly purified form by successive steps of fermentation,
extraction and purification. Low density lipoproteins (LDL), Dio-
leoylphosphatidylcholine (DOPC), Dipalmitoylphosphatidylcholine
(DPPC) and Nile Red were from Sigma—Aldrich. DPH and TMA-DPH
were from Molecular Probes. 3-Hydroxyflavone dyes F2N8, FN4
and PPZ8 were synthesized as described elsewhere [24—26].

2.2. General procedure

All experiments were performed in 8 mM phosphate buffer
saline (PBS) (NaCl 150 mM, pH 7.4), at 20 °C. Concentration of
protein for HBsAg particles was 0.4 uM, except for quantum yield
measurements, where it was 2 uM. For characterization of the lipid
organization, the lipid concentration of HBsAg, LDLs and lipid
vesicles was 6 pM. TMA-DPH and DPH were used at a 1 uM
concentration. Staining of the particles and vesicles was performed
by addition of an aliquot of a stock solution of the DPH or 3-
hydroxyflavone dyes in DMSO.

2.3. Steady-state spectroscopy measurements

Absorption spectra were recorded on a Cary 400 spectropho-
tometer. Extinction coefficient of 81,650 M~! cm~! was used to
determine the concentrations of S proteins in HBsAg particles at
280 nm. Fluorescence emission spectra were recorded at 20 °C on
a FluoroMax spectrofluorometer (Jobin-Yvon) equipped with
a thermostated cell compartment. Excitation wavelength was set at
295 nm to excite selectively the Trp residues. Spectra were cor-
rected for the wavelength dependence of the emission mono-
chromator and photomultiplier. Quantum yields were determined
by taking N-acetyl-L-tryptophanamide (NATA) in water as a refer-
ence [27]. Quenching by acrylamide and KI was carried out by
adding aliquots from stock solutions to the samples. The fluores-
cence intensity changes corrected for the dilution were recorded at
the maximum emission wavelength. The data were analyzed by
using Stern—Volmer equations. In the case of KI, quenching of
fluorescence was described by:

Fo/F = 1+ Ksy[Q] (1)

In the case of quenching by acrylamide, we used a modified
equation:

Fo/F = (1 + Ksy[Q])exp(V[Q]) (2)

In these equations, Fy and F are the fluorescence intensities in
the absence and the presence of quencher, respectively. [Q] is the
concentration of quencher, Ksy is the Stern—Volmer quenching
constant, and V is the static quenching constant. With both
quenchers, the bimolecular quenching constant kq was obtained by
kq = Ksy/<t> where <> is the mean fluorescence lifetime in the
absence of quencher.

Steady-state fluorescence anisotropy measurements were per-
formed with a T-format SLM 8000 spectrofluorometer at 20 °C. The
emitted light was monitored through interferential filters
(373 + 4 nm) (Schott, Mainz). A home-built device ensured the
automatic rotation of the excitation polarizer.

2.4. Time-resolved fluorescence measurements

Time-resolved fluorescence measurements were performed
with the time-correlated, single-photon counting technique, as
previously described [28,29]. Excitation wavelength for Trp resi-
dues was at 295 nm. For lifetime measurements, the emission was
collected through a polarizer set at magic angle (54.7°) and an 8 nm
band-pass monochromator (Jobin-Yvon H10) at 320 nm, 340 nm,
360 nm and 380 nm. For time-resolved anisotropy measurements,
this polarizer was set at the vertical position. I, (t) and I (t) were
recorded alternatively every 5 s, by using the vertical polarization of
the excitation beam with and without the interposition of a quartz
crystal that rotates the beam polarization by 90°. Time-resolved
data analysis was performed by the maximum entropy method
using the Pulse5 software [30]. For the analysis of the fluorescence
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decay, a distribution of 200 equally spaced lifetime values on
a logarithmic scale between 0.01 and 10 ns was used.

The anisotropy decay parameters at 340 nm were extracted
from both I, (t) and I(t) using:

1(6) = I(6)[1 +2r(8))/3

1L(8) = 1001 - r(8))/3

where I and I, are the intensities collected at emission polariza-
tions parallel and perpendicular, respectively, to the polarization
axis of the excitation beam.

Thus, the anisotropy at any time ¢ is given by:

) —Gl(t) "
S NS TN rozi:ﬁle !

where rg is the fundamental anisotropy, §; corresponds to the
fractional amplitude, which decays with the correlation time 6;, and
G is the geometry factor at the emission wavelength.

2.5. FCS setup and data analysis

FCS measurements were performed on a two-photon platform
including an Olympus IX70 inverted microscope, as described
previously [31,32]. Two-photon excitation at 850 nm was provided
by a mode-locked Tsunami Ti:sapphire laser pumped by a Millenia
V solid state laser (Spectra Physics, U.S.A.). The measurements were
carried out in an eight-well Lab-Tek II coverglass system, using
a400-pL volume per well. The focal spot was set about 20 um above
the coverslip. The normalized autocorrelation function, G(t) was
calculated online by an ALV-5000E correlator (ALV, Germany) from
the fluorescence fluctuations, 0F(t), by G(t) = <0F(t)0F(t + t)>/<F
(t)>2 where <F(t)> is the mean fluorescence signal, and 7 is the
lag time. Assuming that PPZ8-labelled particles diffuse freely in
a Gaussian excitation volume, the correlation function, G(7),
calculated from the fluorescence fluctuations was fitted according
to [33]:

G(r) = %(1 +%)_] (1 +512%)_1/2 (3)

where 14 is the diffusion time, N is the mean number of molecules
within the sample volume, and S is the ratio between the axial and
lateral radii of the sample volume. The excitation volume is about
0.34 fl and S is about 3—4. Typical data recording times were
10 min, using HBsAg particles with a 0.4 pM concentration of
S proteins. HBsAg particles were fluorescently labeled by 10 min
incubation with 0.4 uM of the hydrophobic probe PPZ8. Using
carboxytetramethylrhodamine (TMR) in water as a reference
(Drvr = 421 umz s~1) [34], the diffusion coefficient, Dexp, of the
labeled HBsAg particles was calculated by: Dexp = Drmr X Td(TMR)/Td
(particles) Where tq(Tmr) and Td(particles) are the measured correlation
times for TMR and PPZ8-labelled particles, respectively. The
hydrodynamic diameter, d, of the HBsAg particles was calculated
with the Stokes—Einstein equation: d = 2k,T/67nDexp, Where ky, is
the Boltzmann constant, T is the absolute temperature and 7 is the
viscosity of the solution.

3. Results and discussion

3.1. Steady-state fluorescence spectroscopy of the
S proteins in HBsAg particles

The absorption spectrum of HBsAg particles in solution (pH 7.4)
shows one band characteristic for Trp and Tyr absorption (Fig. 1).

The fluorescence excitation spectrum recorded at 320 nm matches
well to the absorption spectrum, showing that the Trp residues of
the S proteins are the main emissive species in HBsAg particles. The
fluorescence spectrum of HBsAg particles is also presented by
a single band characteristic of Trp fluorescence (Fig. 1). The
maximum emission wavelength (333 nm) was consistent with that
reported in the literature [7,35] and indicated that on the average
the Trp residues were in a rather low polar environment. Inter-
estingly, the quantum yield of the intrinsic fluorescence of the
HBsAg particles (0.058) was found to be less than half of that of free
Trp in water (0.14) [27], suggesting that several Trp residues are
likely weakly fluorescent.

To get further information, fluorescent quenching experiments
were performed with the external KI quencher that selectively
quenches the solvent-exposed Trp residues and the uncharged
acrylamide quencher that can penetrate in the protein matrix and
quench both solvent-exposed and buried Trp residues [36,37]. The
Stern—Volmer quenching constants for KI and acrylamide were
2.6+0.1M 'and 3.0 + 0.4 M~ (Fig. 2, A-B). From these values and
the mean emission lifetime of the Trp residues (Table 1), the values
of the apparent bimolecular quenching constants, kg, were found to
be of 2.3 (£0.1) x 10° M~! s~ for KI and 2.7 (£0.4) x 10° M~ s~!
for acrylamide. These similar high kq values for both quenchers are
typical for solvent-exposed Trp residues [37,38] and indicate that
most of the fluorescence comes from the Trp residues at the particle
surface, exposed to solvent. Furthermore, the absence of significant
deviation of the Stern—Volmer KI plot from linearity (Fig. 2A)
further suggests that the low accessible embedded Trp residues are
poorly fluorescent. Finally, since these exposed Trp residues show
relatively low polar environment of their surrounding, we could
speculate that these residues are close to the lipid—water interface
of the HBsAg particles, thus ensuring low polarity, but high acces-
sibility to the quenchers.

3.2. Time-resolved fluorescence of the S protein in particles

To further characterize the intrinsic fluorescence of the S
proteins, the fluorescence decay parameters of the HBsAg particles
were determined by the single-photon counting time-correlated
technique at emission wavelengths of 320, 340, 360 and 380 nm.
For all emission wavelengths, the time-resolved fluorescence decay
of the S proteins is quite complex, showing four decay times. These
multiple decay times are likely related to the large number of Trp

—— Absorption
— — Excitation
------ Fluorescence

Intensity

350 400 450 500
Wavelength (nm)

0.0-

250 300

Fig. 1. Absorption, fluorescence excitation and emission spectra of HBsAg particles.
For the emission spectrum, excitation wavelength was 295 nm; for the excitation
spectrum, emission wavelength was 340 nm. Phosphate buffer 8 mM, NaCl 150 mM,
pH 7.4 at 20 °C.
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Fig. 2. Stern—Volmer quenching plots of the intrinsic fluorescence of HBsAg particles with KI and acrylamide. Solid lines correspond to the fit of the experimental points with KI (A)
and acrylamide (B) to Equations (1) and (2), respectively, using the values of Ksy given in the text. For acrylamide, the static quenching constant V = 0.5 + 0.2 M. (C) Quenching
data with KI fitted to the Stern—Volmer equation for a heterogeneous system (Equation (4)). Excitation and emission wavelengths are 295 and 340 nm, respectively.

residues in the S proteins. Indeed, individual Trp residues in
proteins exhibit usually two to three lifetimes. As a consequence,
with 13 Trp residues, as much as 26 to 39 lifetimes would be
expected. However, the deconvolution technique does not allow to
separate components that differ by less than a factor of 1.5 [28,39],
explaining why the number of components is far less. Moreover,
some of the Trp residues are probably not or poorly emissive.

At an emission of 340 nm, close to the maximum emission
wavelength, the emission decay is dominated by the 0.85 ns
component that represents 44%. Two additional components also
strongly contribute to the decay: a shorter one (0.3 ns associated
with an amplitude of 31%) and a longer one (2.2 ns associated with
an amplitude of 20%). In contrast, the longer component (4.4 ns) is
a minor component, representing only 5%.

The amplitude of 71 was highest at 320 nm, and strongly
decreases at higher emission wavelengths, indicating that this
lifetime corresponds mainly to embedded Trp residues in apolar
environment. In contrast, the amplitudes associated with 7, and t3
were found to increase with the emission wavelength, suggesting
that these lifetimes correspond to residues in more polar envi-
ronment, and thus probably to residues more exposed to the
solvent. The most exposed Trp population is likely associated with
72, since its amplitude is highest at the more red shifted wavelength
(380 nm) used in this study. Interestingly, the 14 lifetime value
strongly increases with the emission wavelength, indicating that
this lifetime probably describes the emission of both embedded
and exposed Trp residues, and that the Trp residues associated with
the longest-lived lifetimes correspond thus, to the most exposed
ones.

Lifetime measurements allow refining KI quenching analyses.
Indeed, knowing the lifetime values, the bimolecular quenching
constants kgi associated to each lifetime could be calculated,
using [40]:

F fi

— =N 4 4
Fo ;1+inXTiX[Q] “)
where f; is the fractional contribution of the Trp residues associated

to lifetime 7; to the steady-state intensity in the absence of
quencher and [Q] is the concentration of quencher. According to

Table 1

this equation, if we assume that the accessibility of the external KI
quencher is negligible for the embedded Trp residues that mainly
contribute to 71, we found kg = 2.9 (+0.3) x 109 M1 571, kg3 = 1.1
(+£0.1) x 10°M ' s 'and kqa = 0.6 (+0.1) x 10 M~ s~! (Fig. 2C). Of
course, it should be kept in mind that the populations of Trp resi-
dues associated to each lifetime are heterogeneous, and thus, the
kqi values provide only a weighted average of the accessibility of the
individual Trp residues contributing to each lifetime. Nevertheless,
the kq values were in good agreement with the dependence of the
lifetime amplitudes as a function of the emission wavelength,
confirming that the most solvent-exposed Trp residues contribute
strongly to the 1, lifetime and that the exposition degree of
the lifetime-associated Trp populations follows the order:
T2 > T3> T4 >> T1.

Since 15 and 73 lifetimes are the main contributors to the
emission of the S proteins, this confirms that the more solvent-
exposed Trp residues strongly contribute to the emission of the
S proteins. According to the proposed model for the S proteins in
membranes [41], these solvent-exposed Trp residues are likely Trp
156 and 223 on the hydrophilic face of the protein. In contrast, the
short-lived lifetime 71 is mainly associated with embedded Trp
residues. The poor fluorescence of the latter may be related to their
close proximity in the hydrophobic alpha-helices that may result in
efficient self-quenching [42,43]. For the same reason, the Trp pair
(at positions 35 and 36) in the intra-helical region of the S proteins
is likely poorly emissive, as well.

3.3. Steady-state and time-resolved fluorescence anisotropy
of the S protein in particles

The steady-state anisotropy of the HBsAg particles was rather
low (0.067 + 0.001). At first glance, this low value was surprising
since the S proteins are disulfide-bonded [44—46] and their motion
is thought to be highly constrained in their lipidic environment
[12]. In addition, the average fluorescence lifetime of the proteins is
rather low (about 1 ns, see Table 1), which should further preclude
a significant depolarization of the light. Accordingly, the anisotropy
value suggests that the most emitting Trp residues may exhibit
significant local and/or segmental motion. Moreover, the large

Time-resolved fluorescence parameters of the HBsAg particles at several emission wavelengths. Excitation wavelength was set at 295 nm to excite selectively the Trp residues.
The fluorescence lifetimes, 1;, the relative amplitudes, «;, the fractional intensities, f;, and the mean lifetimes, <7>, are expressed as means for at least three experiments. The
standard deviations are usually below 15% for both the lifetimes and amplitudes, except for the longest-lived lifetime 74 which is ill defined.

Jem (NM) 71 (ns) a h 72 (ns) a 53 73 (ns) a3 f3 74 (nS) o fa <t> (ns)
320 0.30 0.45 0.16 0.81 0.37 0.34 1.90 0.13 0.28 3.70 0.05 0.21 0.87
340 0.31 0.31 0.09 0.85 0.44 0.33 2.20 0.20 0.39 4.40 0.05 0.19 1.13
360 0.28 0.24 0.06 0.80 047 0.31 2.30 0.25 0.47 5.00 0.04 0.16 1.22
380 0.23 0.18 0.03 0.80 0.57 0.36 2.70 0.25 0.54 7.70 0.01 0.06 1.26
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number of Trp residues per protein probably allows homo-FRET
between Trp residues, which also contributes to light depolariza-
tion [47]. To further characterize the system, time-resolved fluo-
rescence anisotropy was performed.

Fluorescence anisotropy decays showed that S proteins were
characterized by three correlation times (Table 2). The shortest
correlation time was about 0.14 ns and can be assigned to the local
motion of the Trp residues [36]. The 0.66 ns component likely
corresponds to a segmental motion, which includes the most
emitting Trp, and/or homo-FRET between Trp residues. The major
component is clearly the 60 ns correlation time. However, this
correlation time is an artifact since its value was found to follow the
value of the correlation time limit that we provided to the software.
Keeping in mind that correlation times that exceed 10 times the
longest decay time could not be observed, we conclude that the real
value of the long correlation time is larger than 60 ns. If we admit
that S proteins are dimeric and thus have a molecular weight of
48 kDa [13,14], a correlation time of about 20 ns would have been
expected for their overall rotation. The absence of this correlation
time confirms that the S proteins exhibit a restricted motion in their
lipid environment and that they may be assembled in high-order
multimers in the particles [48]. To adequately model the anisotropy
decay of the S proteins, we introduced thus, a limiting anisotropy,
'« that corresponds to the final anisotropy reached, after the
molecules have emitted. We found an r. value of 0.096 that is
about half the 0.17 value obtained for the fundamental anisotropy
ro. In the case of Trp residues, a rg value of 0.17 is usual at 295 nm
excitation wavelength [36], due to the presence of two close excited
states: 'L, and 'Ly, which are characterized by different transition
dipole moments. Comparison of r. with rp indicates that the
motions of the Trp residues and homo-FRET decrease the anisot-
ropy by about 40%. It can also be stressed that the introduction of
reo does not significantly modify the #; and 6, values and their
associated amplitudes. However, an additional component of 4 ns
appeared that likely corresponds also to segmental motion and/or
homo-FRET.

Taken together, our fluorescence data on the S proteins are
consistent with the presence of embedded low emissive Trp resi-
dues together with more emissive Trp residues at the lipid—water
interface of the HBsAg particles. The low emission of the embedded
Trp residues may be a consequence of their close proximity, in line
with inclusion of most of these Trp residues in alpha-helices.
Furthermore, S proteins exhibit restricted movement, as expected
from their tight association with lipids in the HBsAg particles.

3.4. Fluorescence correlation spectroscopy

To get further insight in the organization of the HBsAg particles,
we performed fluorescence correlation spectroscopy (FCS) using
probe PPZ8, which showed strong affinity to HBsAg particles (see
below). From the autocorrelation curve (Fig. 3), we obtained
a diffusion constant of 14.7 + 0.4 pm? s~ ' for the labeled HBsAg
particles, irrespective of the probe concentration. From this diffu-
sion time, using the Stokes—Einstein equation assuming a spherical

Table 2

Time-resolved fluorescence anisotropy parameters of the S proteins in HBsAg
particles. Excitation wavelength is 295 nm. The rotational correlation times, ; and
their relative amplitudes, §; are expressed as means for at least three experiments.
The standard deviations are usually below 20% for both parameters. ro and r.
correspond to the fundamental and the limiting anisotropy, respectively.

Te ro 61 (ns) 61 0 (ns) B2 63 (ns) B3
— 0.167 0.14 0.07 0.66 0.26 60.0 0.67
0.096 0.167 0.18 0.09 0.70 0.20 4.0 0.12

0.8+

0.6 1 N,

G(v)

0.4 -

0.2 4

0.0 4
1E3 0.01 0.1 1 10 100 1000
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Fig. 3. PPZ8-labelled HBsAg particles, as monitored by fluorescence correlation spec-
troscopy. The autocorrelation curve was recorded with HBsAg particles (at a concen-
tration of 0.4 uM, as expressed in S proteins) labeled with 0.4 M PPZ8 in PBS buffer,
pH 7.4, at 20 °C. The black line is the average correlation curve and the red line is the fit
to the experimental points with Equation (3). (For interpretation of the references to
colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

shape of the particles, we calculated a value of 33 & 1 nm for their
hydrodynamic diameter, which is consistent with the 27 nm and
23 nm diameters of the particles measured by atomic force
microscopy (AFM) and electron microscopy (EM), respectively
[13,35].

From the mean measured number of particles in the focal
volume provided by two-photon excitation and the concentration
of S proteins measured by absorbance, the calculated number of
proteins per particle is about 70, in good agreement with AFM data
(manuscript in preparation), calculations from the cryo-EM data
[13] or calculations based on the assumption that HBsAg particles
have a mass of 3.5 x 10 with 60% proteins (by mass).

3.5. Steady-state anisotropy with DPH and TMA-DPH

Information about the lipid order of the viral particles can be
obtained by DPH and TMA-DPH, two well-established probes of
membrane fluidity [18,19]. The orientation of DPH within lipid
bilayers is relatively constrained and generally assumed to be
parallel to the lipid acyl chain axis. TMA-DPH dye is a derivative of
DPH, with a more defined localization in the membrane due to its
cationic group that anchors the fluorophore at the lipid interface.
Thus, TMA-DPH provides information on the particle interface
more specifically than DPH.

To obtain information about their organization and lipid fluidity,
HBsAg particles were characterized with both types of probes in
comparison with model lipid vesicles, that present laterally orga-
nized lipid bilayers, and with LDLs that present a lipid monolayer
encapsulating a core of cholesterol esters and triglycerides [48—50].

HBsAg particles exhibit a high anisotropy value for the surface
probe TMA-DPH, close to that in gel phase vesicles and LDLs, sug-
gesting a highly rigid interface. For the non charged DPH probe, the
anisotropy value in HBsAg particles is identical to that in LDLs but
much lower than in gel phase vesicles (Table 3). For both probes,
the anisotropy values measured for HBsAg particles at 20 °C are
consistent with the values measured for the same particles at 37 °C
by Sonveaux et al. [48]; the slight differences being due to the
expected decrease in fluidity when the temperature is lowered. The
close anisotropy values shown by HBsAg particles and LDLs for both
types of probes suggest a similar organization for the two types of
particles, with a densely packed lipid interface and a more fluid
inner core [52—54]. The similarities in LDL and HBsAg organization
are in line with their close composition in phospholipids (with
a majority of phosphatidylcholine) and triglycerides [14,52].
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Table 3

Steady-state anisotropy of HBsAg particles, LDLs and lipid vesicle. Gel phase is
represented by DPPC vesicles at room temperature, while fluid phase is represented
by DOPC vesicles at 20 °C.

Particles Lipid bilayers

HBsAg LDL Gel Fluid
TMA-DPH 0.303 (0.291)* 0.288° 0.350 0.190
DPH 0.226 (0.204)* 0.225° 0.330 0.110

2 From ref. [48] at 37 °C.
b From ref. [51].

3.6. Characterization of the lipid organization of HBsAg
particles with different fluorescent probes

To further substantiate the similarities between HBsAg particles
and LDLs, we then compared their lipid organization using different
hydrophobic fluorescent probes sensitive to the environment: Nile
Red and 3-hydroxyflavone derivatives. These probes bind to lipid-
based structures and report on the local physicochemical proper-
ties of their binding site(s). Nile Red and FN4 are low polar probes
that bind the most hydrophobic sites [20,21]. In contrast, dyes
F2N8, bearing polar groups bind lipid structures at the lipid—water
interface. Thus, utilization of both types of probes allows charac-
terizing both the lipid membrane surface and more internal
hydrophobic regions. Noticeably, the fluorescence of FN4 and F2N8
in water is almost negligible, while on binding to lipidic structures
they become strongly fluorescent. Therefore, the observed fluo-
rescence is mainly represented by the probes bound to the lipidic
structures and is not significantly contaminated by the free probes
in the buffer.

3.6.1. Nile Red

The emission spectrum of Nile Red is highly sensitive to the
polarity of its environment. This probe is low soluble and weakly
fluorescent in water, but highly fluorescent being bound to lipidic
structures [20,21]. We studied the fluorescence spectra of Nile Red
at different concentrations in the presence of HBsAg particles, LDL
particles and DOPC vesicles (Fig. 4).

In LDL and HBsAg particles, with increasing concentrations of
Nile Red (0.05—0.3 pM) the fluorescence intensity increases grad-
ually and the emission maximum progressively shifts to the red
(Fig. 4). In contrast, for DOPC vesicles, the increase in the fluores-
cence intensity is not accompanied by a red shift in this concen-
tration range. The absence of shift in DOPC vesicles is probably
related to the homogeneity of the probe binding sites in the lipid
bilayers. In contrast, LDLs and HBsAg particles show more hetero-
geneous binding sites for the probe. Indeed, the observed red shifts
suggest that Nile Red molecules occupy first the most apolar
regions of the particles and then, more polar regions. For LDLs,
these observations are in agreement with their described structure,
with namely an apolar core composed of cholesterol and triglyc-
erides, surrounded by a more polar shell composed of a phospho-
lipid monolayer containing unesterified cholesterol and the
apolipoprotein B-100 [50]. The analogous behavior of Nile red in
LDLs and HBsAg particles, confirm that the two particles exhibit
comparable hydrophobic cores and lipid—water interfaces.

Additionally, the low fluorescence increase between 0.8 and
1 uM (Fig. 4) suggests that, for all batches, binding sites are satu-
rated in this concentration range. This saturation behavior could be
related to the high probe/lipid ratio (from 1/20 to 1/6) achieved in
these conditions. It can be also noted that at high probe/lipid ratios,
the Nile Red fluorescence in HBsAg particles and DOPC vesicles is
close to that in water, indicating a large fraction of non-bound dyes
in water. However, this is not the case for LDLs (Fig. 4), indicating
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Fig. 4. Fluorescence emission spectra of Nile Red in HBsAg particles (A), LDL particles
(B) and DOPC vesicles (C) at different concentrations of Nile red. The lipid concen-
tration in LDLs, HBsAg particles and DOPC vesicles was ca 6 pM.

that these particles present a larger number of binding sites for
Nile Red.

At low probe/lipid ratios, the maximum emission wavelength at
590 nm in LDLs is close to that reported for native LDLs (587 nm)
[55]. In HBsAg particles, the emission maximum is slightly red
shifted (600 nm), probably due to the larger protein content of
HBsAg particles (60% in mass) [14] (data not shown), as compared
to LDLs (20—25% in mass) [52,56], which contributes to the higher
polarity of the probe binding sites. Importantly, in DOPC lipid
bilayers, the emission maximum of Nile Red is strongly red shifted
(627 nm) as compared to LDL and HBsAg particles. This confirms
that in lipid vesicles, which do not contain a lipidic core, Nile Red
binds mainly at the bilayer interface. In contrast, in LDL and HBsAg
particles, Nile Red binds initially the low polar lipid core. At higher
probe/lipid ratios, Nile Red binds more to the particle interface, and
therefore the position of the emission maxima in LDL and HBsAg
becomes closer to that in DOPC vesicles (Fig. 4).

3.6.2. F2N8 probe

Due to its charged anchor group it binds preferentially to the
lipid membrane interface [23], showing a well resolved dual
emission in LDL, HBsAg particles, and DOPC vesicles (Fig. 5A).
However all three spectra are significantly different from each
other. Thus, the short-wavelength band for HBsAg and LDL particles
is strongly blue shifted with respect to that for DOPC vesicles.
Moreover, the relative intensity of the short-wavelength band for
HBsAg particles is significantly higher than that for LDLs and DOPC
vesicles. To understand better these spectroscopic differences, we
deconvoluted the spectra into three bands: N*, H—N* and T*
(Fig. 5B). This analysis allows obtaining simultaneously parameters
of polarity and hydration, which are two independent character-
istics of the lipid assemblies [23,57]. The hydration parameter for
LDLs is much lower than for DOPC vesicles, as expected from the
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Fig. 5. Probing the polarity and hydration of F2N8 probe binding sites in HBsAg
particles, LDL particles and DOPC vesicles. Fluorescence spectra (A). Polarity and
hydration of F2N8 probe binding sites in the different lipid systems were estimated
from deconvolution of its fluorescence spectra (B). Probe concentration was 0.05 pM,
while the lipid concentration for HBsAg particles, LDL particles and DOPC vesicles
was 6 pM.

tighter packing of the lipids at the LDL than at the DOPC surface,
and the exclusion of water from the phospholipid monolayer by
cholesterol [54,58]. Interestingly, the hydration parameter for
HBsAg particles is comparable to that of LDLs, confirming that, like
in LDLs, the lipids on the surface of the HBsAg particles are tightly
packed and probably organized in a monolayer around the hydro-
phobic core. A bilayer structure at the HBsAg interface could be
excluded, since the small size of the particles (20—30 nm) would
impose a very strong curvature, and thus, a poor lipid packing
density and strong hydration [23]. In contrast, the polarity
parameter of HBsAg particles is much higher than in LDLs (Fig. 5B),
likely as a consequence of the larger protein content of HBsAg
particles as compared to LDLs.

3.6.3. FN4 probe

Similarly to Nile Red, the FN4 probe is highly hydrophobic and
does not contain any charged group. Therefore, this dye should
preferentially bind to highly hydrophobic sites. Probe FN4 also
shows different spectroscopic profiles in LDLs, HBsAg particles and
DOPC vesicles (Fig. 6A). Remarkably, the short-wavelength band for
LDL and HBsAg particles is again significantly blue shifted with
respect to that for DOPC vesicles. Moreover, the relative intensity of
the short-wavelength band in HBsAg particles is much higher than
in LDLs. Deconvolution analysis of these fluorescence spectra
shows that LDLs and HBsAg particles are characterized by an almost
absence of hydration, while in DOPC vesicles the hydration value is
comparable to that observed with probe F2N8 (Fig. 6B). This
confirms that the lipid organization in LDL and HBsAg particles
largely differs from that in DOPC vesicles. In LDL and HBsAg
particles, FN4 probably occupies their poorly hydrated core,
explaining the absence of FN4 hydration. In contrast, in DOPC
vesicles, which do not contain a lipid core, the probe bound to the
lipid bilayer shows a hydration close to that for the interfacial probe
F2N8. An additional remarkable observation is the dramatic
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Fig. 6. Probing the polarity and hydration of FN4 probe binding sites in HBsAg parti-
cles, LDL particles and DOPC vesicles. Fluorescence spectra (A). Polarity and hydration
of FN4 probe binding sites in the different lipid systems were estimated from
deconvolution of their fluorescence spectra (B). Probe concentration was 0.05 pM,
while the lipid concentration for HBsAg particles, LDL particles and DOPC vesicles
was 6 uM.

difference in polarity between LDL and HBsAg particles. Indeed, the
polarity parameter is nearly 4-times larger in HBsAg particles than
in LDLs, while with F2N8 probe this difference was only 1.6 times.
Taking into account that F2N8 binds at the interface, while FN4
binds at the most hydrophobic available sites, the differences in
polarity between LDL and HBsAg particles appear much more
pronounced in the hydrophobic core than at the interface. These
differences are probably connected with a different organization of
the cores. Indeed, in LDLs, the apolipoprotein B-100 is wrapped
around the surface of the particle and thus, only partially pene-
trates into the inner core [50] while in HBsAg particles, the S
proteins seem to protrude largely into the lipid core. Thus, the
hydrophobic core of HBsAg particles contains a large number of S
proteins while the LDL core is composed primarily of cholesterol
esters [49]. Moreover, the larger sterol content of LDLs (40% in
mass) [52] as compared to HBsAg particles (3% in mass) [14] likely
also contributes to the lower polarity of the LDL core.

In conclusion, our fluorescence data allowed us to confirm and
complete the data in the literature describing the structure of the
HBsAg particles. In this respect, the value of the diameter of HBsAg
particles that we determined by FCS (33 nm) is fully consistent with
that obtained by AFM [35], EM [13,14,59] and dynamic light scat-
tering [14]. Similarly, the number of proteins (~70) per particle
deduced by FCS is in excellent agreement with that determined by
cryo-EM [13] and AFM (data not shown). Furthermore, our data
with the fluorescent lipidic probes suggest that the S proteins are
largely immersed in the lipid core of the particle, in line with
previous EM and low-angle X-ray scattering data [59]. The
S proteins were found to exhibit a restricted motion, suggesting
their tight association with the lipids in the HBsAg particles, in
agreement with the electron spin resonance, EM and AFM obser-
vation that the lipids of the HBsAg particles are in a highly immo-
bilized state [12,13,35]. Steady-state and time-resolved
fluorescence spectroscopy data on the S proteins further revealed
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Fig. 7. Schematic model of lipid vesicle, LDL and HBsAg particle. The schematic model of LDL was adapted from Prassl et al. [50].

the presence of solvent-exposed Trp residues, that are likely asso-
ciated with the antigenic region protruding out of the HBsAg
particles [13,16,17,35,41]. Taken together, our data allow us to
propose a model for the HBsAg structure in line with the schematic
model of Satoh et al. [12] (Fig. 7). In this model, the HBsAg particles
exhibit a lipoprotein-like structure in which a compact phospho-
lipid monolayer surrounds a more hydrophobic and fluid inner
core, likely composed of triglycerides, fatty acids and sterol esters.
The major difference with LDLs is that in contrast to the apolipo-
protein B-100 mainly located at the LDL surface [49,50], the S
proteins are largely immersed in the lipid core, as suggested by the
high polarity of the lipid core observed with the fluorescent probes.
Moreover, HBsAg particles contain a larger quantity of protein (60%
in mass) as compared to LDLs (20—25% in mass).
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Current Hepatitis B vaccines are based on recombinant Hepatitis B surface antigen (HBsAg) virus-like
particles adsorbed on aluminium (Al) gel. These particles exhibit a lipoprotein-like structure with about
70 protein S molecules in association with various types of lipids. To determine whether the adsorption
on Al gel affects HBsAg structure, we investigated the effect of adsorption and mild desorption processes
on the protein and lipid parts of the particles, using various techniques. Electron microscopy showed that
the size and morphology of native and desorbed HBsAg particles were comparable. Moreover, infrared
and Raman spectroscopy revealed that the secondary structure of the S proteins was not affected by
the adsorption/desorption process. Affinity measurements with Surface Plasmon Resonance showed no
difference between native and desorbed HBsAg for HBsAg-specific RF-1 monoclonal antibody. Steady-
state and time-resolved fluorescence data of the intrinsic fluorescence of the S proteins further indicated
that the adsorption/desorption of HBsAg particles on Al gel did not modify the environment of the most
emitting Trp residues, confirming that the conformation of the S proteins remains intact. Moreover, using
environment-sensitive 3-hydroxyflavone probes, no significant changes of the lipid core and lipid mem-
brane surface of the HBsAg particles were observed during the adsorption/desorption process. Finally,
the ratio between lipids and proteins in the particles was found to be similar before and after the adsorp-
tion/desorption process. Taken together, our data show that adsorption on Al gel does not affect the
structure of the HBsAg particles.
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Fluorescence spectroscopy
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1. Introduction

Hepatitis B virus (HBV) infection is one of the most common
human diseases. Each year, over one million people die from HBV-
related chronic liver diseases [1,2], explaining the importance of
Hepatitis B vaccination. Currently, Hepatitis B vaccines are based
on recombinant HBsAg particles produced in yeast cells [3,4]
or mammalian cells [5-7] and adsorbed on aluminium (Al) gel.
HBsAg particles are 22-nm spherical particles composed of host
cell-derived lipids and up to three virus-encoded glycoproteins,

Abbreviations: Al, aluminium; CD, circular dichroism; EM, electron microscopy;
HBsAg, Hepatitis B surface antigen; HBV, Hepatitis B virus; IR, infrared; PLGA, poly
(p,L)-lactide-co-glycolide acide; RAMFc, rabbit anti-mouse IgG Fcyantibody; SPR,
Surface Plasmon Resonance.
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designated as large, medium and small (L, M, S). Compared to
mammalian-derived HBsAg particles, yeast-derived particles,
like the Hansenula polymorpha-derived HBsAg particles used in
this study, contain only unglycosylated S proteins. This protein
is highly hydrophobic [8] and in tight association with lipids in
the HBsAg particles [6,7]. The lipid part of the HBsAg particles
is mainly composed of phospholipids [4,9,10]. Lipids have been
shown to be involved in the antigenic properties of HBsAg particles
[11], stabilizing their structure and the protein conformation [4].
Several studies characterized the lipid/protein organization of the
HBsAg particles [4,6,8,9,12-14] and we recently proposed a model
for the HBsAg structure [15]. The particle is thought to exhibit a
lipoprotein-like structure with an ordered and rather rigid lipid
interface and a more hydrophobic and fluid inner core. About 70
proteins are included in each particle with a part protruding out
[9,16] and another deeply inserted in the lipid core [15].

Al hydroxide or phosphate are the most common adjuvants
for human and veterinary vaccines [17], used to potentiate
immune responses, enhancing antigen uptake [18] and stimulating
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immune-competent cells [19,20]. Despite this widespread use,
their properties and interactions with antigens have been poorly
investigated. In vaccines against HBV, the adsorption of the HBsAg
particles on the Al gel results from the binding of the phosphate
groups of the phospholipids from HBsAg surface with the hydroxyl
groups of the Al gel [21] through a ligand-exchange mechanism.
When the vaccine is administered upon intramuscular or subcuta-
neous injection, a part of the antigens adsorbed to Al gel is expected
to be eluted when it comes in contact with interstitial fluid [22,23].

The induction of a strong immune response is dependent on
the integrity of the antigens. Since epitopes are conformational in
nature, the structure of protein antigens on the surface of Al gel
needs to be better characterized [24]. Recently, antigens after Al
adsorption have been characterized by monitoring their conforma-
tion on Al hydroxide [25-27] or after desorption from the adjuvant
surface [28]. Since antigens are often strongly bound to the adju-
vant, drastic methods of elution using surfactants [29] or extreme
pH changes [30] have been used but were found to lead to alteration
of the desorbed antigens. Only recently, a soft method of desorption
using competing phosphate anions has been developed [31].

For HBsAg particles, an alteration of their structure after adsorp-
tion on Al gel was described [27], but the adsorbed particles were
only observed by immunoelectron microscopy after denaturing
size exclusion chromatography and sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis in reducing conditions.

In this study, we compared with various complementary
techniques, the structure of native and adsorbed HBsAg parti-
cles with that of HBsAg particles desorbed with a soft method
in non-denaturing conditions. Altogether, our results show that
the structure of HBsAg particles is not modified by adsorp-
tion/desorption process.

2. Materials and methods
2.1. Materials

HBsAg virus-like particles were produced by Sanofi Pasteur in
the recombinant yeast Hansenula polymorpha and obtained in a
highly purified form after successive steps of fermentation, extrac-
tion and purification. Aluminium gel (Alhydrogel, Superfos) was
purchased from Brenntag Biosector. RF-1 mAb was purchased from
the NIBSC (National Institute for Biological Standards and Con-
trol). FN4 and PPZ8 dyes were synthesized as described elsewhere
[32-34].

2.2. Adsorption/desorption process

The protocol of adsorption/desorption of HBsAg particles was
derived from that of Egan et al. [31]. At room temperature, Al gel
(6 mg Al/mL) was mixed with HBsAg particles (324 wg/mL) in phos-
phate buffer (30 mM) at pH 7.4. The sample was mixed gently by
end-over-end rotation for 30 min to obtain complete adsorption.
The sample was then centrifuged at 1000 rpm during 5 min to pellet
the adsorbed material. In order to softly desorb the particles from
the gel, 400 mM of phosphate buffer was added to the pellet. The
sample was mixed during 1 h, and centrifuged at 3000 rpm during
5 min. HBsAg particles in the supernatant are referred to desorbed
particles. The percent of HBsAg particles released after the desorp-
tion process was found to be about 10 + 2%, in excellent agreement
with the original paper on this method [31].

2.3. Electron microscopy (EM)
For negative staining, HBsAg solutions (native and Al-desorbed)

were diluted in Tris 10 mM, NaCl 150 mM buffer, pH 7.4 to a con-
centration of 20 p.g/mL, deposited on a 400 mesh full carbon-coated

glow-discharged grid and stained with 2% uranyl acetate [16]. EM
measurements were performed with a JEOL JEM 2100F transmis-
sion electron microscope, as previously described [16].

2.4. Infrared spectroscopy (IR)

HBsAg samples (native and Al-desorbed) were concentrated
using capped centrifuge device (Amicon, Millipore) with a cut-off
of 5kDa up to 1.8 mg/mL in protein.

Fourier transform infrared (FTIR)-transmission spectra were
recorded with a Vector 70 spectrophotometer (Bruker, Germany)
equipped with a highly sensitive photovoltaic MCT detector cooled
with liquid nitrogen. The spectrophotometer was continuously
purged with dry N, to remove water vapour. In addition, an auto-
matic water vapour correction was performed using the Opus
software 5.5 version (Bruker, Germany). The Aqua Spec accessory
(Bruker, Germany) consisting in a transmission cell with a path
length of 6.8 wm between CaF, windows, has been used. Spectra
were obtained from the collection of 120 scans per sample at areso-
lution of 4cm~"! and were corrected from buffer. Protein secondary
structures were calculated using the Confochek system (Brucker).
Second-derivative spectra were obtained using the Opus software
2.2 version with a nine-point Savitsky-Golay derivative function.

2.5. Circular Dichroism (CD)

Far-UV CD spectra of native, adsorbed and desorbed HBsAg
particles were recorded on a Jasco-810 spectropolarimeter in a
0.1 cm path-length circular cell (Hellma). To avoid sedimentation,
the 0.2 mg/mL protein-containing samples were rotated at 52 rpm.
Spectra were recorded at room temperature by averaging 3 scans
from 280 to 180 nm (1 nm bandwidth) in 0.5 nm steps at a rate of
50 nm/min, and 1 s response. Blank spectra of either aqueous solu-
tions or Al gel were used to correct the observed spectra. Data were
analysed and smoothed by the means-movement method using
the Jasco Spectra Analysis software. Spectra from 197 to 260 nm
were subjected to secondary structure analysis using the Jasco CD
Multivariate SSE software.

2.6. Surface Plasmon Resonance (SPR)

Antigen-antibody interactions were investigated with a
temperature-controlled BlAcore 3000 instrument (Upsala,
Sweden). The running buffer contained 10mM HEPES (pH
7.4), 150 mM NacCl, 3 mM EDTA, and 0.005% (w/v) polysorbate 20.
The flow rate was maintained at 70 pL/min, except during acid
regeneration where the flow rate was 30 pL/min. Affinity-purified
polyclonal rabbit anti-mouse IgG Fcy antibody (RAMFc) was chem-
ically immobilized on the CM5 sensor chip surface using an amine
coupling kit (GE). The HBsAg-specific mAb RF-1 [35] was captured
by RAMFc (80RU), and the affinity of HBsAg particles towards
RF-1 mAb was determined by injecting different concentrations of
HBsAg particles onto the sensor chip. The kinetic parameters and
the equilibrium dissociation constant were determined using the
BiaEval software.

2.7. Fluorescence spectroscopy

All experiments were performed in 8 mM phosphate buffer
saline (PBS), NaCl 150mM, pH 7.4, at 20°C. Concentration of
proteins for HBsAg particles was 0.4 M, except for quantum
yield measurements, where it was 2 wM. As the gel induces
strong light scattering, time-resolved fluorescence decay, quan-
tum yield, KI quenching and steady-state anisotropy could not
be measured for the adsorbed particles. Characterization of the
lipid and S proteins organization was performed, as previously



5242 V.J. Greiner et al. / Vaccine 30 (2012) 5240-5245

25 nm

6% 30% 34% 25% 5%

21 nm 23 nm 25 nm 26 nm

o000
olejole

5% 27% 33% 29% 6%

20 nm

Fig. 1. Electron microscopy of negatively stained HBsAg particles. Native (panel A) and desorbed (panel B) HBsAg particles were negatively stained and imaged using EM. The
lower panels correspond to the segmentation of a set of 1077 native particles (panel A) and 964 desorbed particles (panel B) determined using eigenvector in multivariate
statistical analysis (MSA). The HBsAg particles appear as roughly spherical particles of about 23 nm diameter.

described [15]. Absorption spectra were recorded on a Cary 400
spectrophotometer. Both light scattering and gel absorbance were
subtracted from the spectra of adsorbed particles. Fluorescence
emission spectra and anisotropy were recorded at 20°C on a
FluoroMax spectrofluorometer (Jobin-Yvon) and a T-format SLM
8000 spectrofluorometer, respectively. Time-resolved fluorescence
measurements were performed with the time-correlated, single-
photon counting technique, as previously described [36,37].

3. Results
3.1. Electron microscopy

The size of the native and desorbed HBsAg particles was deter-
mined by EM using negative staining methods. Selected fields were
exposed to the electron beam under low dose conditions, using
defocus values ranging from —1000 nm to —1200 nm. A set of 1077
native HBsAg particles and 964 desorbed HBsAg particles were
extracted from ten numeric images. The size of native and desorbed
particles was similar, ranging from 20 to 26 nm with a mean value of
23 +1nm(Fig. 1). HBsAg particles appeared as corrugated spherical
particles but, probably due to the shadowing effect of the uranium
salts and due to the heterogeneity of the surface of particles, no
clear morphology details of the particles could be observed.

3.2. Infrared, Raman and Circular Dichroism spectroscopy

The normalized IR spectra of native and desorbed HBsAg parti-
cles are totally superimposable (Fig. 2). In agreement with previous
studies [8,38], the HBsAg particles show intense amide I and II
bands centered at 1655cm~! and 1548 cm~!, respectively, char-
acteristic of proteins with a high content in a-helix (Figs. 2 and
S1). Curve fitting analysis of the IR spectra revealed that the sec-
ondary structure of S proteins in both native and Al-desorbed
HBsAg particles contained about 58% a-helix and negligible amount
of B-sheet. Thus, no measurable alteration occurs in the secondary
structure of the S proteins after desorption of HBsAg particles from
the Al gel. Furthermore, the full overlap of the spectral regions
(3000-2800cm™!) corresponding to lipids (Figs. 2 and S2) also
indicates that the adsorption/desorption process does not modify

the lipid organization and the overall lipid:protein composition of
HBsAg particles.

Far UV-CD spectra of native and desorbed HBsAg particles were
also fully superimposable (Fig. 3), showing two strong negative
bands at 208 and 222 nm, typical of protein a-helical conforma-
tion [8,11,38]. In good agreement with Gavilanes and co-workers
[11], the secondary structure contents estimated from these spectra
were 47% a-helix, 13% [3-sheet, 10% turn and 30% random. Notice-
ably, the CD scan of Al-adsorbed HBsAg particles shows a slightly
stronger signal at 222 nm and a slightly weaker signal at 196 nm
than the spectra of native and Al-desorbed HBsAg particles, likely
due to the corrections related to the strong light scattering of the Al
gel. However, the percentages obtained for the secondary structure
of S proteins are in the same range than for native particles, indicat-
ing that Al-adsorbed HBsAg particles retain their native structure.

Raman spectra (Fig. S3 and Table S1) confirmed that the helical
and random coil structures are predominant in HBsAg particles and
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Fig. 2. Normalized FTIR spectra of native (black line) and Al-desorbed (red line)
HBsAg particles in the 3000-1000cm~" spectral region. (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version
of the article.)
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Fig. 3. Far UV-CD spectra of native (blue line), Al-adsorbed (dotted line) and
Al-desorbed (red line) HBsAg particles. Spectra are blank substracted. (For inter-
pretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to
the web version of the article.)

that the proportions of these structures do not change significantly
after the adsorption/desorption process.

3.3. Affinity measurement of HBsAg towards RF-1 mAb by Surface
Plasmon Resonance

Affinity measurements of HBsAg towards RF-1 mAb before and
after desorption from Al gel was studied by SPR. RF-1 mAb is a
neutralizing Ab that recognizes a conformational epitope of the S
proteins [35]. Similar kinetic (kon, koff) and equilibrium (Kp ) binding
constants (Table S2) were obtained for the interaction of RF-1 mAb
with native and desorbed HBsAg particles. These results showed
that no major modification occurs at the surface of HBsAg upon
adsorption on Al gel.

3.4. Fluorescence spectroscopy

Fluorescence spectroscopy was used to assess changes in the
tertiary structure of the S proteins in HBsAg particles. The max-
imum emission wavelength (331 nm) for the Al-adsorbed and
Al-desorbed particles is comparable to that of the native particles
(Fig. 4) and consistent with that reported previously [11,14,15],
suggesting that the process of adsorption/desorption does not

9-
] o —— Native particles

I — — Adsorbed particles
7 A - - -Desorbed particles
64
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4]
i

Fluorescence intensity (a.u.)
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Fig. 4. Comparison of the emission spectra of the native, Al-adsorbed and Al-
desorbed HBsAg particles at pH 7.4. Excitation wavelength was 295 nm. The spectra
have been corrected both for background fluorescence, Raman scattering and lamp
fluctuations.

significantly modify the environment of the most emitting Trp
residues in the S proteins. However, for the same concentration in
particles, the maximum emission intensity for the Al-adsorbed par-
ticles is higher compared to that of the native particles, suggesting
that the Al hydroxide gel could slightly enhance the fluorescence
of the particles. The observed fluorescence enhancement by the
Al hydroxide gel is fully consistent with the previously reported
increase of the intrinsic fluorescence of several proteins bound to
Al oxide nano-structured surfaces [39]. For native and Al-desorbed
particles, a remarkable match of the quantum yields, time-resolved
fluorescence parameters, bimolecular quenching constants kq and
steady-state anisotropy values was observed, indicating that the
adsorption/desorption process has no influence on the structure
and the conformation of the S-proteins (Table 1).

To further investigate the effect of adsorption/desorption pro-
cess on the HBsAg particles, their lipid organization was compared
using environment-sensitive 3-hydroxyflavone probes that bind to
lipid-based structures. Due to excited state-intramolecular proton
transfer reaction, these probes exhibit in the excited state, a nor-
mal (N*) and a tautomer (T*) form, which are differently sensitive
to their environment, enabling to report on the local physicochem-
ical properties of their binding site(s) [40,41]. While FN4 is a low
polar probe that binds mainly to the lipid core of the HBsAg par-
ticles, the PPZ8 probe binds mainly to the lipid membrane surface
[15]. Fluorescence spectra of both probes are comparable for native,
Al-adsorbed and Al-desorbed particles (Fig. 5A and B), indicating
that the structure of both the lipid core and surface of the HBsAg
particles are not significantly altered by the adsorption/desorption
process. Finally, from the fluorescence intensity ratio of the T* band
of the PPZ8 probe (proportional to the lipid quantity) relatively to
the Trp emission (proportional to the protein quantity) (Fig. S4),
no significant loss of lipids was found to accompany the adsorp-
tion/desorption process, in agreement with IR data.

4. Discussion

Due to the importance of antigen structure for vaccine immuno-
genicity, we characterized HBsAg particles by various techniques,
before and during adsorption and after soft desorption on Al gel in
order to determine whether the antigen structure is preserved.

The global structure of HBsAg particles was shown to remain
intact after the soft desorption process since EM reveals simi-
lar morphology and size for desorbed and native HBsAg particles
(Fig.1). The measured size of HBsAg particles (~23 nm) is consistent
with that of native HBsAg particles previously measured by fluores-
cence correlation spectroscopy (FCS) [15], atomic force microscopy
(AFM) [14,16] and EM techniques [6,16].

IR and fluorescence spectroscopy techniques were previously
shown to be good tools to investigate the secondary and tertiary
protein structure of adsorbed antigens, and thus, detect conforma-
tional changes [25,26]. Application of these techniques, together
with CD and Raman spectroscopy on HBsAg particles (Figs. 2-5,
Table 1, Figs. S1-S3 and Table S1) demonstrates that the secondary
structure and the conformation of the S proteins remain intact dur-
ing and after adsorption on the Al gel. This was further confirmed
by SPR data showing that the affinity of the surface S proteins for
RF-1 mAb was not altered after the adsorption/desorption pro-
cess (Table S2). A similar absence of changes in the structure of
the S proteins was observed for HBsAg particles (before and after
formulation) from vaccine formulation using poly (D,L)-lactide-co-
glycolide acide (PLGA) microsphere as delivery system [38]. Since
data from the literature showed that the protein structure can be
either altered [25,26] or not [42] upon adsorption on the surface of
Al-derived gels, the modification of the structure of adsorbed pro-
teins appears to depend on the antigen type. In this respect, our
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Table 1

Steady-state and time-resolved fluorescence parameters of native and Al-desorbed HBsAg particles at pH 7.4.
Particles 714 (ns) oy 7, (ns) 73 (ns) a3 74 (ns) oy (t) (ns) 1P Q kg4 (M~1s71)
Native particles 0.22 0.45 0.85 0.32 0.18 4.64 0.05 0.94 0.067 0.062 2.0x10°
Desorbed particles 0.20 0.44 0.85 0.33 0.18 5.01 0.04 0.99 0.065 0.061 2.0x10°
Native particles (data from Ref. [15]) 0.31 0.31 0.85 0.44 0.20 4.40 0.05 1.13 0.067 0.058 2.3 x10°

Excitation and emission wavelengths are 295 nm and 350 nm, respectively.

2 The best fit to the time-resolved fluorescence decays was obtained using four lifetimes where t; correspond to the fluorescence lifetimes, ¢; to the relative amplitudes,

and (t) to the mean lifetime.
b 1 correspond to the steady-state anisotropy value.
¢ Q correspond to the quantum yield.

d kq correspond to the bimolecular quenching constant obtained with the external KI quencher that selectively quenches the solvent-exposed Trp residues.
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Fig. 5. Fluorescence spectra of FN4 (A) and PPZ8 (B) probes in native, Al-adsorbed and Al-desorbed HBsAg particles at pH 7.4. Probe concentration was 0.6 wM, while the

lipid concentration for HBsAg particles was 6 WM.

HBsAg particles seem to exhibit a more stable conformation than
other types of antigen.

As HBsAg lipids are thought to preserve the overall structure
of HBsAg particles and keep the protein S integrity, the effect of
adsorption and desorption processes on the lipid part of the par-
ticles was also investigated. Adsorption through ligand-exchange
of the phospholipids from the HBsAg particles with the hydroxyl
groups from Al gel could damage the integrity of the external
lipid layer of the particles and thus lead to a rearrangement of
the S proteins. These modifications could be irreversible if part
of the lipids stayed taped on the Al gel after desorption. Using
IR (Figs. 2, S1 and S2) and fluorescence spectroscopy (Fig. S4),
no change in the lipid:protein ratio was found to accompany the
adsorption/desorption process, suggesting that the composition of
the particles was not changed. Moreover, the PPZ8 and FN4 probes
that bind to lipids show the same behaviour in native, adsorbed or
desorbed HBsAg particles (Fig. 5). In addition, the peak positions
of the lipid groups in the IR spectra were identical for native and
Al-desorbed HBsAg particles. Thus, no changes seem to occur in the
composition and organization of both the lipid core and surface of
the particles. These data contrast with the IR spectra of HBsAg par-
ticles released from PLGA microspheres [38] that showed a partial
delipidation.

Taken together, our data show that the structure of HBsAg par-
ticles remains intact during adsorption and desorption, in contrast
with a previous report showing denaturation of the particles after
desorption from the Al gel [27]. This discrepancy could be explained
by the differences in the HBsAg particles and Al gel used, but is more
probably related to the different protocols used to adsorb and des-
orb particles. In the present work, adsorption was performed in the
presence of 30 mM phosphate that reduces the binding strength of
the particles on the Al gel [21,31,43]. Due to the competing phos-
phate ions, the HBsAg particles can be desorbed in mild conditions
that preserve their native structure. In contrast, in the previous
report [27], harsher conditions, such as DTT and high temperature
that could irreversibly modify the particles were used for desorp-
tion.

In conclusion, the combination of techniques used in this study
revealed that adsorption of HBsAg particles on Al gel does not affect
the lipid/protein organization, and thus, the antigen structure of the
virus-like particles.
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Addition of Vpr C-terminus to various cell types provokes cell apoptosis. This property was recently shown
useful to develop inhibitors of cell proliferation. In that context, we investigated the cellular uptake of
rhodamine- and fluorescein-labeled Vpr(52—96) peptides to understand the mechanism of Vpr C-
terminus entry into cells. Dynamic light scattering data indicated that this peptide spontaneously formed
polydispersed aggregates in cell culture medium. The fluorescently labeled Vpr(52—96) peptide was

Cey words: efficiently internalized, appearing either as large fluorescent patches in the cytoplasm or in a more diffuse
pr . form throughout the cell. Using isothermal titration calorimetry, we demonstrated that Vpr(52—96) can

Confocal microscopy X . K . . .

Fluorescence tightly associate with heparin, a glycosaminoglycan analog of heparan sulphate, suggesting a central role of

HIV the ubiquitous cell surface-associated heparan sulphate proteoglycans for the internalization of Vpr C-

FLIM terminus. Fluorescently-labeled transferrin and methyl-p-cyclodextrin showed that the Vpr C-terminus

was mediated through clathrin- and caveolae/raft-dependent endocytosis. We found that Vpr C-terminus
uptake was partly blocked at 4 °C suggesting the importance of membrane fluidity for Vpr C-terminus
entry. In fact, atomic force microscopy and liposome leakage further indicated that the Vpr peptide can
destabilize and disrupt model membrane bilayers, suggesting that this mechanism may contribute to the
passive entry of the peptide. Finally, using fluorescence lifetime imaging, we found that the Vpr(52—96)
peptide was stable in cells for at least 48 h, probably as a consequence of the poor accessibility of the
peptide to proteolytic enzymes in aggregates.

© 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

The Vpr protein of HIV-1 plays a pivotal role in the virus phys-
iopathology by promoting the transactivation of the long terminal
repeat (LTR) of HIV, and inducing both G2/M cell cycle arrest and
apoptosis through interaction with numerous cellular proteins
[1-3]. This regulatory protein is encapsidated in the nascent
particle [4—6] and participates to the nuclear import of the HIV-1
pre-integration complex (PIC) in non-dividing cells [7—10].

NMR studies of Vpr and related peptides [11—15] established
that Vpr contains three amphipathic o helices spanning residues
(17—-33), (38—50) and (54—77) mutually oriented to generate
a central hydrophobic plateau surrounded by two flexible N- and
C-terminal domains [16]. This hydrophobic core is required for Vpr

7 This work was supported by ANRS (Association Nationale de la recherche sur le
SIDA) and CNRS (Centre National de la Recherche Scientifique).
* Corresponding author. Tel.: +33 3 90 24 41 03; fax: +33 3 90 24 43 12.
E-mail address: hderocquigny@unistra.fr (H. de Rocquigny).

0300-9084/$ — see front matter © 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biochi.2011.05.033

oligomerization, which in turn promotes Vpr nuclear localization
and Gag-Vpr recognition during the course of the viral assembly
[17—20].

Some of Vpr functions such as NCp7 recognition, RNA binding
and cell toxicity were shown to require the C-terminus of Vpr [21].
This C-terminus corresponds to a basic and soluble peptide able
to enter cells causing apoptosis but the mechanism used by this
peptide to enter in cells was poorly characterized [12,22—25].
Importantly, it was recently reported that addition of Vpr
C-terminus to various tumor cell lines inhibits tumor cell prolifer-
ation [26,27]. In that context of new potent anticancer properties
mediated by Vpr C-terminus we carefully re-investigated the
uptake of this peptide in live cells.

Using confocal microscopy and two photon fluorescence life-
time imaging microscopy (FLIM), we found that both rhodamine-
and fluorescein-labelled Vpr C-terminus peptides enter cells mostly
through clathrin and caveolae/raft-mediated endocytosis. The
peptide was shown to diffuse in the cytoplasm and to accumulate in
vesicles remaining stable over 48 h. Moreover, we showed that
Vpr(52—96) tightly binds to heparin and interacts with lipids,



1648 V.J. Greiner et al. / Biochimie 93 (2011) 1647—1658

causing membrane bilayer solubilization, a mechanism that could
also explain Vpr C-terminus entry.

2. Experimental procedures
2.1. Materials

HMP resin N,N-diisopropylethylamine (DIEA) and N-methyl-
pyrolidone (NMP) were purchased from Applera and 9-
fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) amino acids from Neosystem
(France). 5(6)-carboxyfluorescein (FI) and 5(6)-carboxyte-
tramethylrhodamine (Rh) were from Aldrich. Other reagents for
peptide synthesis, including dimethylformamide (DMF), dichloro-
methane, piperidine and phospholipids (DOPC) were from SIGMA.
Transferrin and Rhodamine-labelled DOPC were from Molecular
Probes (Cergy Saint Christophe, France). The heparin used was
a 6.6 4 0.8 kDa fragment purified using a published procedure [28]
from a commercial preparation of porcine intestinal mucosa low
molecular weight heparin (Calbiochem-VWR, Fontenay sous Bois,
France).

2.2. Peptide synthesis and labeling

Peptides were synthesized using the Fmoc solid-phase method
(0.1 mmole scale) with an automatic peptide synthesizer (ABI 433A,
Appelar, France) [29] and ended with a caproic derivative. Then,
0.025 mole of Fmoc-deprotected peptidyl-resin was isolated and
mixed with four equivalents of (5(6)-carboxyfluorescein (Fl) or
5(6)-carboxytetramethylrhodamine) (Rh) combined with HBTU/
HOBt and DIEA. This mixture was immediately added to 2 ml of
NMP containing peptidyl-resin and stirred at 40 °C overnight. After
filtration, the peptidyl-resin was cleaved for 2 h in a trifluoroacetic
acid (TFA) solution containing the following scavenger: phenol (2%,
w/v), thioanisole (5%, v/v) and ethanedithiol (2.5%, v/v). After
precipitation, peptides were purified by reverse-phase high-
performance liquid chromatography on a C8 column (uptisphere
300A, 5um; 250 x 10, Interchim, France). Molecular masses
obtained by ion spray mass spectrometry were: 5248.9, 5659 and
5605 for Vpr(52—96), FI-Vpr(52—96) and Rh-Vpr(52—96) respec-
tively, in agreement with the expected theoretical masses. Prior to
use, peptides were dissolved in distilled water, aliquoted and stored
at —20°C. The sequence was 52GDTWAGVEAIIRILQQLLF[HFRIGCR
HSRIGVTQQRRARNGASRS.

2.3. Absorbance and fluorescence spectra

Absorbance and fluorescence spectra were recorded on a Cary
4000 UV-—visible spectrophotometer (Varian) and FluoroMax3
spectrofluorimeter (Horiba, Jobin Yvon). Quantum yields were
calculated wusing 5-carboxytetramethylrhodamine in EtOH
(quantum yield, ¢ =0.95) as a reference. Excitation wavelengths
were 520 nm for Vpr-Rh and 470 nm for Vpr-FL

2.4. Cell culture and incubation with fluorescent peptides

HelLa cells (3 x 10°) were cultured on 35 mm coverslips (u-Dish
IBIDI, Biovalley, France) in Dulbecco’s modified Eagle medium
supplemented with 10% fetal calf serum (Invitrogen Corporation,
Cergy Pontoise, France) at 37 °Cin a 5% CO; atmosphere. After 24 h,
cells were incubated in Opti-MEM (Gibco), followed by addition of
1 uM for one hour of either Rh-Vpr(52—96) or FI-Vpr(52—96). Then,
cells were thoroughly washed with PBS (Phosphate Buffer Saline),
incubated 30 s with 0.05 % trypsin, washed with PBS and further
incubated with HBSS (Hanks'Balanced Salt Solution) for immediate

microscopy analysis (referred to as one hour post incubation) or
incubated with D-MEM for an analysis 4 or 8 h post incubation.

To visualize the cellular uptake, cells were incubated either with
20 pg/ml of transferrin-fluorescein (60 min) or 5 mM of methyl-#-
cyclodextrin (MBCD) (60 min) [30] or 0.25 mM N,N-dimethylami-
loride (10 min), rinsed with Opti-MEM and then incubated with
1 uM Rh-Vpr(52—-96). To inhibit the ATP-dependent endocytosis,
HeLa cells were incubated for one hour at 4°C with 1uM
Vpr(52—96). To quantify the location of Vpr in acidic compart-
ments, 30 uM monensin (Sigma) was added three minutes prior to
confocal microscopy imaging [31].

2.5. Confocal microscopy

Fluorescence confocal images of Fl- or Rh- tagged Vpr(52—96)
peptides in living cells were taken using a confocal microscope (SPC
UV1 AOBS, Leica) equipped with a HCX PL APO CS 63x oil
immersion objective and an Ar/Kr laser. The fluorescein images
were obtained by scanning the cells with a 488 nm laser line and
filtering the emission with a 500—550 nm band-pass. For the
rhodamine images, a 568 nm laser line was used in combination
with a 580—700 nm band-pass filter.

2.6. Fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM)

FLIM measurements were performed using an in house con-
structed multi-photon laser-scanning microscope [19,32,33]. FLIM
allows obtaining simultaneously images in intensity and images in
which the contrast is given by the fluorescence lifetime. Two-
photon excitation was obtained with a titanium/sapphire laser
which delivers 100 fs pulses. For Rh, the excitation wavelength was
830 nm. Photons were collected using a two-photon short pass
filter with a cut-off wavelength of 680 nm (F75-680, AHF,
Germany), and a band-pass filter of 520 +17 nm (F37-520, AHF,
Germany). The fluorescence was directed to a fiber-coupled APD
(SPCM-AQR-14-FC, Perkin Elmer), which was connected to a time-
correlated single photon counting module (SPC830, Becker & Hickl,
Germany), which operates in the reversed start-stop mode. Data
were analyzed using a SPCImage V2.8 software (Becker & Hickl,
Germany), which uses an iterative reconvolution method to recover
the lifetimes from the fluorescence decays. For FLIM measure-
ments, Rh-Vpr(52—96) was incubated at a 1 uM concentration with
Hela cells as described above. The resulting images were compared
with those of cells incubated with 50 uM TAMRA.

2.7. Dynamic light scattering (DLS)

DLS experiments were performed with a Zetasizer Nano ZS
equipped with a 4 mW He—Ne laser operating at 633 nm (Malvern
Instruments). All measurements were performed at 25°C at
a measurement angle of 173°. Vpr(52—96) concentration was 1 uM.
For each sample, three measurements were performed. Results
were fitted with the “Dispersion Technology Software 5.03” (Mal-
vern Instruments) to get the size distribution of the particles.

2.8. Isothermal titration calorimetry (ITC)

The heat effect for the interaction of heparin and Vpr(52—96)
was analyzed at 20 °Cin 50 mM Hepes, 0.1 M NaCl, pH 7.4 with a VP
ITC microcalorimeter (Microcal, Northampton, MA, USA). Titration
of heparin by Vpr(52—96) was performed by monitoring under
constant stirring (310 rpm) the thermal power generated by
repeated injections of 6 pl aliquots (in 12 s) of 129 uM Vpr(52—96)
contained in the syringe into a 7.0 uM heparin solution contained in
the 1.42 ml cell of the instrument. The total heat resulting from an
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injection of titrant was calculated as the integral versus time of the
experimental signal. A control experiment in which Vpr(52—96)
was titrated into the buffer alone was done to determine the heat of
dilution. Instrument control, data acquisition, and analysis were
done with the VPViewer and Origin software provided by the
manufacturer.

2.9. Large unilamellar vesicles of dioleoylphosphatidylcholine (LUV)

Large unilamellar vesicles of dioleoylphosphatidylcholine were
obtained in 10 mM phosphate buffer, pH 7.4, by the classical
extrusion method using an extruder (Lipex Biomembranes Inc)
with polycarbonate filters of calibrated pores (Nucleopore) [34].
This generates monodisperse LUVs with a mean diameter of
0.11—0.12 um as measured with a Malvern Zetamaster 300 (Mal-
vern, UK). For leakage assay, LUVs were prepared in the presence of
carboxyfluorescein (CF) at a self-quenching concentration of
50 mM. Non-encapsulated CF was separated from the vesicle
suspension through a Sephadex G-75 filtration column eluted with
an iso-osmolar buffer containing 10 mM TRIS, 100 mM Nacl, at pH
7.4. For leakage kinetics, the lipids (20 uM) were treated with
0.5 uM to 1 uM of Vpr(52—96) in a quartz cuvette under constant
stirring. The increase of fluorescence intensity was monitored
during 20 min on the Fluoromax-3 spectrofluorimeter, with exci-
tation at 480 nm (slit 1 nm bandwidth) and emission at 520 nm
(slit 1 nm bandwidth).

2.10. Bilayer formation and atomic force microscopy (AFM)

For AFM measurements, liposomes were prepared as described
above and deposited on the mica surface. Both height and phase
images were acquired in the tapping mode, using an AFM Solver
Pro (Nt-MDT, Russia). Non-contact cantilevers NSGO3 (NT-MDT)
were used with a resonance frequency of 100 kHz in air and
a spring constant of 1 N/m. The driving frequency of cantilevers was
28—32 kHz, the scan speed was typically 2—4 Hz, and the scan size
was 10 x 10 pm with a resolution of 512 x 512 points. After imaging
the lipid bilayers, 100 pul of the desired concentration of Vpr(52—96)
was added to the bilayer and incubated at room temperature for
15 min.

3. Results
3.1. Vpr(52—96) forms oligomers in solution at physiological pH

It was previously shown that Vpr or Vpr C-terminus aggregate at
pH 3 and that these aggregates are dissociated by TFE into small
oligomers [12,13] or by acetonitrile into head-to-tail dimers [11]. To
examine the possible oligomerisation of the Vpr(52—96) peptide in
the conditions used for confocal microscopy (Opti-MEM, pH 7.4),
this Vpr peptide was synthesized and its size distribution in the cell
culture medium was compared by DLS to that with 30% TFE in
water, pH 3. As shown in Fig. 1A, only a single population at
1.5—2 nm was observed in water/TFE consistent with Vpr(52—96)
oligomers (solid line), while three populations of 30, 120 and
750 nm (dotted line) were evidenced in the cell culture medium.
These three populations were also observed in PBS pH 7.4 (data not
shown). This clearly indicated that the peptide forms heteroge-
neous aggregates in the cell culture medium.

In a next step, we examined this aggregation using the spectro-
scopic properties of rhodamine covalently bound to the N-terminus
of the peptide (Rh-Vpr(52—96)). The absorption spectrum of 1 pM
Rh-Vpr(52—96) in water/TFE pH 3 provides a single absorption band
with a maximum at 550 nm (Fig. 1B, solid line), similar to the spec-
trum of rhodamine in solution (data not shown). In sharp contrast,

w
o
J

[N
(53
1

]
o
1

h
L

Fraction by volume, % >
=

o
I

i\
[}
ra
ra
L |
[ |
I ]
L} 1

U

\

o
'

1 10 100 1EiDD

w
o
o
@
1

0.02 |

Absorbance

0.01

0.00 |

450 500 550
Wavelength, nm

Fig. 1. Size distribution of Vpr(52—96) and absorption properties of Rh-Vpr(52—96). A:
DLS measurements were carried out on 1 uM of Vpr(52—96) in Opti-MEM at pH 7.4
(dotted line) or in 30% TFE, pH 3 (solid line). All the measurements were recorded at
20 °C, fifteen minutes after dilution. B: UV spectra of 1 uM Rh-Vpr(52—96) in Opti-
MEM at pH 7.4 (dotted line) or in 30% TFE, pH 3 (solid line).

the absorption spectrum of the same concentration of Rh-
Vpr(52—96) in Opti-MEM buffer shows a 5 nm red-shift of the Rh
absorption maximum and a 20% decrease of its absorbance (Fig. 1B,
dotted line), as well as the appearance of a blue-shifted peak at
520 nm. These dramatic changes in the absorption spectrum are
typical of an excitonic interaction between the probes in their
ground state and indicate that the fluorescent probes are a few
angstroms apart in the Vpr(52—96) aggregates [35,36]. Excitonic
interaction within the aggregates was confirmed by the dramatic
drop in the fluorescence quantum yield of Rh-Vpr(52—96) from 0.45
in water/TFE to 0.005 in the Opti-MEM buffer [35,37]. To further
understand the observed rhodamine quenching for Rh-Vpr(52—96),
time-resolved fluorescence measurements were performed. In Opti-
MEM buffer, Rh-Vpr(52—96) shows a bi-exponential decay, charac-
terized by a very short (71 =60 ps) and a long (72 = 2.35 ns) compo-
nent (Table 1). The long component only marginally contributes to
the decay (1%) and may correspond either to a small fraction of free
labelled Vpr(52—96) peptide or to unquenched labelled peptides at
the top of the aggregates. The major short component (99%), not
observed for Rh in Opti-MEM bulffer, likely originates from the
emission of the quenched rhodamine residues involved in exciton
interaction within the aggregates of Rh-Vpr(52—96).

The amplitude of the long decay component increases signifi-
cantly (ap =17%) in water/TFE, in line with the presence of small



1650 V.J. Greiner et al. / Biochimie 93 (2011) 1647—1658

Table 1
Time resolved fluorescence parameters of Rh-Vpr(52—96).
131(1'15) T2(nS) 1 453
Free Rh Buffer, pH 7.4 1.59 (+0.02) / 1 /
30% TFE, pH 3 2.67 (+0.04) / 1 /
Rh-Vpr(52—-96) Buffer, pH 7.4 0.06 (+0.01) 2.35 (+£0.03) 0.99 (+0.02) 0.01(£0.01)
30% TFE, pH 3 0.54 (+0.02) 2.86 (+0.04) 0.83 (+0.04) 0.17 (+0.03)

The fluorescence lifetimes, 7; and the relative amplitudes, «;, are expressed as means =+ standard error of the mean for three experiments.

oligomers in these conditions [12,13]. Moreover, the value of the 14
component (0.54 ns) indicates that quenching of Rh fluorophores
still occurs in the small oligomers of 1.5—2 nm evidenced by DLS
(Fig. 1A, solid line).

Thus, our data show that the Vpr(52—96) peptide forms large
aggregates in the conditions used for confocal microscopy, which
leads to dramatic changes in the spectroscopic properties of the
fluorophore.

3.2. Vpr(52—96) localization in HeLa cells

To evaluate the mechanism of the cellular uptake of the
Vpr(52—96) peptide, 1 uM of the rhodamine labelled peptide was
incubated for one hour with adherent Hela cells. Then, cells
were quickly washed with trypsin to remove the background
[38] and left for one to four hours before image analysis. Propi-
dium iodide exclusion revealed that this concentration of
peptide does not induce cell toxicity while a clear cytotoxicity

1h

4h

was observed at 5puM, in line with the Vpr(52—96)-induced
apoptosis effect (data not shown) [22,23]. All experiments were
performed in plastic-bottom dishes allowing the live cells to be
viewed by confocal microscopy in buffered solution, avoiding the
possible artefacts in peptide distribution that could occur with
fixed cells [38].

At one hour post incubation, large patches of fluorescence were
observed in the cytosol (Fig. 2A and B). An increased fluorescence
emission but no modification in the staining pattern was observed
when the concentration of Rh-Vpr(52—96) was raised, in contrast
to the concentration dependent uptake previously observed for the
Ant peptide [39]. A detailed analysis of two-photon z-stack images
revealed micrometric-sized patches at the surface of the cell but
most of them were inside the cell. At four hours (Fig. 2C and D) or
eight hours (data not shown) post-incubation, the fluorescent
patches were more dispersed in the cytosol. Moreover, a diffuse
fluorescence was also observed in the cytoplasm and to a lesser
extends in the nucleus.

Fig. 2. Intracellular distribution of Rh-Vpr(52—96). Hela cells were incubated with 1 uM of Rh-Vpr(52—96) for one hour, washed and treated with trypsin. A and B: Cells were
visualized by confocal microscopy one hour, after washing. The majority of the cells contains large aggregates of Vpr(52—96) dispersed in the cytoplasm. C and D: Cells were
visualized four hours after the washing procedure. Note the punctuated distribution of the rhodamine labelled peptide and the faint diffusion of fluorescence in the nucleus.
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Thus, Vpr(52—96) penetrates HeLa cells, resulting in the pres-
ence of intracellular Vpr both in a diffuse form scattered all over the
cell and in large cytoplasmic and perinuclear patches, consistent
with Vpr(52—96) internalization in late endosomes and lysosomes.

3.3. Vpr(52—96) interacts strongly with heparin

Several studies demonstrated that cell surface heparan sulphate
(HS), are directly involved in the CPP uptake (for review see [40]).
To test whether these ubiquitously expressed HS proteoglycans
could also be involved in Vpr C-terminus entry, we first investi-
gated by ITC, the possibility for Vpr(52—96) to interact with
heparin, a soluble glycosaminoglycan analog of HS [41]. Incre-
mental addition of Vpr(52—96) to a fixed amount of heparin
induced a substantial release of heat as illustrated in the upper
panel of Fig. 3A by the negative peaks of experimental signal (the
heat flow as a function of the time) characterizing an exothermic
reaction. Integration of the peaks yielded the quantity of heat

released per injection of peptide solution into the reaction mixture.
Fig. 3 (bottom panel) shows that the magnitude of the heat effect
varied as heparin saturation progressed from an initial value
of —11 kcalmol~' to about —6.7 kcalmol~! and then abruptly
dropped to 0 in agreement with the formation of a tight complex
between the peptide and the oligosaccharide. From the total heat
released, we determined that the reaction enthalpy AHpep at 20 °C
was equal to —22+3 kcalmol~! per mole of complex formed.
Moreover, a stoichiometry of about 2 Vpr(52—96) per mol of
heparin fragment and a Kq<10"8M were deduced from the
binding curve as indicated by the arrow. A more precise determi-
nation of the binding parameters was not possible, due to the prone
nature of Vpr(52—96) to aggregate [11—13] and to the high stability
of its complex with heparin. Complementary information was
obtained from DLS measurements showing that a mixture of 1 uM
Vpr(52—96) and 10 uM heparin gave a single peak of micrometric-
sized particles (Fig. 3B, dashed line), much larger than the about
50 nm size of free heparin (Fig. 3B, solid line). Compare to Fig. 1A,
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Fig. 3. Interaction of Vpr(52—96) with heparin. A: Isothermal Titration Calorimetry of the interaction between heparin and Vpr(52—96) at 20 °C in 0.05 M Hepes, 0.1 M NaCl pH 7.4.
Panel 1: Thermal power generated upon incremental 6 pl additions of a 129 uM solution of peptide into the 7.0 M heparin solution in the reaction cell. Panel 2: Normalized
quantities of heat calculated from the area of each peak as a function of the Vpr/heparin molar ratio. The data are corrected for the heat of dilution of the peptide solution. The arrow
indicates the equivalence point. B: DLS measurements performed on 10 uM of heparin diluted in DMEM buffer alone (solid line) or incubated 15 min with 1 uM of Vpr(52—96)
(dashed line). All the measurements were recorded at 20 °C. C: control were 1 pM of Rh-Vpr(52—96) was incubated with HeLa cells for one hour, treated and observed by confocale
microscopy as described in Fig. 1. D: 10 uM of heparin were added to HeLa cells in DMEM for 15 min prior to the addition of 1 uM of Rh-Vpr(52—96). After one hour at 37 °C, HeLa

cells were washed and imaged.
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this result suggests that heparin mediates Vpr condensation. The
high affinity of heparin for Vpr(52—96) strongly suggests that likely
the membrane-attached HS also possess the capacity to associate
with the peptide, a binding susceptible to trigger the internaliza-
tion of this latter. To check this hypothesis, a competition experi-
ment was carried out. Therefore, HeLa cells were treated 15 min
with 10 uM heparin followed by addition of 1 uM Rh-Vpr(52—96).
After the washing procedure, a drastic reduction of the fluorescent
patches was observed within the cells (Fig. 3D) in comparison with
non treated cells (Fig. 3C). This result indicates that upon associa-
tion with extracellular heparin the peptide is mainly diverted from
its binding sites on the cell membrane, suggesting that heparin
likely efficiently competes with the membrane HS proteoglycans
for the binding of Vpr(52—96). The interaction of this latter with HS
appears thus as a prerequisite to its internalization.

3.4. Different pathways for the cellular uptake of Vpr(52—96)

To characterize more in depth the mechanism of Vpr(52—96)
cellular uptake, HeLa cells were incubated with Rh-Vpr(52—96) in
different conditions. To test whether Vpr enters into cells by an
energy-dependent endocytosis, we added both fluorescein labelled
transferrin (FI-Tr) and Rh-Vpr(52—96) to the cells. Transferrin is
a protein that binds to its cell surface receptor and is internalized

Control Rh-Vpr{52-96)

Transferrin and MBCD

Transferrin

Dimethylamilorid

through clathrin-associated endocytosis [42]. Superimposition of
the green and red images (Fig. 4B) revealed the presence of Fl-
transferrin-positive vesicles in green that do not contain Rh-
Vpr(52—96), Rh-Vpr(52—96)-positive vesicles in red that do not
contain Fl-transferrin and yellow coloured vesicles where the two
proteins co-localize. The yellow vesicles suggest that clathrin-
dependent endocytosis is partially responsible for the internaliza-
tion of Vpr C-terminus.

To demonstrate that Vpr C-terminus can penetrate cell using
clathrin-independant pathway, a cholesterol depletion assay was
used [43]. Therefore, the fluorescent peptides were added to HeLa
cells in the presence of methyl--cyclodextrin (MBCD). This
compound depletes the cholesterol from the plasma membrane,
disrupting the lipid rafts and caveolin-coated vesicles. With MBCD,
a large decrease of the intracellular fluorescence was observed
(Fig. 4, compare A and C), indicating that internalization of the
Vpr(52—96) peptide was drastically hampered. In contrast, MBCD
only moderately affected the internalization of transferrin (Fig. 4D),
as previously reported [44]. Thus, cholesterol in the cytoplasmic
membrane appeared essential for an efficient transduction of the
Vpr(52—96) peptide. Interestingly, Coeytaux et al reported that
cholesterol was only moderately involved in Vpr-mediated DNA
transfection [45], suggesting different pathways for the free peptide
and its complex with DNA, as reported for other CPPs [40].

MBCD

Incubation at4°C

Fig. 4. Cellular uptake of Rh-Vpr(52—96). A: HeLa cells were incubated with 1 pM of Rh-Vpr(52—96) for one hour. Then cells were washed, treated with trypsin and visualized by
confocal microscopy. B: HeLa cells were incubated with 1 uM of Rh-Vpr(52—96) and 20 pg/ml of Fl-transferrin for one hour, washed and treated with trypsin. This image corre-
sponds to the merge of green and red fluorescent images scanned as described in Materials and Methods. Yellow dots show a co-localization of Rh-Vpr(52—96) and Fl-transferrin
while red and green fluorescence indicate independent localization of the detected proteins. C: HeLa cells were incubated one hour with 5 mM methyl-B-cyclodextrin (MBCD)
diluted in D-MEM, rinsed with Opti-MEM and then incubated with 1 uM Rh-Vpr(52—96) for one hour. Then, cells were treated as described above. The weak intracellular staining
suggests that MBCD inhibits the Rh-Vpr(52—96) entry which is thus digested by trypsin. D: HeLa cells were treated by MBCD as described above and incubated with 20 pg/ml of Fl-
transferrin. E: HeLa cells were incubated 10 min with 0.25 mM of dimethylamilorid diluted in D-MEM, rinsed with Opti-MEM and then incubated with 1 uM Rh-Vpr(52—96) for one
hour. The distribution pattern of Rh-Vpr(52—96) is close to that for the control. F: HeLa cells were incubated for one hour at 4 °C with 1 pM of Rh-Vpr(52—96).
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Since clathrin- and caveolin-coated vesicles are roughly
80—120 nm in diameter, micrometric-sized Vpr particles cannot be
internalized through these vesicles. To test whether these large
particles could enter through macropinocytosis, an actin-
dependent endocytosis involved in the uptake of CPP-cargo mole-
cules, CPP-modified liposomes [46] and HIV-1 virus [47], we
incubated HelLa cells with the Rh-Vpr(52—96) peptide and dime-
thylamilorid, an inhibitor of macropinocytosis. Fig. 4E revealed
a Vpr distribution pattern close to that in the absence of dimethy-
lamilorid (Fig. 4A), suggesting that macropinocytosis plays only
a marginal role in the internalization of the Vpr peptide.

Meanwhile, internalization through an energy-independent
mechanism has also been reported for small peptides such as
penetratin, (Arg)g and transportan which are efficiently internal-
ized at both 37 °C and 4 °C (for review see [48]). To check whether
this mechanism plays a role in the internalization of the
Vpr(52—96) peptide, we incubated the rhodamine-labelled peptide
with Hela cells at 4 °C. As seen on Fig. 4F, cellular uptake of Vpr
C-terminus was strongly decreased in this condition. However,
intracellular fluorescent patches delineating the plasma membrane
were observed suggesting that at least a part of Vpr(52—96) was
internalized via an energy independent membrane crossing. Then
the lack of spread of these patches in the cell could be explained by
the temperature mediated effect on molecular diffusion and
reduction of motor mediated transport along the cytoskeleton.

3.5. Vpr(52—96) binds to and destabilizes membrane bilayers

The effects of MBCD and of the temperature on Vpr C-terminus
uptake are both linked to modifications of lipid membrane prop-
erties. To investigate the possible translocation of Vpr C-terminus
into lipid bilayer, the interaction of Vpr(52—96) with supported
DOPC bilayers was monitored by AFM, in 150 mM phosphate buffer,
pH 7.4. In the absence of peptide, the DOPC bilayers appeared
continuous and flat (Fig. 5A, image a), with a 4.2 & 0.2 nm thickness
typical of a DOPC bilayer [49]. Bilayers were then incubated for
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15 min with 0.5 uM Vpr(52—96) at room temperature. AFM images
revealed many small Vpr(52—96) particles at the bilayer surface
with an average height and surface respectively of 17.6 0.8 nm
and 0.002 pm? corresponding to an equivalent spherical diameter
of 47 +4 nm (Fig. 5A, image b). Moreover, in line with the poly-
dispersity in the sizes of Vpr aggregates evidenced by DLS (Fig. 1),
we also observed large particles with micrometer-scale diameter
(arrows) bound to the bilayer. When the Vpr(52—96) concentration
was increased to 1 uM, similar particles were observed. In fact, the
most striking and interesting difference with the lower concen-
tration of Vpr is the reproducible appearance of large areas of
uncoated mica surface (delineated by dotted line), suggesting that
the Vpr(52—96) peptide can disrupt the surface bilayer, like
a detergent (Fig. 5A, image c). In contrast, we found no evidence for
fibril or channel formation with longer time of incubation or higher
Vpr concentration.

To further characterize the ability of Vpr(52—96) to disrupt lipid
bilayers, increasing concentrations of non-labeled peptide were
added to fluorescein-containing DOPC liposomes. In the absence of
peptide, the liposomes were weakly fluorescent due to the self-
quenching effects of the high fluorescein concentration in the
liposomes. The plot of fluorescence intensity versus time showed
a 25% and 56% increase in the fluorescence intensity, respectively
for 0.5 and 1 uM of peptide (Fig. 5, B), indicating that the Vpr C-
terminus promotes a concentration dependent leakage of DOPC
vesicles. Similar data were also obtained with the negatively
charged DOPS vesicles (data not shown).

Taken together, our data show that Vpr(52—96) can destabilize
and disrupt lipid bilayers at micromolar concentration, a mecha-
nism which may contribute to the internalization of this peptide
into cells.

3.6. Vpr(52—96) accumulates in endosomes and lysosomes

Accumulation of Vpr(52—96) in punctuated vesicles likely corre-
sponding to endosomal vesicles prompted us to further characterize
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Fig. 5. Effect of Vpr(52—96) on membrane bilayers. A: AFM images of the interaction of DOPC bilayers with Vpr(52—96). Image a, control with DOPC bilayer on mica in phosphate
buffer pH 7.4, NaCl 150 mM. Images b and c: interaction of 0.5 uM and 1 uM Vpr(52—96) with the DOPC bilayer. Vpr aggregates are indicated by black arrows. Note the appearance in
image c of the mica surface resulting from Vpr-induced lipid desorption (dotted delineated surface). B: Kinetics of carboxy fluorescein leakage of DOPC vesicles (20 pm) in TRIS
buffer 10 mM, pH 7, 150 mM Nacl after addition of different concentrations of Vpr(52—96) and Triton-X100 (5% w/w). Excitation and emission wavelengths were 480 and 520 nm,

respectively.
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them. To this end, we compared the accumulation of Rh-labelled and
Fl-labelled Vpr(52—96), which exhibit respectively a pH-insensitive
and pH-sensitive fluorescence [50]. Rh-Vpr(52—96) and FI-
Vpr(52—96) were incubated at 1 uM on HeLa cells and observed after
one hour.

Both Rh-Vpr(52—96) (Fig. 6 A1) and Fl-Vpr(52—96) (Fig. 6 B1)
were observed to accumulate in large patches in the cytoplasm. The
similar behavior of the two-labelled peptides suggests that the
chromophore does not interfere with the intracellular localization
of the Vpr(52—96) peptide. At 4 h post-incubation, a clear drop in
the fluorescence of the Fl-labelled vesicles (Fig. 6 B2) but not of the
Rh-labelled (Fig. 6 A2) ones was observed. As a consequence of the
decrease in the fluorescence of the Fl-labelled vesicles, the low
diffuse green fluorescent signal likely associated to cytoplasmic Vpr
oligomers was much more visible (compare Fig. 6 B1 and B2). To
check that this drop was a result of the quenching of Fl by the acidic
pH in vesicles, we recorded images after addition of 30 uM mon-
ensin, a carboxylic ionophore that induces the neutralization of
acidic intracellular compartments such as the lysosomes and acidic
endosomes through H/Na™* exchange [51]. At 1 h post incubation,
the localization pattern of Fl-Vpr(52—96) in the presence of mon-
ensin was close to that in its absence (compare Fig. 6 B1 and C1). In
sharp contrast, we observe large differences at 4 h post incubation
(Fig. 6 B2 and C2). In the presence of monensin (Fig. 6 C2),
a phenotype similar to that obtained with Rh-Vpr(52—96) was
observed with a large number of fluorescent vesicles spread all over
the cell excepted in the nucleus. To further demonstrate the
localization of Vpr C-terminus in acidic compartment, equimolar
concentration of Rh and Fl peptides were pre-mixed and incubated
on cells. Without monensin, superimposition of images recorded
for the two channels gave rise to red coloured cells with some
yellow dots suggesting that the fluorescein chromophore is
quenched compared to the rhodamine (Fig. 6 D1 and D2). On the
contrary, a yellow colour dominates on monensin treated cells in
agreement with the dual emission of both fluorescein and rhoda-
mine chromophores (Fig. 6 E1 and E2). Thus, our data strongly
suggest that internalized Vpr peptides are routed to late endosomes
and/or lysosomes.

Fl-Vpr-(52-96)
+ monensine

Rh-Vpr-(52-96) FI-Vpr-{52-96)

3.7. Vpr(52—96) integrity within the cell

Due to its presence in both the cytoplasm and the endosomes,
the Vpr(52—96) peptide could be the target for degradation both
through ubiquitin-dependant/independent pathways in the cyto-
plasm and lysosomal digestion. This degradation likely explains the
previously observed disappearance of DNA-Vpr complexes 24 h
post transfection [45]. Many methods were proposed to evaluate
the intracellular stability of CPPs [52]. Here, we took advantage of
the fact that Vpr oligomerization clusters the rhodamine fluo-
rophores, resulting in a decrease of their fluorescence lifetime
(Table 1) due to self quenching and/or exciton coupling [53,54].
Accordingly, assuming that degradation of Vpr will affect its olig-
omerization and thus, induce an increase of the rhodamine life-
time, we imaged the cells incubated with Rh-Vpr(52—96) by FLIM
as a function of time. Thus, changes of the fluorescence lifetime of
Vpr aggregates will provide a direct evidence of the peptide
stability within the cellular environment. These lifetimes were
measured at each pixel or group of pixels and visualized by an
arbitrary colour scale from blue to red.

HeLa cells were incubated with 1uM Rh-Vpr(52—96) and
compared with cells incubated with 50 uM rhodamine. This large
concentration of free rhodamine was required as a consequence of
its poor ability to enter into the cells. The free chromophore was
found to be homogenously distributed in the cells with an average
fluorescence lifetime of 2.6—2.7 ns (Table 2), as evidenced by the
yellow-red colour in Fig. 7A. When the chromophore is tethered to
Vpr(52—96), a more punctuate staining is obtained at 4 h post
incubation (Fig. 7B) in line with the confocal microscopy images
(Fig. 2). Fig. 7B shows a heterogeneous colour distribution from
green to blue corresponding to an average fluorescence lifetime
value of 2.4 ns. A detailed analysis revealed that vesicles present
a shorter lifetime around 2.1 ns. No significant modification of the
fluorescence lifetimes was observed within the first 24—48 h (data
not shown). In sharp contrast, at 72 h post incubation, two pop-
ulations of vesicles were monitored with a fluorescent lifetime of
2.66 ns and 2.45 ns (Fig. 7D). The former value likely corresponds to
free rhodamine and the latter to Rh-Vpr(52—96) containing

FI-Vpr-(52-96)
+ Rh-Vpr-(52-96)
+ monensine

Fl-Vpr-(52-96)
+ Rh-Vpr-(52-96)

Fig. 6. Localization of Vpr(52—96) in late endosomes/lysosomes. Column A and B: HeLa cells were incubated respectively with 1 uM Rh-Vpr(52—96) and 1 uM of FI-Vpr(52—96) and
observed at one and four hours post-incubation. Note the similarity of the distribution pattern suggesting that the chromophore does not influence the Vpr(52—96) behavior in cells.
Column C: Hela cells were incubated with 1 uM FI-Vpr(52—96) as described for images B, and 30 M monensin were added just prior confocal imaging. Column D: HeLa cells were
co-incubated with 0.5 pM Rh-Vpr(52—96) and 0.5 uM of FI-Vpr(52—96)) and observed at one and four hours post-incubation. Column E: HelLa cells were co-incubated with 0.5 uM
Rh-Vpr(52—96) and 0.5 uM of Fl-Vpr(52—96) as described for images D, and 30 tM monensin were added just prior confocal imaging.
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Table 2
Lifetime values of free Rh and Rh-Vpr(52—96) in HelLa cells.

Compartment ~ Rhodamine (Rh) Rh-Vpr(52—-96)

Hours Cytoplasm Vesicles Cytoplasm Vesicles

4h 2.63 (£0.08) 2.67 (+0.09) 24 (+0.1) 2.1(+0.13)
72h 2.7 (£0.1) 2.65 (+0.1) 2.66 (+£0.08)  2.45(+0.1)

The lifetime values were measured in the cytoplasm and intracytoplasmic vesicles.
The values are average values resulting from measurements of 20 analyzed cells.

vesicles. Noticeably, in the control cells with free rhodamine, no
change in the lifetime was observed after 72 h post incubation.
These results suggest that Vpr is stable over 48 h and then is
progressively degraded, notably in the cytoplasm.

4. Discussion

Recent results showed that the C terminal part of Vpr inhibit cell
proliferation suggesting that this sequence could be used as potent

4h

72h

_—
1.5

anti cancer agent [55]. To detail the mechanism of cell entry, we
synthesized Vpr(52—96) peptides corresponding to the C-terminus
of Vpr and labelled these peptides with either fluorescein or
rhodamine probes at their N-terminus. This Vpr sequence was
previously shown to efficiently enter into cells [7,22—24,56] even
though contradictory results suggest the opposite [25]. This
discrepancy could rely on the protocol used since in Sherman et al
2002, the Cy3 Vpr C-terminus entry was followed by flow cytom-
etry which hardly distinguishes membrane-bound from internal-
ized chromophore.

In this study, the labelled Vpr(52—96) peptides were found to be
efficiently internalized in HeLa cells (Fig. 2) accumulating mainly in
the cytoplasm both within heterogenous patches and in a more
diffuse form. The patches probably result from accumulation of the
aggregated peptides (Fig. 1) in vesicles while the diffuse staining
could come from direct translocation of low molecular weight
aggregates or from the exit of the peptide from acidic vesicles.

As depicted in Fig. 8, multiple uptake pathways are likely
involved in the cellular entry of this peptide. The co-localization of
the peptide with transferrin suggests that the clathrin mediated

1
2.2 2.9

T (ns)

Fig. 7. Intracellular stability of Rh-Vpr(52—96) aggregates. HeLa cells were incubated with 50 pM rhodamine (image A) or 1 uM Rh-Vpr(52—96) (image B). The fluorescence lifetimes
were measured at 4 h post incubation and converted using a color scale ranging from blue (1.5 ns = short fluorescence lifetime) to red (3.0 ns = long fluorescence lifetime). A
significant drop of the Rh-Vpr(52—96) fluorescence lifetime compared to free Rhodamine is evidenced by the blue colored patches. Images C and D correspond to lifetime images at
72 h of incubation. Note the decrease in the amount of short fluorescent lifetimes (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web

version of this article.).
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Nucleus

Fig. 8. Model depicting the Vpr(52—96) entry mechanism. a, b, ¢ and d indicate
respectively trans-membrane passage, clathrin-dependent endocytosis and caveolae-
dependent endocytosis and macropinocytosis.

endocytosic pathway is involved in Vpr C-terminus entry (Fig. 8b).
Nevertheless, this co-localization is partial (Fig. 4B) suggesting that
alternative pathway could contribute to the Vpr C-terminus inter-
nalization. In fact, incubation of HeLa cell with methyl-B-cyclo-
dextrin, a drug that inhibits lipid raft-mediated endocytosis caused
an almost complete inhibition of Vpr C-terminus uptake. In line
with these results, a small part of Vpr C-terminus still enters the cell
at 4 °C, suggesting that the loss of lipid membrane fluidity could
interfere with Vpr C-terminus entry. Interestingly, this temperature
effect appears more drastic for Tat transduction suggesting differ-
ences in the uptake pathways for these two peptides [48]. We also
show that Vpr oligomers interact tightly with DOPC bilayers
causing their disruption (Fig. 8a), depending on the peptide
concentration (Fig. 5) while Tat interacts with liposome without
lipid bilayer perturbation [57]. This Vpr-induced alteration of lipid
bilayers is in line with the cell membrane permeabilization and
herniation previously observed in the presence of Vpr [45,58,59]. In
fact, the basic stretch of positively charged residues (77—96) of the
Vpr peptide is probably capable to interact with the negatively
charged phospholipids in the plasma membrane. This interaction
likely promotes the insertion of the hydrophobic helix (amino acids
52—77), which in turn transiently destabilizes and/or disrupts the
plasma membrane, enabling the diffusion of the aggregates into the
cytoplasm [60]. Another model to explain Vpr entry would be
the formation of pores, but these pores were never observed in
cells [59,61].

We next evidenced that the Vpr C-terminus tightly associates
with heparin, suggesting that the peptide is also capable to interact
with the membrane-associated HS. The capacity of HS to bind
numerous peptides such as the arginine rich region of Tat and to
mediate or not their internalization is well documented [41,62,63].
As reported for Tat, this interaction induced the formation of
aggregates on the cell surface and in vitro (Fig. 3) [64]. In this report
we found that one molecule of the 6.6 kDa heparin fragment used
can bind two molecules of peptide with an equilibrium dissociation
constant Kq< 1078 M. This value is at about one-two orders of
magnitude smaller than those reported for the interaction between
heparin and various CPPs [41,65]. This high affinity also explains that
at a concentration as low as 100 nM of Vpr C-terminus efficiently
penetrates the cell (data not shown). The binding of Tat to heparin/
HS was reported to be mainly driven by electrostatic interactions
[65]. Nevertheless, despite the fact that both Vpr(52—96) and
Tat(47—57) possess 8 positive charges the affinity of the former

peptide for heparin is by far the highest, a property suggesting
a contribution of non ionic interactions to complex formation.
Interestingly, seven basic residues of Vpr(52—96) are located in the
structurally flexible C-terminal region of the peptide comprising
amino-acids 73—96 [11] which constitutes a cationic tail while
residues 52—73 contains hydrophobic residues that adopt an o helix
conformation [16].

The diffuse fluorescence observed within the cells can be
reasonably associated with Vpr oligomers. Taking into account that
Vpr aggregates are dissociated into small oligomers in acidic
conditions [11,12], this diffuse staining can result from the acidifi-
cation of the endosomal vesicles, a process involved in the libera-
tion of basic CPPs into the cytoplasm [66—68]. Alternatively, as
mentioned above, Vpr oligomers may also cross directly the
membrane bilayer, and diffuse freely into the cytoplasm.

The stability of CPPs with time in cells is poorly studied and
probably dependent on the ubiquitin-proteasome pathway. The
metabolic degradation of Tat (47—57), penetratin and hCT in cells
was shown to occur with a half time value ranging from less than
one hour to nine hours, depending on the peptide and cells
conditions [69]. The Vpr(52—96) peptide was found to be stable for
more than 48 h in cells, likely as a result of its poor accessibility to
proteolytic enzymes in its oligomeric or aggregated form.

The mechanism of Vpr(52—96) peptide entry can be compared to
that described for other CPPs. By anology to Anp, Tat and oligoargi-
nine peptides, the Vpr peptide appears to interact with proteogly-
cans, inducing its cellular uptake through either clathrin and
caveolin/lipid raft mediated endocytosis. In contrast, Anp, Tat and
oligoarginine peptides translocate cells with minimal perturbation of
the membrane integrity [39,70—74] while Vpr(52—96) likely
promotes membrane destabilization or disruption [58]. Another
difference between Vpr(52—96) and other CPPs is the low contribu-
tion of macropinocytosis (Fig. 8d) in the intracellular entry of
Vpr(52—96) in spite of the size of its aggregates [40]. At least,
transduction capabilities of Vpr C-terminus could be compared with
a 48 amino acid residues from the Epstein-Barr virus Zebra trans-
activator [75]. This peptide share common feature with Vpr C-
terminus such as a seven positive charged tail followed by a stretch of
hydrophobicresidues forming a leucine zipper domain. Nevertheless,
this peptide was shown to enter cell mainly through a direct trans-
location pathway without significant energy dependent endocytosis.

In conclusion, this investigation of the cellular uptake of the Vpr
C-terminus showed that both non-endocytotic and endocytotic
uptake pathways are involved in its cellular internalization.

Acknowledgments

Thanks to Andrey Klymchenko and to Sophie Martin for helpful
discussions.

List of abbreviations

Vpr viral protein R

CPP cell penetrating peptides

Tat trans-acting activator of transcription
MBCD methyl-B-cyclodextrin

TAMRA carboxytetramethylrhodamine

Rh-Vpr(52—96) N substitution of the Vpr C-terminus by
carboxytetramethylrhodamine

FI-Vpr(52—96) N substitution of the Vpr C-terminus by fluorescein

FLIM fluorescence lifetime imaging
HS heparan sulfate

ITC isothermal titration calorimetry
DLS dynamic light scattering
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o Epigénétique et méthylation de I’ADN :
Etude des mécanismes d’interaction du
domaine SRA de UHRF1 avec ’ADN
hémi-méthylé

Résumeé

La protéine UHRF1 est impliquée dans le maintien et la transmission des modifications épigénétiques. Lors
du processus de réplication, elle recrute la méthyltransférase de 'ADN Dnmt1 au niveau des sites CpG hémi-
méthylés via son domaine SRA (SET and RING Associated), favorisant la duplication des profils de
méthylation. La structure tridimensionnelle du complexe SRA/ADN révéle que la protéine induit un
basculement de la méthylcytosine qui permet un ancrage spécifique de la protéine sur les sites hémi-
méthylés, facilitant le recrutement de la Dnmt1 au niveau de ces positions stratégiques. Dans ce contexte,
notre projet vise a comprendre les mécanismes d'interaction du domaine SRA de UHRF1 avec 'ADN hémi-
méthylé. Des oligonucléotides doubles brins ont été marqués a la 2-aminopurine, un analogue nucléosidique
fluorescent sensible a lenvironnement, a différentes positions au voisinage d’un unique site de
reconnaissance CpG hémi-méthylé. Les mesures de spectroscopie de fluorescence a I'état stationnaire et
résolues en temps de ces duplexes liés au domaine SRA nous ont permis de caractériser de maniére site-
spécifique les changements conformationnels induits par la liaison du domaine SRA. En accord avec la
structure tridimensionnelle du complexe SRA/ADN, nos données suggerent que le domaine SRA est capable
de basculer la méthylcytosine tout en préservant la structure des autres bases dans le duplexe. Le domaine
SRA semble se lier selon le méme mécanisme aux duplexes hémi-méthylés, bi-méthylés et non-méthylés. La
protéine UHRF1 jouerait ainsi un role de “lecteur® capable de scanner la séquence d’ADN a la recherche de
sites hémi-méthylés.

Mots-clés : épigénétique ; méthylation de I'ADN; protéine UHRF1; domaine SRA; 2-aminopurine ;
spectroscopie de fluorescence

Résumé en anglais

The UHRF1 protein plays a key role in the maintenance and transmission of epigenetic modifications. During
the replication process, it recruits the DNA methyltransferase Dnmt1 to hemi-methylated CpG sites via its
SRA (SET and RING Associated) domain, promoting the duplication of the methylation profiles. The
tridimensional structure of the SRA/DNA complex revealed that the protein induces a base-flipping of the
methylcytosine that enables a specific anchoring of the protein to hemi-methylated sites facilitating the
recruitment of Dnmt1 to this strategic position. In this context, our project was aimed to further understand the
mechanism of interaction of the SRA domain with hemi-methylated DNA. To this end, oligonucleotide
duplexes were labeled by 2-aminopurine, a fluorescent nucleoside analogue sensitive to environment, at
various positions close to the single hemi-methylated CpG recognition site. Steady-state and time-resolved
fluorescence spectroscopy measurements of these duplexes bound to the SRA domain enabled us to site-
specifically characterize the conformational changes induced by the binding of this domain. In agreement with
the tridimensional structure of the SRA/DNA complex, our data suggest that the SRA domain is able to flip the
methylcytosine while preserving the structure of the surrounding bases in the duplex. The SRA domain was
shown to bind with the same mechanism to hemi-methylated, fully-methylated and non-methylated duplexes.
Our data suggest the UHRF1 protein plays a role of “reader’ that scans the DNA sequence for hemi-
methylated sites.

Keywords : epigenetic; DNA methylation ; UHRF1 protein; SRA domain ; 2-aminopurine ; fluorescence
spectroscopy




