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1. INTRODUCTION 

La méthylation de l’ADN au niveau des cytosines des îlots CpG est un régulateur 
important de l’expression dans le génome humain. Les changements de méthylation 
sont maintenant connus pour jouer un rôle fondamental dans une variété de tumeurs. 
Cela constitue un mécanisme fonctionnellement équivalent aux altérations génétiques 
classiques telles que les mutations, délétions ou pertes alléliques.  Une mesure 
quantitative de la variation de méthylation  au cours du temps et selon les tissus peut 
être corrélée avec d’autres phénomènes biologiques. Chaque tumeur pourrait ainsi être 
caractérisée par un profil spécifique de méthylation des îlots CpG de certains gènes (1). 
 

Au niveau tumoral, le profil de méthylation du promoteur (hyper et 
hypométhylation) de certains gènes peut aussi être considéré comme un facteur 
pronostique dans la mesure où il permet de définir un (sous)-type clinique associé avec 
un bon ou mauvais pronostic. Des études ont montré que les niveaux de méthylation 
étaient corrélés avec la stadification et le grade tumoraux (2, 3). 

 

 
Il a aussi été démontré que, lors de la progression tumorale, certains gènes (marqueurs) 

montrent des variations au niveau de leur expression, p. ex. : expression en augmentation constante, 
expression en augmentation à un moment précis ou expression en augmentation, puis en 
diminution,… Parmi les mécanismes responsables de ces variations, on retrouve les phénomènes de 
méthylation au niveau des îlots CpG  
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Versant hématologique, des méthylations du promoteur de certains gènes 

s’observent (par exemple, p15 et p21 dans les syndromes myélodysplasiques) et 
permettent un ciblage épigénétique de ces affections malignes (4, 5). 

Des inhibiteurs (azacitidine/decitabine) de la DNA Methyl Transferase (enzyme 
méthylant les îlots CpG) permettent de déméthyler ces promoteurs et donc de restituer 
la fonction de ces gènes. La détermination du degré de méthylation permet de mesurer 
la réponse hématologique au(x) traitement(s) de ces SMD et aussi de LMC résistant à 
l’Imatinib. 
 
Toutes ces variations peuvent être déterminées par une étude qualitative 
et/ou quantitative des profils de méthylation) des gènes et de leur promoteur. 
 

2. BUT DU PROJET 

Etudier les variations de méthylation (hypo ou hyperméthylation) en 

quantifiant les îlots CpG méthylés, soit de manière globale* ou à partir de 

promoteurs ou de gènes spécifiques de différents types de pathologies malignes 

(« onco » et « hémato »).   

Corréler les données obtenues avec les différents indications cliniques 

(diagnostiques, pronostiques, …) disponibles.  

 

3. METHODOLOGIE 

La méthodologie du projet repose sur une analyse quantitative de la méthylation 
dans de multiples îlots CpG par Pyrosequencing. La technique « Pyro Q-CpG » mesure 
de manière quantitative le degré de méthylation individuel des îlots CpG consécutifs. 

Les îlots CpG de l’ADN génomique sont d’abord convertis par un traitement au 
bisulfite avant d’être amplifiés par PCR. Par ce procédé, C est converti en U, tandis que 
mC reste inchangé. Lors de l’amplification, U est amplifié en T et mC en C.  Au niveau du 
pyrogramme, mC et C sont représentés comme des pics C et T, respectivement. La 
quantification repose sur le fait que les hauteurs des pics sont proportionnelles au 
nombre d’allèles méthylés à chaque îlot CpG. 

Cette méthodologie est déjà utilisée (de façon qualitative seulement) dans le 
département de biologie moléculaire, entre autre pour identifier les gènes hMLH1 dont 
le promoteur est méthylé (HNPCC). 



  Page 3 sur 3 
 
 
 IPG – Institut de Pathologie et de Génétique 
 

 

http://www.ipg.be/fr/2007methylation.pdf  22 mai 2007 

 

4. ORGANISATION DU PROJET 

Le projet comprend une première phase de mise au point, principalement de la 
technique d’extraction de l’ADN à partir de tissu fixé au formol et enrobé en paraffine 
(FFPE) (a) et de la méthode de traitement au bisulfite (b). 

 
(a) Différents « kits » existent pour extraire l’ADN de spécimens FFPE. Quelques 
kits seront testés afin de dégager celui qui donnera le meilleur compromis: 
quantité et qualité de d’ADN extrait, charge de travail et prix. 
(b) Différents kits de traitement au bisulfite sont aussi commercialisés. De 
nouveau, une comparaison sera faite en terme de stabilité de l’ADN modifié, 
charge de travail et prix. 

Il faut signaler que les kits (a et b) retenus pour la suite du projet seront  ensuite 
implémentés pour les analyses de routine. 

 
La seconde phase du projet sera consacrée à l ‘analyse des profils de méthylation dans 
un volet « onco » et dans un volet « hémato ». 

 
(a) Pour le volet onco, 2 types de tumeurs (colo-rectale – prostatique – à 

discuter avec les pathologistes intéressés) – 50 spécimens / tumeur seront 
analysés, soit en ce qui concerne leur profil de méthylation globale (LINE-
1*), soit vis-à-vis de gènes ou promoteurs de gènes spécifiques : p16, 
GSTP1, RASSF1A, …. 

(b) Pour le volet hémato, 50 spécimens de syndromes myélodysplasiques 
seront analysés pour leur profil de méthylation globale et vis-à-vis de 
certains gènes spécifiques : p15, p21, … 

 
Les 2 volets confondus, près de 150 spécimens seront analysés vis-à-vis de 3 à  4 
systèmes, soit plus de 600 analyses (y compris les contrôles d’usage). 
 
* LINE-1 : éléments transposables dont la perte en méthylation de l’ADN des régions 
promotrices est un événement épigénétique commun dans les pathologies malignes, 
jouant ainsi un rôle dans la carcinogenèse. 
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